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Figura 1. Ilustracion de la diversidad de formas y habitats de los hongos del complejo
Tricholoma equestre s.l. realizada por Quiyahuitl Colibri Fernandez Armendariz. Técnica:

Grafito sobre papel.

2



AGRADECIMIENTOS
A la Facultad de Ciencias y a la UNAM por haberme permitido cursar una carrera en biologia, la

cual es un suefio que sigue en construccion.

Al Instituto de Biologia de la UNAM por brindarme la oportunidad de realizar mi tesis en sus

instalaciones.

Al financiamiento del proyecto “Gendmica y toxicidad de hongos comestibles y toxicos como una
herramienta para potenciar su aprovechamiento y evitar intoxicaciones mortales” PAPIIT

IN212521 ya que este apoyo fue fundamental para poder concluir esta tesis.

Al financiamiento del proyecto “Atlas de la biodiversidad del suelo de México, herramienta para
la investigacion, docencia y toma de decisiones” PAPIIT AV200223 ya que el apoyo fue

fundamental para poder concluir el proceso de titulacion.

Hago un especial y profundo agradecimiento a mi mentor, el Dr. Roberto Garibay Orijel. En
principio por haberme compartido su amor profundo por los hongos en sus clases. Por haber
dirigido mi tesis de licenciatura y por las aventuras que he podido vivir al estar en su laboratorio.
Por haber depositado su confianza en mi, por la paciencia durante mi desarrollo, por su apoyo
incondicional, por creer en mi y por impulsarme siempre a mejorar. Siempre le voy a agradecer
por las apasionadas charlas sobre la micologia, por compartir el amor por su tierra, por los regafios,
las risas y las reflexiones. Por permitirme estar en su laboratorio, que més que un espacio de trabajo
también se ha convertido en un lugar de crecimiento personal y un sitio donde me siento en familia.
Finalmente, le doy gracias por su compromiso con la ciencia, con el pais, con los hongos y por ser

una inspiracion personal muy grande en el mundo de la micologia.

AGRADECIMIENTOS A TITULO PERSONAL

Al jurado de esta tesis: Dra. Adriana Montoya Esquivel, Dr. Sigfrido Sierra Galvan, M. en C. Celia

Elvira Aguirre Acosta y Dra. Julieta Alvarez Manjarrez.

A la Dra. Rosario Medel Ortiz por apoyarme para realizar la estancia en el CIMA para realizar los

ensayos toxicologicos. Le agradezco por su apoyo, por las atenciones que tuvo conmigo y por



estar siempre al pendiente de mi, con animos de escuchar y prestar su consejo. También por la

inspiracion que me da con su trabajo como micdloga y como mujer.

Agradezco profundamente a las y los hongueros que permitieron que esta tesis se realizara y que
permean el consumo de hongos silvestres en nuestro territorio. Por mantener vivas tradiciones de
raices profundas y por compartir su conocimiento con todo aquel dispuesto a escuchar. Asimismo,
porque gracias a ellas y ellos podemos consumir un recurso alimenticio enormemente valioso tanto
para la salud como para nuestra identidad como mexicanos: Sra. Maria de los Angeles del mercado
de Jamaica, a las hongueras Pjiekakjoo (especialmente a Elissete Herndndez), a las y los hongueros

de Cuajimalpa y Villa del Carbon y a todas las y los hongueros de la parada del Hongo en Puebla.

Hago un agradecimiento personal a la colaboradora Veronica Ramirez por habernos brindado
amplia informacion sobre el “escorpion”, por haberme llevado al monte con ella, por confiar en
nosotros y por abrirnos las puertas de su familia. Por continuar con la recolecciéon de hongos

silvestres y por enamorarnos con sus ricos guisos.

Al colaborador Don Fernando Navarro ya que sin él no habriamos conocido La Parada del Hongo.
Le agradezco también por ser un gran ejemplo del “buen vivir”. El demuestra que se puede vivir

de la tierra de una manera armodnica con el ambiente y conseguir que el maiz crezca seis metros.

A la Dra. E. Naara Palestina Villa por todo el acompafamiento durante mi estancia en el CIMA,
por ensefiarme los protocolos con paciencia y amabilidad. Le doy gracias por su gran corazon, por

su amistad y porque es un ejemplo para las siguientes generaciones de mujeres cientificas.

A la estudiante de maestria Valeria S. Flores Almaraz principalmente por haberme entrenado en
el laboratorio de Biologia Molecular, por haberme compartido sus conocimientos y habilidades.
Por su amistad y por aquellas noches en el IB en las que aprendi y también disfruté de su compafia.

Le agradezco por ser también una inspiracion personal.

Al doctorante Christian Quintero Corrales por su apoyo durante mi formacion en técnicas de
biologia molecular, por su apoyo para mejorar la tesis sobre todo en los analisis filogenéticos. Doy
gracias por su amistad, por los consejos en el laboratorio, por su escucha, por las observaciones

sobre mi trabajo y por las risas compartidas.



Al Dr. Rodolfo Salas por su ayuda durante la generacion y discusion de la Red de Haplotipos de

este trabajo.

Al Dr. O. Eduardo Hernandez Navarro por ensefiarme a realizar la metodologia de CTAB durante
la extraccion de DNA para una parte de mis muestras. Le agradezco por todas las veces que me

ha rescatado cuando me he quedado sola y con dudas.

A la Dra. Lidia I. Cabrera Martinez por todo el apoyo brindado en el laboratorio de biologia
molecular, ya que sus recomendaciones me han impulsado a hacer un trabajo de mayor calidad.
Gracias por sus observaciones, por tener la amabilidad de sentarse conmigo a discutir los

protocolos y por las calidas palabras de aliento.

Al Dr. Bernardo Aguila Salgado por su apoyo con la base de datos del GSMC. Asi mismo, le
agradezco por su linda amistad, por las risas, complicidades, musica y por el apoyo en la parte

final de la biologia molecular realizada en esta tesis.

A labidloga Gala Viurcos por su apoyo y consejos, por su compaiierismo, charlas en el laboratorio

y amistad.

A laM. en C. Elvira Aguirre Acosta por su apoyo con los hongos de la coleccion de macromicetos

del Herbario Nacional y por los &nimos que me ha dado cada vez que la encuentro en el IB.

A la Dra., Cristina Burrola Aguilar y a la Universidad Autonoma del Estado de México, asi mismo
a la Dra. Adriana Montoya Esquivel y a la Universidad Autonoma de Tlaxcala por permitirme

trabajar con sus colecciones.

A los profesores del taller de “Diversidad y aspectos ecologicos de macromicetos saprobios,
ectomicorrizicos y liquenes” de la Facultad de Ciencias por la formacion y la orientacidon para
realizar este trabajo: Dr. Roberto Garibay Orijel, Dra. Julieta Alvarez Manjarrez, Dra. Maria de

los Angeles Herrera Campos, Dr. Norberto Sanchez Téllez y Dr. Andrés Arguelles Moayo.

A la doctorante Amaranta Ramirez Terrazo por ser parte importante de mi camino en la micologia,
por compartir su pasion por la etnomicologia y por su compromiso social. Le agradezco porque

admiro enormemente su trabajo como micdloga.



Al Dr. Ricardo Garcia Sandoval porque gracias a ¢l terminé en el curso de Introduccion a la
Etnomicologia y por su impulso para estudiar los hongos. Le agradezco a ¢l y a la maestra
Guadalupe Vidal por la motivacion que me brindaron durante la carrera y por compartir el

fantastico mundo de los hongos conmigo.

A todos los profesores de mi facultad que se esforzaron por darme lo mejor de ellos mismos y de

la ciencia.

AGRADECIMIENTO A MIS SERES QUERIDOS

A mi madre Griselda Armendariz Ramirez y a mi padre Mario E. Fernandez Merino por amarme,
nutrirme, por darme todo lo necesario para mi desarrollo. Les agradezco profundamente por toda
su entrega, por apoyarme en los momentos mas dificiles, por siempre estar al pendiente de mi, por
creer en mi. Gracias por todos sus consejos, por la hermosa familia que me han heredado. Por la
paciencia, por su carifio, por compartir su vida conmigo. Por ser un ejemplo de vida para mi, por
enseflarme a amarme, por ensefiarme a amar a la tierra y a mi pais, por ensefiarme a sofiar. Les
doy gracias por los valores, las discusiones, les agradezco por la educacion a la que tengo acceso,

por mi formacion fisica, mental y espiritual. Finalmente, por ser mis guias, mi fortaleza y mis alas.

A Gabriel Rojas Sandoval por todo su apoyo. Le agradezco por el encuentro tan magico que hemos
tenido, por compartir suefios, risas, desvelos, momentos dificiles y sobre todo por las aventuras
misteriosas. Le adoy gracias por permitirse sofiar conmigo con un mundo distinto, por abrirme su
mundo y su familia, por las caminatas en los cerros de noche y de dia. Por las noches de filosofia
y poesia, por compartir conmigo el amor por el mundo de los hongos. Le agradezco finalmente

or su infinito amor y respaldo, por ser una inspiracion para creer que ‘“‘nada es imposible”.
b

Al resto de mi familia por su amor incondicional, por su apoyo, por nutrir siempre mi corazon y

por compartir conmigo un pedacito de sus vidas.

Agradezco inmensamente a mi mentor, amigo e idolo Aldi de Oyarzabal Salcedo por la formacion
en ilustracion cientifica. Por mostrarme sus secretos en el maravilloso arte del dibujo, por
ensefiarme lo que significa “macicez”, por hablarme de los medios tonos, por todas las aventuras

en el cubiculo, por su risa contagiosa, por creer en mi y por todas las palabras de aliento. Le doy

6



gracias por sus charlas tan interesantes, por las discusiones profundas, por compartirme sus suefios
y su vida. Le agradezco profundamente porque ademas de ser un gran ejemplo a seguir en la
ilustracion cientifica, es para mi un modelo de cémo vivir la vida aprovechando cada segundo en

todo su esplendor. Gracias por permitirme sofiar y viajar desde la dibujada.

A mis compafieros de laboratorio y amigos Jesus, Elena, Angel, Ambar y Lucia, ya que ellos son
parte de mi familia académica. Gracias por los buenos momentos, por el apoyo, los seminarios,

las discusiones, los animos, las risas y las aventuras que hemos vivido juntos.

A mi amigo Sebastian Gomez por ser una gran inspiracion como cientifico y por haber crecido

juntos en la carrera.

Agradezco particularmente a la maestra Rosa Maria Fonseca Judrez por abrirme las puertas de la
ilustracion botanica, por ser una gran cientifica, sobre todo por ser un hermoso ser humano y una

mujer muy dulce. Le doy las gracias por todo su apoyo, por sus consejos y por su linda amistad.

Al Dr. Leonardo O. Alvarado Cardenas por permitirme colaborar con €l en sus articulos de
apocinaceas con algunas ilustraciones. Por su amistad, por todas las discusiones, por las veces que
me dejo pensando sobre la labor del taxonomo. Le doy gracias por los buenos ratos y por las

reflexiones.

A mis amigos del Laboratorio de Plantas Vasculares donde realicé mi servicio social y mis
primeras ilustraciones cientificas de manera profesional: Dr. Ernesto, Dr. Ricardo, Dra. Rubi,

Daniela, Dra. Sofia y Edith.

A la Dra. Lorena Caballero y al Dr. Vladimir Cachoén ya que fueron desde mi primer semestre una

enorme fuente de inspiracion en mi formacién académica y personal.

Al profesor Rodolfo Sdnchez Aguilar, a la profesora Rocio José Jacinto y al profesor José Ramén

Palma Mayoral porque ellos me impulsaron a estudiar la carrera de biologia.



DEDICATORIA
A mi familia, pero sobre todo a mis padres y a mis dos abuelas. A mi abuela materna Guadalupe
Ramirez Chimal por su amor y por ensefiarme a amar la naturaleza. A mi abuela paterna Maria

del Pilar Manzano por su amor y por siempre creer en mi.

A la madre tierra y a mi pais, ya que ambos necesitan de un compromiso real por parte de la
ciencia y por parte de cada ser humano que habita en ellos. Gracias por darme vida y por

permitirme nacer en este territorio de contrastes, de magia y belleza biologica: México.

A los hongos, que son seres intrigantes, maravillosos y magicos, de los cuales aiin nos hace
falta aprender mucho. A ellos, porque me han enamorado y creo que son una clave para vivir

de una manera distinta con nuestro planeta.

“...La tierra es nuestra identidad. En ella, por ella y para ella somos. Sin ella

morimos, aunque vivamos todavia...”

Subcomandante Marcos
Mesa redonda: “Frente al despojo capitalista, la defensa de la tierra y el territorio” en el Club

de Periodistas, CDMX, 17 de julio de 2007



CONTENIDO

RESUMEN . e titiiiuieiiittietetiieietetetstesstssessssssssssssssssssnsasasnsasssnsasssnss 12
INTRODUCCION.....cciiiiiiiiiiiieieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssns 13
MARCO TEORICO.....cccceitiiiiiiiinieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeseeennnnnnnnnnnnnnsssnnene 16
3.1 NOMENCIAtUIA. . cuviiiiniiiniiiiiiieiiiateteetssatosssesnstossscssssossssssssssssssnsssns 16
3.2 Sistematica del complejo T. eqUESIIE S.l.uiueeiiiieiieiiiiniieiiiieiiiiiiaceecnnnn. 17
3.3 Descripcion morfologica macro y microscOPica.....coeevveriinieeinrcinnrennecnnnn 24
R 2R B 0T 17 T 25
3.5 Tricholoma equestre s.l. y 10S metales pesados......cceeeeeeniiniieeiecneeneenceonnne 27
3.6 Estudios sobre su quimiCa......c.coveiiieiiiniiiiniiieriineterercsnetosnssessscsnssoneess 28
3.7 Actividad bioldgica de los esporomas de T. equestre s.l........cceeeeuenenunnenn 29
TN 2= o To (o] 141 1) |1 T 29
3.7.2 Intoxicaciones en el mundo provocadas por el consumo de T. equestre s.
e eeeetetr ettt ittt te et ettt eeatataeaeaeteatacnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsnns 31
3.7.3 EStUdiOS tOXICOIOZICOS. . euuenrrnrinrimnrnrenraneaeerenssasessnssnsonsssnssnsansnne 32

3.7.4 El modelo de Artemia salina para probar el potencial toxico de los
NOMEOS euvinininiiiiiiiiiiiiiirrrrri e e e 35

3.8 Actividad biologica positiva de los esporomas y contraargumentos para
considerar a T. equestre s.I. COMO un hongo tOXico.....ccoevevnrierieenrenranns 36
3.8.1 Actividad antiCancerigena......ocveeeeieeienreeeeenrenseesescnssnsessesonsossans 36
3.8.2 Propiedades nutricionales del esporoma.............cccoceeeieieininiannnnens 36
3.8.3 Defensa de la comestibilidad de T. equestre s.l........cccceeveeeieiinnannnn. 38
3.9 EtNOMICOI0OZIA. eeuiiniiaieiiiniieiieeiintaaeeecsensentescsasssnssnsonsessnssnsnssennne 40
3.9.1 Consumo €N el MUNAO....ccueiuiieiieiieiiiniieiieiiiniierierteenrreseesecsnnnn 40
3.9.2 Consumo de macromicetos en MeEXiC0.....coeuviinriiinriieriinreinniencenes 42
3.9.2.1 Etnomicologia de T. equestre S.I en MéXiCo...coeeerurnreerarnrnennn 44
JUSTIFICACTON.....uuuuuuuuuuneeneeeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseseasassasassssssssssssnnes 46
PREGUNTA DE INVESTIGACION.......cucittueiiiierieeriieertneerseersnnnennes 46
120 B =] TP 46
OBJETIVOS..cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiittiietetistitatesssssestossssssssssssssssssnssnns 46
7.1 Objetivo general......ccceeviiiiniiiiiinriiiinriiiinsiesesreosesssossnssssssnssossnsesses 46
7.2 ODJetivOs PartiCulares.....c.eeeeeeeeeeeeneinrieeeeenrensensescesensoncescnssnsesssacnses 47
METODOLOGIA.....ceiiiiiiiieiieiieee et eseeeeeeeeeeeeeeeeees 47
8.1 ODtenCiON de BSPOIr0OMAS. ..euiieereeteeeenteeeenceecnsensencesensensancescnsensancesns 47



10.

8.2 Caracterizacion morfolégica de eSporomas........ccceeeveiiinieineiennrcnnncennns 47

8.3 Biologia molecular de los eSporomas..........cccceeeeeiieiniineeeceeenrenceecnsnnnne 48
8.3.1 Extraccion de DNA mediante el método de CTAB.......cccccevuvnrnennnn. 48
8.3.2 Amplificacion por PCR.......cciieiiiiiiuiieiiiiiiiiiniiniieceecnieassssmosnnn 49
8.3.3 Limpieza de productos y secuenciacion de DNA........c.ccccveivniiniennns 49

8.3.4 Edicidn, analisis de las secuencias y analisis filogenéticos

................................................................................................ 49
8.3.5 Recopilacion de informacion sobre las especies encontradas mediante
el algoritmo BLAST ....ccuiiiieiiiiieiiiiiiiiiiiertiesasnisesacnsosssnmenns 51
8.3.6 Redes de HaplotiPoS....cocoveeiiieiiiniiiietiinienneceseiosnscsstosnscsnssonssnnes 51
8.4 Ensayo toxicoldgico con el modelo Artemia saling...............ceeuveeeennnnnn... 52
8.4.1 Diseno del eXperimento.......ccceeeeeiieiierieiiesnienteeseenssncescssnscnsesnns 52
842 EXIIacCtos..cvuiiiniiineiiieieinriietoieetonsssnssosssossssosssosssssnssssnsssnssssenss 53
8.4.3 EClOSION de UISTES...uieeeneeniiuirerinteeeeeenrenrenceecnsensescescnsansossensescnss 54
8.4.4 Montaje del bioensayo.....cccvuiieiieieiieiiiniieriecerenteaseesssnsonssesensesns 55
8.4.5 Analisis de resultados.......c.oovviieiiiniiiiiiiniiiiiiieiiieiiieiiee soaronees 57
RESULTADOS...cciiiitiiiiittiiiintmieissttosssstossssssossssssssssscsssssssssssssssessssssss 58
9.1 Secuencias utilizadas para el analisis filogenético de los “tricolomas
AaMArillos” €N IMEXICO veuineininiieininiieiiiieeieeencnteeencnseccasnsesancnseesnsossnsnsassnns 59
9.2 Secuencias utilizadas para la Red de Haplotipos del complejo Tricholoma
CQUESIFE Suleeeeneineeineiieiieiiiiiimeiiiiiieiitiieiieeietiieeiatiaccsasssccssssscsseesasnsen 64

9.3 Analisis filogenético obtenido por Maxima Verosimilitud y analisis bayesiano

de los “tricolomas amarillos”......ccccviiiiriiiiiiiiiiniiiiiiniiiiinniies sorerennrecsnnnses 69
9.4 Analisis filogenético del complejo Tricholoma equestre s.l. ..ccceveveinininnnnnen 72
9.5 Red de Haplotipos del complejo Tricholoma equestre s.l. ..................cou... 75
9.6 Descripciones morfologicas de los clados mexicanos ........ccceeveveennrcicercnnen 76
9.7 Comentarios etNOMICOIOZICOS. ..eeuerriniiniierieeriereecnrensansnmeonsonsosnrasessnnes 108
9.7.1 Mercado de Jamaica, CDMX.....ciiuveereerineeenneereeeracesnscernscenscenes 108
9.7.2 Parada del Hongo, Chignahuapan, Puebla.........ccccccceevininnnninnnnen. 109

9.8 Mortalidad de los extractos de “tricolomas amarillos” en el modelo Artemia
SAIIMA.«oeeennnnniiiieiiiiiiiiieetiiiiastetiesstesessscssssssssssssessssssssssssesssassomsnnssns 110
DISCUSION....cetttieieeeeeeeeeeeaeeennnnnnnnnnnnnsenseeeeeeeeeeeeeeeeeesesmmesssssssssnen 113

10.1 Sistematica del complejo y especies cercanas que se consumen en

IMIEXICO. ueuteeinenraeentaeensnreesnsnsessnsesascnsessssnsessssnsessssnssssnsessssnsnses 113



10.1.1 Taxonomia de los tricolomas estudiadoS....ceeeeeeiierieeereneeeeenenns 113

10.1.2 Los caracteres macroscopicos diagnosticos ......cceeveeeereenrernennnes 121
10.1.3 Los caracteres microscopicos diagnosticos.......ceeeveeeeenrencanenes 122
10.1.4 Caracteres ecol0gicos diagnostiCoS......cuvurrrernreernreenaenreeencnnen 123

10.1.5 Las secuencias de DNA como herramienta para diferenciar a las

ESPECIES turrnreneneenrenraneescnsansonsesonsonsessnssnsansssnssnsansessnsnns 124
10.1.5.1 Los arboles obtenidos vs los antecedentes..................... 124
10.1.5.2 La red de Haplotipos vs el arbol Bayesiano................... 125
10.2 Diversidad de “tricolomas amarillos” y su aprovechamiento en
=3 Qo e 126
10.3 Distribucion de las especies de tricolomas amarillos en México............. 127

10.4 Comestibilidad e inocuidad alimenticia de los “tricolomas amarillos” en

IMIEXICO. aeutneentnriannresnsnsessasnsessnsnssssnsnssssassssssnssssssnsssssssssnsnssssnns 129

10.4.1 BIOBNSAYO0S.eeutuerurnreernrnrsesnsssssnssssassssssasnsssssssssssnsssssssssssnses 129

10.4.2 Consumo de los hongos y su potencial tOXico.....ceeeeerurnereraenrnennne 130

10.4.3 Otros hongos mezclados en el etnotaxon “escorpion”.................. 132

11, PRESPECTIVAS. . citiiiiiiiieieieieteteteteeassessescnsssasnsnsesnsnssssssssssssns 134

11.1 Perspectivas sobre su estudio toxicoldgico........ccoveereieieieiereinuienininenee 134
11.1.1 Mejoras metodologicas generales........oceeeeveeiinrinreecieeeecrcnnanns 134

11.1.2 Procesamiento de 108 eXtractos.....ooeeeeeeeieneenrenrencscneescnsonsanns 135

11.1.3 Respuesta individual de los organismos ante el consumo de

T. eqUeEStre S.l....ccueeineineiieiiiiieniniiieiieeineiiecierineinccecnanes 136
12. CONCLUSIONES. . ...cittttiiiiiititiiiieiiiiittiiitetiietettiecessetecacmescssscaces 137
13. REFERENCIAS...c.titiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceieietetttecacntiecsssenacnens 137
14, ANEXOS. . ciiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittieiitetetitetetaeattetasacsesaseesssssssnsnns 149

11



1. RESUMEN
Los hongos silvestres son un componente importante en la alimentacion humana. Aunque
existen hongos con alto valor culinario, hay especies que generan controversia ya que se ha
puesto en duda su inocuidad y aun desconocemos su potencial toxico. Dentro de los Agaricales,
el género Tricholoma se caracteriza por tener especies con una morfologia variable y, por tanto,

compleja.

Por falta de informacion taxondmica hay una gran cantidad de especies que se identifican
errdbneamente bajo nombres europeos. Un ejemplo de esto, es el complejo Tricholoma equestre
sensu lato. Este grupo de hongos amarillos se sigue consumiendo en Europa, Norteamérica y
Asia. No obstante, ha sido relacionado con micetismos que desembocan en rabdomidlisis.
Debido a que tanto su taxonomia como su toxicologia siguen sin resolverse, no se sabe si es

seguro su consumo.

El objetivo de este trabajo fue describir la diversidad de las especies con potencial toxico del
complejo T. equestre s.l. en el centro de México. Lo anterior, se realizo con el fin de aportar
informacion para el consumo seguro de los hongos silvestres. Para ello, se hizo una revision de
las colecciones provenientes de herbarios de la UNAM, UAEM¢éx y UAT, asi como de
recolectas de hongueras del Estado de México, Ciudad de México y Puebla. Se estudié su
morfologia, macromorfoldgica y microscopica, asi como sus relaciones filogenéticas. Asi
mismo, se realizaron bioensayos toxicoldgicos de cuatro extractos probados en el modelo

animal Artemia salina.

Como resultados se obtuvo un analisis filogenético de los “tricolomas amarillos” y uno del
complejo T. equestre s.l., con un total de siete especies incluidas en el concepto T. equestre s.1.
en el territorio mexicano. Ademas, se encontraron cinco especies registradas como comestibles
dentro y fuera del complejo en Puebla, Ciudad de México y Estado de México. De los
bioensayos, se obtuvo que la concentracion letal media (CLso) de todos los extractos es inferior
a 100 pg/mL. Lo anterior lleva a concluir que los tricolomas amarillos estudiados son

potencialmente toxicos en crudo.
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2. INTRODUCCION
Meéxico cuenta con una gran riqueza bioldgica y su biodiversidad fingica es un ejemplo de ello.
En el territorio se conocen cerca de 6000 especies de hongos, las cuales se dividen en 2000
especies de micromicetos y 4000 macromicetos. Sin embargo, se estima que existen hasta
150,000 especies (Guzman, 1995). Esta riqueza bioldgica se relaciona con un amplio acervo
cultural y a partir de esto, se genera un vasto conocimiento tradicional sobre los hongos

silvestres (Guzman, 1995).

Este conocimiento tradicional estd vinculado al lenguaje y a las relaciones dentro de una
sociedad con su ambiente, expresando una manera de entender e interactuar con el mundo

(FAO, 2004). Dichas relaciones, se representan en el concepto de patrimonio cultural; este, se
define como los recursos naturales que se encuentran intervenidos por un uso y manejo
diferencial segun patrones culturales, donde las tradiciones se involucran con la diversidad
bioldgica de un territorio. Los saberes y las actividades humanas que se derivan de ellos, se
desarrollan a partir de préacticas que se ven involucradas en aspectos basicos de la vida como lo

es la alimentacion (Toledo et al., 2019).

La alimentacion es una de las actividades mas importantes de los seres humanos ya que
involucra desde la salud hasta los aspectos culturales mas profundos de los pueblos. Aunque la
mayoria de los alimentos que consumimos actualmente son cultivados, otros como los hongos
silvestres se siguen recolectando. En México se consumen mas de 371 especies de hongos
comestibles silvestres (Ruan-Soto y Garibay-Orijel 2014). A pesar de que hay una gran
cantidad de hongos que son apreciados por su sabor, asi como por sus propiedades nutritivas y

medicinales, existen también especies toxicas que representan riesgos para la salud.

Algunas de las sustancias contenidas en los esporomas de los hongos toxicos, causan desde
malestares intestinales, hasta la muerte por dafios severos en el higado o rifiones. A la
intoxicacion o envenenamiento causado por la ingesta de hongos, se le llama micetismo. Las
intoxicaciones por consumo de hongos silvestres son un problema de salud publica que
constituye una causa de muerte significativa a nivel mundial. Estos envenenamientos, producen
altas tasas de morbilidad y mortalidad, pero los datos reales de los casos aun no son claros
debido a las dificultades que existen alrededor del diagnostico de dichas intoxicaciones

(Sanchez et al., 1999). La ingesta de hongos toxicos generalmente es accidental y
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frecuentemente sucede por una mala identificacion de las especies que se consideran
comestibles. A lo anterior se le suma la escasez de datos disponibles sobre la biologia de los

hongos, incluyendo informacion de su potencial toxico (Jo et al., 2014).

Entre los hongos silvestres, el género Tricholoma (Fr.) Staude, agrupa desde especies de alto
valor comercial como Tricholoma matsutake (S. Ito y S. Imai) Singer, hasta especies que se
sospecha que pueden ser toxicas como Tricholoma auratum (Pers.) S. Lundell (Trudell et al.,
2013). Este grupo de hongos, son ectomicorrizicos y se asocian con especies de Pinaceae,
Fagaceae, Betulaceae y Salicaceae. En particular, Tricholoma equestre sensu lato es un
complejo de especies silvestres de distribucion mundial, que incluye a T. equestre, T.
flavovirens (L.) P. Kumm y T. auratum y otras especies no descritas. Los esporomas de estas
especies, en algunos paises como Lituania, Polonia, Portugal, Guatemala y M¢éxico son
consumidos como alimento. No obstante, se han reportado varias intoxicaciones en Europa
caracterizadas por la presencia de rabdomiolisis, después de haber consumido los esporomas
por un tiempo considerable. Lo anterior, pone en duda la inocuidad del consumo de estos

hongos (Lechner y Alberto, 2008).

Uno de los factores determinantes para aclarar esta discusion, es el conocimiento taxondomico
de este grupo de hongos. La taxonomia del género Tricholoma incluyendo al complejo
Tricholoma equestre s.l., aun no esta resuelta ni en Europa ni en Asia, que son las regiones
donde se han hecho mas estudios. Ademas, los analisis moleculares del complejo han mostrado
diversidad criptica dentro de las especies previamente reconocidas. Por otro lado, en América
no hay suficiente investigacion al respecto (Heilmann-Clausen et al., 2017). En Norteamérica
la taxonomia de género Tricholoma no esta resuelta debido a que el estatus de especies descritas
en esta region es poco claro. Por lo mismo, la aplicacion de los nombres de taxa originalmente

descritos en Europa, asi como sus caracteristicas deben ser reevaluadas (Reschke et al., 2018).

Uno de los origenes de esta problematica, es que la identificacioén de especies dentro del género
mediante su morfologia es compleja y poco determinante. En este género, los especimenes
suelen tener caracteristicas morfoldgicas similares como el tamafio o la forma y a su vez,
amplias variaciones de color como en el caso de los tricolomas amarillos. Ademas de la
dificultad que presenta la morfologia, se suma la falta de estudios en algunas regiones; esto es
notorio sobre todo en Norteamérica debido a la ausencia de referencias para los micologos

dedicados a la taxonomia en esta region (Trudell et al., 2013).
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En el caso del complejo Tricholoma equestre s.1., hay dos posicionamientos encontrados. Por
un lado, hay investigadores que sostienen que se trata de una misma especie de amplia
distribucion, mientras que otros opinan que son al menos dos especies distintas muy similares
morfologicamente. Autores como Laubner y Mikuleviciené (2016) apoyan la idea de que se
trata de un conjunto de especies. Ellos plantean que estas especies se relacionan con diferentes
géneros de plantas, dependiendo de su origen geografico. Por otro lado, autores como Kalamees
(2001) y Moukha et al., (2013) sostienen que los taxa de Europa, Norteamérica y Asia,

representan a una sola especie con sus respectivas variedades.

Asi como sucede con los estudios taxonomicos, la toxicologia en torno a T. equestre s.l., aun
no es clara y esta repleta de contradicciones. En este campo, autores como Bedry et al., (2001)
y Nieminen et al., (2008) sostienen que el consumo del esporoma da lugar a dafios en las fibras
musculares, rifiones y corazon. Por el contrario, investigaciones realizadas por Klimaszyk y
Rzymski (2018) y Chodorowski et al., (2004), ponen en duda su toxicidad. En ambos casos, la
informacion tanto taxondmica como toxicologica es insuficiente para sacar conclusiones

robustas, especialmente en Norteamérica.

Debido a su importancia cultural, ecosistémica y su relevancia en la seguridad alimentaria, es
necesario fomentar el consumo seguro de los hongos silvestres. En México, los hongos
comestibles silvestres son un recurso alimenticio muy importante y un apoyo econdémico
durante la temporada de lluvias particularmente para las familias rurales. Ademads, son un
componente importante de la cultura mexicana (Ruan-Soto, Ordaz y Garibay-Orijel, 2014).
Aunado a esto, son un alimento con un gran potencial nutricional y medicinal, que puede
contribuir a la salud de la poblacion en general (Martinez et al., 2007). Las intoxicaciones
relacionadas con el consumo de hongos silvestres como T. equestre s.l., son un problema a
nivel mundial, que ademds genera desconfianza en los consumidores. Para conocer con certeza
cuales son las especies con potencial toxico, es necesario hacer investigacion sobre los hongos
silvestres. También se deben estudiar los conocimientos que tienen los hongueros sobre su

consumo y recoleccion.
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3. MARCO TEORICO
3.1 Nomenclatura
La historia nomenclatural de Tricholoma equestre s.I es compleja. El tipo del género
Tricholoma es T. flavovirens (Figura 2) y este nombre es considerado actualmente como un
sinonimo de T. equestre (Deng y Yao, 2005). Sin embargo, aun hay discusion al respecto.
Ambos, nombrados originalmente como A. equestris en 1753 por Linneo y A. flavovirens por
Persoon en 1793, fueron sancionados por Fries (1821, 1828), pero “equestris”, es el epiteto

especifico més antiguo y aceptado actualmente (Deng y Yao, 2005).

Sus sindonimos son: Agaricus equestris L., (1753), Agaricus aureus Schaeff. (1774), Amanita
punctata var. aurea (Schaeff) Lam. (1783), Agaricus flavovirens Pers. (1793), Agaricus
auratus Paulet (1793), Amanita equestris (L.) Roussel (1796), Agaricus flavovirens var.
vulgaris Alb. y Schwein. (1805), Agaricus flavovirens var. vulgaris Alb y Schwein. (1805),
Hypophyllum equestre (L.) Paulet (1808), Gymnopus flavovirens (Pers.) Zawadzki (1835),
Agaricus equestris var. pinastrei (Alb. y Schwein.) Rabenh. (1805), Tricholoma auratum

Gillet, (1874), Tricholoma equestre

@ Xxtif  var. pinastrei (Alb. y Schwein) P.Karst.
(1879), Gyrophila equestris (L.) Quél.
(1886), Gyrophila equestris var. aurata
Quél. (1886), Gyrophila aurata (Gillet)
Quél. (1888), Glutinaster equestris (L.)

Earle (1909), Tricholoma equestre var.
albipes Peck, (1912), Melanoleuca
equestris  (L.)  Murrill, (1914),
)JJ_@mﬁ Tricholoma flavovirens (Pers.) S.
Lundell, (1942), Tricholoma
flavovirens var. albipes (Peck) H.E.
Bigelow, (1979).

Figura 2. Tipo en dibujo de
Tricholoma flavovirens realizada por
Lundell en 1753 (Mycobank, 2024).
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3.2 Sistematica del complejo T. equestre s.l.

Las investigaciones mas antiguas en relacion a estos hongos, provienen de Europa. Dentro de
las primeras investigaciones en torno a la sistematica de estos hongos, Christensen y
Noordeloos, (1999) reconocen que existen dos variedades dentro de T. equestre s.I (Deng y
Yao, 2005). Estas variedades se diferencian tanto por caracteres morfolégicos como por su
asociacion con distintos hospederos: Tricholoma equestre var. polulinum es una de estas
variedades y se caracteriza porque su pileo no es viscido, es adpresamente escuamuloso, el
amarillo de sus laminas es muy intenso, sus basidiosporas son pequeias, de subgobosas a
elipsoides y se asocia con especies de los géneros Populus L. y Picea A. Dietr. en el Norte y
Este de Europa. Por otro lado, se encuentra Tricholoma equestre var. equestre el cual tiene una
superficie mas lisa y viscida, principalmente en los ejemplares mas jovenes. Sus basidiosporas
tienden a ser mas oblongas que T. equestre var. populinum y el color de sus laminas suele ser
mas palido. Finalmente, estos autores consideran a Tricholoma auratum como una variedad

morfoldgica T. equestre.

Kalamees (2001) también fue de los primeros autores en abordar el problema del grupo
Tricholoma equestre. La postura que este autor toma, se basa en caracteres macro y
micromorfologicos, asi como en los sitios de crecimiento de estos hongos en el Norte de
Europa. Con sus observaciones llego a la conclusion de que T. equestre se compone de dos
diferentes taxones. El primero se trata de hongos que crecen en suelos arenosos-secos y en
suelos rocosos en regiones boreales de bosques mixtos de pino. Este grupo forma sus micorrizas
especificamente con Pinus sylvestris L. Por otro lado, el segundo grupo se conforma por hongos
que crecen en suelos frescos, himedos y ricos en humus, asi como sobre suelos calcareos y
turberas. Estos hongos crecen en bosques caducifolios mixtos con predominancia de arboles
del género Picea y formando micorrizas con Betula pendula Ehrh., B. pubescens Ehrh., Populus
tremula L., Alnus incana (L.) Moench, A. glutinosa (L.) Gaertn, Quercus robur L. y Picea abies
(L.) H. Karst.

El mismo autor, agrupa a T. equestre sensu stricto con T. ulvinenii como dos especies dentro
del primer grupo, las cuales se diferencian por sus caracteres morfologicos como las
coloraciones mas palidas y verdosas para T. ulvinenii y el tamafio de las basidioesporas: T.
equestre s.s en un rango de (6.3-) 6.8-7.6 (-8.2) x (3.6-) 4.2-4.7 (-5.1) um, T. ulvinenii en un
rango de (6.1-) 6.2—6.8 (—6.9) x 4.3—4.8 (—4.9) um. Mientras que el segundo grupo, conformado
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por T. frondosae tiene un rango de tamafio de las basidiosporas de 4 .9-6.2 x 3.2-4.2 um. Del
mismo modo, menciona que la especie denominada como T. auratum, no puede distinguirse
morfoldgicamente de T. equestre y los engloba en el mismo taxon. Asimismo, soporta la idea
de que T. flavovirens es el sindnimo de T. equestre y por lo tanto también lo considera dentro

del mismo taxon.

Horton (2002) en un estudio filogenético del género Tricholoma, donde ademas de los
espaciadores transcritos internos (ITS) integr6 analisis de fragmentos de restriccion de longitud
polimorfica (RFLPs) encontr6 que existen tres tipos de ITS-RFPL observados en las secuencias
de T. flavovirens. Estos grupos también se observan representados en su arbol de maxima
verosimilitud, como tres linajes distintos con valores de soporte mayores al 90% (Figura 3). El
autor menciona que ademas de las diferencias en las secuencias utilizadas, el nombre de T.
flavovirens se llega a usar para nombrar a hongos norteamericanos de colores que tienden a ser
amarillo-limon y debido a las diferencias observadas en su estudio, Horton (2002) concluye

que se trata de un complejo de varias especies que debe ser investigado a mayor profundidad.

T. flavovirens AB036895 | Linaje I

T. flavovirens 6 trh545

T. flavovirens 7 th546

95 T. flavovirens 7 trh1000 Linaje II
T. flavovirens 6 trh894
T. flavovirens 7 trh1023
T. flavovirens 6 trh901

T. flavovirens AF349689

T. equestre AJ236081

92 | T. flavovirens 8 trh670 Linaje 11T
T. flavovirens 8 trh652

Figura 3. Seccion del arbol mas parsimonioso del género Tricholoma, basado en las

5 cambios

secuencias de ITS con valores de bootstrap del articulo de Horton (2002).

Aunque estudios como los anteriores plantean la existencia de varios grupos dentro de T.
equestre, hay posturas que sostienen que se trata de sinonimos y variedades de una sola especie.
Uno de los ejemplos después de Kalamees (2001) que no reconoce a T. flavovirens como una
especie distinta de T. equestre, son Deng y Yao (2005). Estos autores realizaron un estudio de
la nomenclatura del complejo, donde reconocen a T. equestre como el nombre correcto para la
especie y a T. flavovirens como un sinénimo. Postulan que esta especie mantiene una

distribucioén de Europa a Norteamérica, mientras que T. auratum es una variedad abundante en
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la costa Atlantica y en el sur de Europa, asi como en Japon (Kikuchi, Matsushita, y Suzuki,

2007).

Moukha et al. (2013) realizaron un estudio filogenético, hasta ahora el mas completo debido a
que incluye una mayor representatividad del complejo en el mundo, sobre todo porque incluyen
mas muestras de Norteamérica. Plantean que en torno a las especies que se han relacionado
con el complejo Tricholoma equestre s.I, existe una gran separacion entre los tricolomas de
laminas blancas y los que son de ldminas amarillas. En este clado de ldminas amarillas es en el
que se encuentra el complejo. Dentro de los de ldminas blancas, encontraron que dos grupos
hermanos de T. equestre son T. columbetta (Fr.) P. Kumm y T. joachimii Bon y A. Riva. El
primero de estos grupos hermanos es el mas cercano al complejo “equestre”. También
encontraron que T. equestre var pallidifolia debe tomarse como un sinénimo de T. joachimii y
que no esta relacionado con T. equestre. Estos autores, hallaron que las secuencias de T.
equestre, T. flavovirens y T. auratum se mezclan tanto en el arbol como en la clasificacion a
partir de la morfologia, de manera que no son diferenciables. Sin embargo, se definen tres
clados donde se encuentran secuencias provenientes de hongos que crecen en coniferas sobre
todo de procedencia europea. Por otro lado, mencionan que las secuencias norteamericanas se
agrupan en un clado con buenos valores de soporte, pero para los autores solo se trata de

variedades geograficas (Figura 4).
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100(1000) 3 T- portentosum Cal &
T. portentosum Ca2 g
100 {1000) T. columbetta Us &
T. columbetta Po @ |T' columbetta | yypiee
100(1000) T. equestre var. pallidifolia Fr EQFrWeéd gills
toadooe) { joachimii Fr JoFr & [TAjosEtImE
T. flavovirens Ja FlJa g
T. equestre var populinum Fr EqFrPop #p | C2
G T. equestre Po EqPo Clade
T. equestre Fr EqFr24pd & T. frondosae
T. frondosac Fr FrFr & (Eu.)
- T. flavovirens Us FlUs4 &
100(970) I T. flavovirens Ca FICa &
——T. equestre No EqNo
gokssoy- T. flavovirens Us FIUs2 &
75(52Ej,rrT. flavovirens Us FlUsl& (N. Am.) Yellow
T. flavovirens Us FIUs3& c1 gills
T. flavovirens Po FIPo2& Complex
T. auratum Fr AuFr2 & T. equestre
e T. flavovirens Po FlPo4 &

T. flavovirens Po FIPo3 & (Eu.)
T. flavovirens Po FIPol&

T. equestre Fr EqFri&

T. auratum Fr AuFrld

T. equestre Fr EqFr3 &

T. auratum Fr AuFr3 &

T. auratum Ja Aulad &

T. auratum Ja Aula3 & c3
1000) L T. auratum Ja Aulal & (Japan)
T. auratum Ja Aula2 &

0.05

Figura 4. Arbol de Maxima Verosimilitud del complejo Tricholoma equestre basado en las

secuencias de ITS con valores de bootstrap, tomado en el articulo de Moukha et al., (2013).
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Heilmann-Clausen et al. (2017) hicieron un estudio filogenético del género Tricholoma en
Europa y dentro de la seccion Tricholoma, analizaron el caso de Tricholoma equestre. Con el
analisis llegaron a la conclusion de que se trata de un complejo de especies pobremente resuelto
sobre todo por la falta de representacion de otros continentes ademas de Europa. Sin embargo,
encontraron dentro del clado T. equestre ejemplares de los dos tipos de T. frondosae y también
de T. ulvinenii que habian sido mencionados como especies nuevas por Kalamees (2001).
También secuencias de T. columbetta y T. umbonatum se encontraron dentro del clado T.

equestre en una posicion basal (Figura 5).

3 JUVII2ZSF “ulvinent” FI
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Figura 5. Seccion del arbol de Méaxima Verosimilitud del género Tricholoma, usando las
secuencias de ITS, donde aparece el complejo Tricholoma equestre, con valores de bootstrap,

tomado del articulo de Heilmann-Clausen et al. (2017).

Reschke et al., en 2018 generaron una filogenia del género Tricholoma con secuencias de
Europa, Asia y Norteamérica. En el arbol obtenido, dentro de la seccién Tricholoma se formo
un subclado bien soportado que incluia a T. columbetta, T. umbonatum y especies del complejo
T. equestre s.l. Dentro del mismo subclado se conformé un grupo con T. intermedium y cerca
apareci6 otro clado bien soportado, conformado por las especies con sabor amargo como T.
aestuans, dividiéndose en especies grises y amarillas. En este estudio, los especimenes de T.
equestre, se mezclan con ejemplares de T. flavovirens y T. auratum en relacion con diferencias
morfolégicas menores y variables en sus esporomas; sin embargo, sus secuencias se agrupan

en clados independientes.
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Se encontraron seis clados en total dentro del grupo T. equestre: 1) secuencias de T. auratum
de procedencia japonesa. 2) secuencias de T. equestre europeas. 3) secuencias de T. equestre
provenientes de Yunnan, China. 4) secuencias norteamericanas de T. flavovirens. 5) secuencias
bajo el nombre de T. frondosae tanto de Europa como Norteamérica 6) secuencias escandinavas
denominadas T. frondosae. Los autores concluyen que se debe considerar al complejo como un
grupo de especies sin resolver. Mencionan que se mantiene la discusion en torno a nuevas
especies descubiertas como T. frondosae y T. ulvinenii. Ademas, en el caso de T. auratum
agregan que no se sabe si es otra especie distinta de T. equestre. Plantean que tanto T. equestre
s.I como T. frondosae parecen ser complejos compuestos por varios linajes que representan
especies separadas. Finalmente, el linaje de T. equestre s.S. parece estar restringido a Pinus spp,

mientras los de T. frondosae s.l. se asocian con Populus spp y arboles de coniferas (Figura 6).
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Figura 6. Seccion del complejo T. equestre del arbol filogenético de Méaxima Verosimilitud e
Inferencia Bayesiana, basado en las secuencias ITS del género Tricholoma, con los valores de

probabilidad posterior y valores de soporte de bootstrap en las ramas (Reschke et al., 2018).

Asi mismo, el estudio filogenético mas reciente que se le ha hecho a la seccion Tricholoma y
que incluye al complejo, fue realizado por Cui et al. (2022) con ITS. Obtuvieron como resultado
de un andlisis filogenético que el complejo se divide en tres clados: El primero donde se
encuentran especies bajo el nombre de T. equestre. T. ulvinenii y dos tipos de T. frondosae que
se presentaron como clados independientes. El segundo clado que comprende a T. giaomianjun,
T. joachimii, T. flavovirens de Japon y T. flavovirens de E.U.A. Finalmente, el tercer clado se

compone de T. citrinum, T. joachimii de Noruega y T. aff equestre. De manera que, respalda la
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idea de que no se trata de una sola especie, sino que nos habla de un conjunto de al menos nueve

especies. Concluyen este estudio como en casos anteriores, diciendo que es un complejo

pobremente resuelto por la amplia variacion morfologica que no permite diferenciarlos, a su

vez debido a la amplia distribucidon ecologica de estos hongos, asi como por la falta de

secuencias de los ejemplares tipo de cada especie (Figura 7).
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Figura 7. Seccion de la filogenia donde se muestra al complejo T. equestre s.l. del arbol

filogenético de Méaxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana, basado en las secuencias ITS

de la seccion Tricholoma, con los valores de probabilidad posterior y valores de soporte de

bootstrap (Cui et al., 2022).

En la siguiente tabla (Tabla 1) se presenta un resumen de las posturas de diferentes autores

que han abordado la taxonomia del complejo Tricholoma equestre s.1.
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Autores

Christense
ny
Noordeloo
s, 1999

Kalamees,
2001

Horton,
2002

Deng y
Yao 2005

Moukha et
al., 2013

Heilmann-
Clausen et
al., 2017

Reschke et
al., 2018

Postura ante el
complejo

Existen dos variedades
de T. equestre:

1) T. equestre var.
equestre asociada a
Pinus y T. auratum es
una variedad
morfolégica
perteneciente a este
grupo

2) T. equestre var.
populinum asociada
con Populus y Picea

En el grupo
Tricholoma equestre se
distinguen dos taxa: 1)
T. equestrey T.
ulvinenii.

2)T. frondosae

Tricholoma equestre es
un complejo de
especies con al menos
tres linajes distintos.

T. flavovirens es
sinénimo de T.
equestre.

Los ejemplares de T.
equestre, T. flavovirens
y T. auratum en
Europa,

recolectadas bajo
coniferas deben ser
consideradas como la
misma especie.

Representa un
complejo de especies
pobremente resuelto,
donde se encuentran T.
equestre, T.
flavovirens, T.
frondosae y T.
ulvinenii

Es un complejo de
especies aun sin
resolver y con especies
nuevas sin describir, en
dénde pueden estar T.

Postura fuera
del complejo

T.frondosae
que crece bajo

arboles de hoja

ancha, asi
como
T.joachimii y

T. equestre var

pallidifolia,
son especies
distintas de T.
equestre

Procedencia
continental de
las muestras

Norte y centro de
Europa

Norte de Europa

Norteamérica

Europa, Asia y
Norteamérica

Norte y Sur de
Europa

Europa, Asia'y
Norteamérica
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Tipo de
estudio

Caracterizacid
n morfologica
y de los
hospederos

Caracterizacio
n macro y
micro
morfoldgica y
de los sitios de
crecimiento

Analisis
filogenético y
analisis con
RFLP

Estudio
nomenclatural

Analisis
filogenético

Analisis
filogenético

Estudio de
diversidad y
taxonomia de
los tricolomas
en China

Marcadores

ITS

ITS y COX1

ITS

ITS



Autores Postura ante el Postura fuera = Procedencia Tipo de Marcadores
complejo del complejo continental de estudio
las muestras

equestre, T.
flavovirens, T.
frondosae y T.

auratum.
Cuietal., | Esuncomplejo de - Europa, Asiay Estudio de ITS
2022 especies conformado Norteamérica diversidad y
por T.equestre, T. taxonomia de
ulvinenii, T. frondosae, los tricolomas
T. giaomianjun, T. en China
joachimii, T.

flavovirens, T.
citrinum, T. joachimii y
T. aff equestre.

Tabla 1. Sintesis de las diversas posturas en cuanto a la sistematica del complejo T. equestre
s.l (La tabla resume las posturas de todos los autores que han estudiado al complejo y sus
relaciones filogenéticas, de manera que se puedan contrastar entre ellas de manera mas

directa).

3.3 Descripcién morfolégica macro y microscopica

El pileo de estos hongos generalmente es ampliamente campanulado o convexo, con un margen
enrollado en especimenes jovenes, en los maduros suele ser liso y casi plano. El pileo llega a
medir de 3 a 15 cm de didmetro. Tiene un caracteristico color amarillo brillante a amarillo-
verdoso cuando son esporomas inmaduros y conforme pasa el tiempo adquieren tonos verde-
oliva a marrén o marron-rojizo. Lo anterior es debido a que el principal pigmento encontrado
en T. equestre s.l. es la flavomanina-6,6-dimetil éter (Rzymski y Klimaszyk, 2018: Pachon-
Pena et al., 2009).

En ocasiones el pileo tiene un umbo café, café¢-anaranjado, café-rojizo o parduzco. Los
esporomas jovenes suelen tener el sombrero pegajoso o glutinoso, mientras que los maduros
suelen ser secos. Sus laminas son marginadas, anchas y medianamente espaciadas. Tienen
bordes enteros y su esporada es blanca. Las laminas suelen tener un color amarillo sulfuroso y
brillante al principio, aunque en ocasiones son mas palidas, tomando una coloracion amarilla-
parda con un tinte verdoso conforme pasa el tiempo. El estipite mide de 3 a 10 cm, es cilindrico

y puede encontrarse ligeramente engrosado en la base. Tiene una coloracion amarilla a
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amarilla-verdosa. Su contexto suele ser blanco o de un amarillo palido cerca de la superficie
del sombrero y no cambia de coloracion al ser expuesta, al igual que en el estipite. Olor y sabor

suavemente farinaceo o imperceptible (Rzymski y Klimaszyk, 2018).

Los caracteres microscopicos son necesarios para la diferenciacion de ejemplares del género
Tricholoma de otros géneros. Sin embargo, dentro del género hay menos variabilidad en los
caracteres microscopicos que sea de ayuda para distinguir entre especies. Las basidiosporas son
lisas, hialinas e inamiloides, queilocistidios presentes solo en algunas especies y la cuticula del
pileo es radialmente fibrilosa. Para la distincion de las especies de este género, la subdivision
Tricholoma se basa en otros caracteres microscopicos como la presencia de fibulas, la anatomia
de la cuticula del pileo y la ubicacion de los pigmentos en las especies coloreadas (dentro o
fuera de las hifas) (Trudell et al.,2013). Especificamente en ¢l caso de la microscopia de T.
equestre s.1. se describe de la siguiente manera: basidiosporas elipticas de 5- 8.5 x 3- 6 um, de

pared delgada y hialinas. (Rzymski y Klimaszyk, 2018).

3.4 Ecologia

Los hongos pertenecientes a Tricholoma equestre s.l., tienen una distribucion mundial,
especialmente en el hemisferio Norte en climas tanto templados como subtropicales (Lechner
y Albertd, 2008; Tedersoo et al.,2010). Se encuentran desde Europa, Norteamérica, Asia
Central, hasta Japon. Se trata de un conjunto de especies que crecen en climas frios, que pueden
ir de los 12 a 23° C con temperaturas incluso mas bajas. Con frecuencia en bosques del Norte
ubicados a grandes altitudes, entre los 2000 y 4000 m s.n.m en Europa y Asia (Cui et al., 2022).
Los sustratos en los que crece pueden ser arena, suelos ricos en humus, calcareos y pantanosos.
Los basidiomas en Europa fructifican de septiembre a noviembre, especialmente a finales de

otono (Kalamees, 2001).

En los casos europeos, Tricholoma equestre s.I puede encontrarse en bosques mixtos de
coniferas, especialmente relacionado con el género Pinus. Sin embargo, también se puede
encontrar en simbiosis con Abies y Picea. Dentro de las bases de datos donde se encuentran las
secuencias de las micorrizas de T. equestre s.I, estan los registros de dos variedades
relacionadas con otros hospederos. Estos hongos se distinguen dentro de las especies de T.
equestre s.l porque presentan simbiosis con Populus sp y con Betula sp. Esto podria ser la razon
de las diferencias en el contenido de sustancias bioldgicas activas segun autores como

Muszynska et al. (2018).
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En el territorio mexicano, estos hongos fructifican de julio a octubre, en bosques mixtos de
Pinus, Abies y Quercus. Por lo general, los reportes de sus recolectas se dan a altitudes de los
1200 a los 3000 m s.n.m. Se han reportado en los Estados de Sonora, Jalisco, Tlaxcala, Hidalgo,
Puebla, Estado de México, Ciudad de México, Veracruz, Oaxaca y Chiapas. En relacion con la
morfologia de sus micorrizas, en un estudio realizado por Baeza et al. (2017), se realiz6 una
caracterizacion morfologica y genética de los hongos ectomicorrizicos asociados a bosques de
Pinus hartwegii en el Parque Nacional Cofre Perote, Veracruz. En sus resultados reportan que
el morfotipo de la micorriza de T. equestre s.l. se caracteriza porque las raices se ramifican
dicotdmicamente en ramas de la misma longitud con abundante micelio externo blanco con
rizomorfos también blancos. En este tipo de micorriza, las terminaciones no ramificadas tienen
forma recta y son de color café amarillento. EI manto presente es denso, blanquecino y cubre
casi en su totalidad la raiz. Las puntas son cilindricas, no infladas, que van de color café claro
a amarillento. La superficie del manto la describen como laxa, algodonosa con abundantes hifas

remanentes delgadas, blancas, cuando més maduras aparecen algunas hifas color amarillo

(Figura 8).

Figura 8. Micorriza de Tricholoma equestre con tomada de Baeza et al. (2017)
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3.5 Tricholoma equestre s.l. y los metales pesados

La rabdomiolisis es un padecimiento al que se ha relacionado el consumo de Tricholoma
equestre s.I. Este, consta de la destruccion de las fibras musculares hasta nefrotoxicidad aguda,
que puede ser ocasionado por un trauma, deficiencias en el metabolismo, inflamacién o
intoxicaciones. Esta tltima causa se puede deber a toxinas de organismos o incluso a metales
pesados. Debido al potencial riesgo que implican los metales pesados, es peligroso que estos
se encuentren en el ambiente a altas concentraciones (Siri¢ y Falandysz, 2020; Laubner y

Mikulevicieng, 2016).

En el contexto anterior, la contaminacion ambiental es uno de los grandes problemas en los
paises industrializados. Algunas actividades antropogénicas que han ido en constante aumento
en las ultimas décadas, como la produccion y uso de combustibles fosiles, la produccion de
cemento, la produccion de metales no ferrosos y su uso generalizado en la industria han dado
lugar a la contaminacién de suelos con metales pesados como el mercurio. Esto es un problema
para los ecosistemas, pues los hongos silvestres pueden bioacumular metales pesados. Incluso,
pueden fungir como un vector de transmisién de dichos metales hacia los animales que los

consumen, entre ellos los humanos (Siri¢ y Falandysz, 2020).

La concentracion de dichos contaminantes en el sustrato, asi como el tipo de suelo, el tipo de
vegetacion, la fisiologia de las especies, el area de colecta, la distancia con las fuentes
contaminantes y otros factores biologicos, influyen en la cantidad de metales absorbidos por el
organismo y su acumulacion en el esporoma (Siri¢ y Falandysz, 2020). Uno de los metales
pesados mas conocidos es el plomo (Pb), cuyo uso generalizado en muchos procesos
industriales ha generado un gran impacto en la salud humana. También se ha encontrado en
varios estudios que las concentraciones de mercurio en el género Tricholoma varian entre 0.5
y 1 mg kg-1 (Demirbas, 2001; Melgar et al., 2009; Mackiewicz y Falandysz, 2012; Brzezicha-
Cirocka et al., 2016; Siri¢c et al., 2017).

Partiendo de lo anterior Dospatliev et al. (2018) realizaron un estudio para saber la relacion
entre el pH, humus y contenido total de este metal en especies de hongos silvestres considerados
comestibles como Tricholoma equestre s.l. Encontraron que, en esta especie, la concentracion
de Pb variaba de 0.13 a 1.40 mg kg-1 y que su concentracion disminuye conforme la cantidad
de humus aumenta en los suelos. En un estudio mas reciente realizado en Polonia por Siri¢c y

Falandysz (2020), encontraron que la concentracion de Pb en T. equestre s.l. es de 0.71 + 0.34

27



mg/kg. En ambos trabajos, al menos en las regiones estudiadas, estan por debajo de los rangos

que se consideran de riesgo segun la Comision de Regulacion de la Unidon Europea.

Rzymski y Klimaszyk (2018) sefialan que de acuerdo a las cantidades de metales pesados que
puede tener el hongo, el equivalente a una comida con el esporoma (300 g de peso fresco), no
alcanzaria para dar lugar a una intoxicacion por estos metales. Incluso, el umbral no se superaria
con el consumo de las mismas cantidades del hongo por siete dias. También afiaden que hasta
el momento ningun estudio sobre la contaminacion de T. equestre s.l. ha adquirido las
herramientas moleculares necesarias para identificar filogenéticamente los especimenes de
hongos investigados. Aunado a esto, con el fin de evaluar el riesgo a la salud asociado al
consumo de hongos con metales pesados, Dospatliev et al., (2019) le realizaron otro analisis a

Tricholoma equestre s.l.

Los autores, evaluaron los valores de plomo, cadmio, niquel, cromo, manganeso, cobalto, cobre
y zinc, contenidos en sus esporomas. A partir de esto, sacaron el indice de Riesgo de Salud
(HRI por sus siglas en inglés: Healt Risk Index) para diferentes grupos de edad de humanos.
Resulté que los valores de metales pesados contenidos en los hongos, estaban en los limites
seguros para menores y adultos (HRI<1), con lo que concluyeron que las personas podrian no

tener un riesgo significativo a la salud al consumir este hongo en esa zona de estudio.

3.6 Estudios sobre su quimica

Robaszkiewicz et al. (2010) estudiaron a varios hongos comestibles para conocer sus
propiedades antioxidantes relacionadas con su contenido de fenoles y carotenoides, entre ellos,
analizaron ejemplares identificados como T. equestre. Encontraron que habia una diferencia en
la cantidad de estas sustancias almacenadas en el pileo y el estipite del hongo. También
encontraron diferencias entre la cantidad de fenoles y carotenoides recopilada, dependiendo de
si usaron metanol o agua para los extractos. Por ejemplo, la concentracion total de fenoles fue
mayor en los extractos acuosos de la mayoria de las especies analizadas en comparacioén con
los extractos metanolicos y en todos los casos la mayor concentracion de estos compuestos se

encontrd en el pileo de los hongos.
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Fenolicos totales pg de
equivalentes de acido

galico/mg

de hongo seco

Flavonoides pg de
equivalentes de
quercetina/mg de
champifon seco

p-caroteno (png/g de
champifiones secos)

Seccion del esporoma | Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
metanodlico | acuoso metanolico | acuoso metanolico | acuoso
Pileo 1.85+0.69 | 4.71=1.12 | 1.65=0.19 | 1.44+0.03 | 18.649 + 1.905 £
0.024 0.268
Estipite 0.66+0.30 | 4.00=£0.50 | 0.65+0.17 | 0.99£0.03 | 4.753 = 0439+
0.271 0.013

Tabla 2. Compuestos fenolicos, flavonoides y B-carotenos contenidos en los esporomas de T.

equestre s.I (Robaszkiewicz et al., 2010)

Unos afios después, Qiu et al. (2014) realizaron un estudio donde hicieron dos tipos de
extracciones a hongos frescos identificados como Tricholoma flavovirens, la primera con etanol
y la segunda con acetona. Los extractos resultantes fueron combinados y concentrados para
después hacer particiones en hexano y después agua. La siguiente particion se realizd en agua

y después en acetato de etilo. Finalmente, se realizé una con agua y después con butanol y agua.

A los productos de dichas extracciones, se les realizaron cromatografias a la parte soluble en
hexano de donde se purificaron dos compuestos. El primer compuesto fue un aceite amarillo
de formula C12H15NO, definido después como la conexidn entre 2-metilidol y etoximetilo.
Por otro lado, el segundo compuesto purificado fue identificado como 4-metoximetil-2-
metilindol, el que también ha sido aislado de esporomas de hongos como Tricholoma sciodes
y T.virgatum. Estos dos compuestos fueron probados en bioensayos con hipocotilos de lechuga

y ambos presentaron una inhibicion en el crecimiento vegetal (Qiu et al., 2014).

3.7 Actividad biologica de los esporomas de T. equestre s.1.

3.7.1 Rabdomiolisis

La rabdomiolisis consiste en la descomposicion de las fibras musculares y la liberacion de
mioglobina en el torrente sanguineo, lo cual puede ocasionar un dafio renal severo. En general
se da una lesion mecanica o toxica de los musculos y se liberan grandes cantidades de
mioglobina, uniéndose a la globulina plasmatica. Cuando la capacidad vinculante de la proteina

plasmatica se excede, se filtra por los glomérulos y llega a los tubulos del rifion. Puede causar
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nefrotoxicidad directa, obstruccion tubular, vasoconstriccion y lesion renal aguda (Laubner y

Mikuleviciené, 2016).

En los reportes clinicos de rabdomidlisis originada por un micetismo con los hongos
identificados como Tricholoma equestre s.I. se presentan diversos sintomas. Los mas
recurrentes son: fatiga y debilidad muscular acompafiadas de mialgia, principalmente en la
parte superior de las piernas. Esta debilidad, frecuentemente empeora a los tres o cuatro dias,
conduciendo a rigidez de las piernas y la produccion de orina oscura. Los sintomas estan
acompafiados de eritema facial, ndusea ligera sin vomito y transpiracion profusa en la mayoria
de los casos. Los andlisis clinicos muestran un aumento de creatinfosfoquinasa sérica (CPK) y

de transaminasas de origen no hepatico (Karlson-Stiber y Persson 2003).

Algunos pacientes en estado grave, comienzan a presentar signos de afeccion renal. En los
casos mas severos los niveles de CPK son muy elevados, con fiebre alta y persistente, se
presenta dificultad respiratoria (disnea), y signos de insuficiencia cardiaca. Lo anterior puede
desembocar en la muerte por importantes trastornos del ritmo cardiaco si no se tratan los
sintomas iniciales (Karlson-Stiber y Persson, 2003; Nieminen et al., 2008). Es recomendable
la hospitalizacion, en especial si se presenta disnea, o signos de afectacion cardiaca o de

insuficiencia renal graves (Lechner y Alberto, 2008).

Se ha observado que para tener los sintomas propios de esta intoxicacion es necesario ingerir
T. equestre s.l. en forma repetitiva en varias comidas (Chodorowsky et al., 2003; Nieminen et
al., 2005). Se requiere la ingesta de una importante cantidad de hongos o de haberlos consumido
con anterioridad. En este contexto, el consumo aislado de T. equestre s.| podria no causar
efectos en el individuo, salvo que fuese especialmente sensible (Chodorowsky et al., 2003;
Nieminen et al., 2008). Dado que se desconocen las toxinas responsables, no hay un tratamiento
especifico para esta intoxicacion. El tratamiento debe emprenderse lo antes posible, es

sintomatico y de soporte (Lechner y Albertd, 2008).
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3.7.2 Intoxicaciones en el mundo provocadas por el consumo de T. equestre s.l.

En varias partes del mundo se han reportado intoxicaciones relacionadas con T. equestre s.1,
principalmente en Europa. Bedry et al. (2001) aluden a los casos en Francia, de siete mujeres
entre los 22 y 60 afios, junto con cinco hombres de entre 24 y 61 afios. Entre 1992 y 2000, los
anteriores fueron reportados como casos severos de rabdomiolisis, una semana después de
haber consumido T. equestre s.l. Hasta 2008, se registraron cerca de 12 casos en Francia con
sintomas de intoxicacion asociados con la ingesta de este hongo, provocando como

consecuencia rabdomiolisis (Lechner y Albertd, 2008).

En el caso de Lituania se han reportado intoxicaciones con T. equestre s.I desde 1992 hasta
2001. La toxicidad e identidad de este hongo sigue siendo imprecisa en los reportes, pero se
sabe que la intoxicacion se manifiesta también via rabdomiolisis. Uno de los casos es de un
hombre de 56 afios que fue hospitalizado por consumir ejemplares hervidos de T. equestre s.I.
3 veces al dia por 6 dias. Tres personas mas en su familia consumieron una cantidad menor del
mismo hongo, pero no presentaron sintomas. Después de 14 dias con tratamientos se le dio de

alta sin ninguna secuela (Laubner y Mikulevicien¢, 2016).

Otro hombre en Lituania de 73 afios, fue hospitalizado después de consumir una cantidad
estandar de T. equestre s.l. como plato principal durante un mes, entre una y dos veces al dia.
Aunque su esposa ¢ hija también consumieron el hongo, no fueron hospitalizadas. Ellas no
presentaron sintomas y consumieron una cantidad menor al paciente, el cual se mantuvo 10
dias en hospitalizacion con tratamiento. Otro ejemplo con un consumo de grandes cantidades
de T. equestre s.I. que desembocaron en micetismo, es el de una madre y su hijo que
consumieron de 100 a 300g de este hongo silvestre durante nueve comidas consecutivas. A las
48 horas presentaron los sintomas que acompafian a la rabdomiolisis, ambos fueron dados de
alta después de 23 dias de hospitalizacion (Laubner y Mikuleviciene, 2016; Chodorowsky et
al., 2002).

Otro caso en el mismo pais, es el de una mujer de 55 anos que fue hospitalizada durante 11
dias, después de comer T. equestre s.l. cada dia por una semana. De la misma manera, una
mujer de 44 afios fue hospitalizada después de consumir porciones estandar de T. equestre s.1.
3 veces al dia durante 3 dias como plato principal. La mujer se reportd como alcohélica (tuvo
una ingesta de esta sustancia anterior al envenenamiento) y su hospitalizaciéon se complico

muriendo el sexto dia de un ataque al corazén (Laubner y Mikuleviciené, 2016).

31



Se desconoce la relacion entre el tiempo de recoleccion, el lugar y la toxicidad de T. equestre
s.l. En estos reportes, no se descarta que la rabdomiolisis también pueda ser una consecuencia
del consumo de grandes cantidades de otros hongos comestibles, como Boletus o Leccinum.
Sin embargo, los pacientes no mencionaron haber consumido ningin otro hongo. La mayoria
de las intoxicaciones europeas se han identificado por una retrasada e inespecifica descripcion
de los sintomas clinicos y solo se ha explicado por el consumo en grandes cantidades de este
hongo. Por esta razén, aiin no queda esclarecido el origen de la respuesta en los pacientes
atendidos. En todos los casos, la intoxicacion se presentod después de que se hiciera un consumo
prolongado de grandes cantidades (més de 500—1000 g). Las heridas en el miocardio ocurrieron
si habia factores adicionales como la influenza o presencia de algin otro virus (Laubner y

Mikulevicieng, 2016).

Las intoxicaciones relacionadas a T. equestre s.l. reportadas a nivel mundial provienen de
Europa. A los anteriores casos se les suman 21 reportes de micetismos con Tricholoma equestre
s.l. en Polonia. Sin embargo, en Asia y en Norteamérica hasta el 2020 no se han reportado

intoxicaciones relacionadas al consumo de este hongo (Nieminen, y Mustonen, 2020).

3.7.3 Estudios toxicoldgicos

El primer estudio toxicologico que relaciona a Tricholoma equestre s.l. con intoxicaciones
severas fue el de Bedry et al., (2001). En este trabajo se realizaron pruebas toxicologicas con
ratones. Los roedores fueron alimentados con 4 a 6 g del esporoma de T. flavovirens, porcion
que fue dividida para ser consumida durante tres dias. Basaron sus conclusiones en lecturas que
realizaron a muestras de sangre de los roedores, donde midieron los niveles de proteinas
plasmaticas relacionadas con la toxicidad. En estas lecturas, se observo un incremento en la
mayoria de las proteinas y aminoacidos, como alanina (ALA) y aspartato (AST), sobre todo en
creatina quinasa (CK) cuyo aumento en sangre, se relaciona con la rabdomiolisis. Ademas, se
observo la desintegracion de fibras musculares en muestras tomadas de los ratones que
consumieron el esporoma, aunado a la reduccion de su actividad motora. A partir de este
estudio, varios paises de Europa como Espafia y Francia comenzaron a considerarlo como
venenoso, mientras que en otras regiones como en Norteamérica y en algunos paises de Asia

se sigue consumiendo.
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Nieminen et al. (2005) realizaron el primer estudio con seres humanos con cuatro voluntarios
sanos a quienes se les dio una sola porcion de 150g de hongos secos por cada kg de peso del
voluntario. Lo anterior era equivalente a 100g de hongo fresco consumido por un adulto de 70
kg. Los esporomas para este experimento fueron recolectados en Finlandia en bosques mixtos
de Picea y bosques deciduos, en locaciones lejanas al trafico de vehiculos y actividades
industriales. Las concentraciones de proteinas en sangre como la CK y la ALA, entre otras,
fueron monitoreadas a los tres y siete dias después del consumo. Finalmente, en este estudio no
encontraron evidencia de un cambio significativo en comparacion con los niveles basales de

estas proteinas en sangre.

En ese mismo afo, Chodorowski et al. realizaron otro estudio mas extenso con seres humanos.
Ellos monitorearon los parametros bioquimicos de 56 voluntarios (30 mujeres y 26 hombres)
en una edad de entre 18 a 76 afios. Estas personas consumieron el hongo en una tinica comida
de 70 a 150g de peso fresco (n=43) o como una comida de 4 dias consecutivos con un total de
300 a 1200 g del hongo fresco. En este caso también se observd que no habia un aumento
significativo de los niveles de proteinas en sangre de los 3 a 6 dias después de la ingestion de

los hongos, que pudieran indicar que pasaban por rabdomidlisis.

Uno de los estudios que apoyan la idea del potencial toxico de T. equestre s.l., fue realizado
por Nieminen et al. (2008), quienes realizaron pruebas alimentando a ratones con 12 g de
esporomas por 4 semanas. Los hongos fueron recolectados en bosques mixtos de Picea, en una
isla de Finlandia, con el fin de que no fueran esporomas contaminados con metales pesados,
producto de actividades humanas. Sus resultados indican que los efectos de los esporomas sobre
los ratones fueron mas leves en comparacion con los reportados por Bedry et al. (2001); hubo
una menor actividad de la CK, variacion que explica el autor, a partir de las diferencias

geograficas.

Aunque el efecto toxico fue menor, se logré identificar un dafio en mas sistemas de tipo
hepatotéxico y cardiotoxico. Dichos efectos, ya han sido reportados con anterioridad como
consecuencia del consumo de otros hongos como Russula subnigricans. Hubo una relativa
menor actividad de las CK y también no se observo una desintegracion del tejido muestreado
de los ratones. Por lo anterior se llegd a la conclusion de que los efectos causados por T.
flavovirens pueden ser aditivos después de su consumo prolongado y que la miotoxicidad puede

ser moderada dependiendo de la cantidad consumida (Nieminen et al., 2008).
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Rzymski y Klimaszyk (2018) mencionan que en los experimentos realizados por Bedry et al.,
(2001) y Nieminen et al., (2005 y 2008), obtuvieron resultados variados en cuanto a la toxicidad
de T. equestre s.l. De manera que estos resultados se deben discutir, ya que la parte taxondmica
del hongo en ambos estudios no esta bien resuelta. Por ejemplo, estudios moleculares al
suroeste de Francia revelaron que algunos especimenes franceses considerados T. equestre, en
realidad pertenecen al clado de T. frondosae, con el cual comparte caracteristicas morfologicas
que los hacen muy dificiles de identificar (Nieminen et al., 2008). En contraste, las
intoxicaciones reportadas por el mismo autor en 2001 referidas a T. equestre, en realidad
podrian deberse a un consumo excesivo de T. auratum, debido a que es la especie del complejo
T. equestre mas representada en los bosques de pino en el suroeste de Francia de donde se

recolectaron los hongos (Bedry y Gromb, 2009; Moukha, et al., 2013).

Otros experimentos, como el de Muszynska et al. (2018), también involucraron la
administraciéon de un extracto de T. equestre a ratones. Con sus estudios, se corrobord la
toxicidad asociada a este hongo mediante la manifestacion de un incremento de los marcadores
bioquimicos de toxicidad en la sangre de los roedores: creatina cinasa plasmatica (CK),
bilirrubina, alanina aminotransferasa (ALA AT), o aspartato aminotransferasa (AST). Ademas,
los animales mostraron sintomas como diarrea, una reduccion en la actividad motora y
desintegracion de las fibras musculares, al igual que en el experimento de Bedry et al. (2001).
Sin embargo, no fue posible identificar una toxina miolitica especifica, responsable de la
rabdomiolisis. Lo que también hizo imposible la identificacion de su mecanismo de accion.
Resultd que esta especie ademas de la actividad miolitica, exhibe un fuerte efecto cardiotoxico
y hepatotoxico como consecuencia la rabdomiolisis. El mismo resultado fue reportado por
Nieminen et al. (2008), pero no es una confirmacion absoluta de que T. equestre s.l. sea el

causante de tales consecuencias.

Sin una filogenia disponible del clado Tricholoma equestre incluida en los estudios
toxicologicos, no se puede descartar que los esporomas que se utilizaron en estos estudios sean
representantes de grupos diferentes al complejo T. equestre s.l. (Rzymski y Klimaszyk, 2018),
pero en general los estudios indican que no es recomendable su consumo debido a la identidad

taxondmica no resuelta y al potencial toxico de las especies de este grupo de hongos.
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3.7.4 El modelo de Artemia salina para probar el potencial toxico de los hongos

Artemia salina ha sido la especie mas estudiada dentro del género Artemia, representando mas
del 90% de los estudios en los que se utilizan a estos crustaceos como modelo experimental
(Nguta et al., 2011). Dentro de los bioensayos, las evaluaciones toxicologicas preclinicas
generalmente se hacen con ratones, pero tienen elevados costos y esta implicado el sufrimiento
de dichos animales (Fernandez-Calienes et al., 2009). La evaluacion de la letalidad de la
artemia, como prueba toxicoldgica fue propuesta por Michel et al., Vanhaecke et al., y Sleet y
Brendel, donde se evalua la mortalidad en los nauplios de dicha especie. El ensayo de letalidad
se basa en la posibilidad de causar la muerte de larvas cultivadas en laboratorio. Se determina
el valor de la Concentracion Letal media (CL50) de compuestos y extractos en medio salino

(Carballo et al., 2002).

La técnica anterior ha sido utilizada para la deteccion de micotoxinas, toxinas de cianobacterias,
extractos de plantas, metales pesados y citotoxicidad de compuestos puros (Fernandez-Calienes
et al., 2009). Este modelo animal, ha sido implementado para dichas pruebas, debido a que es
un organismo que tiene un ciclo de vida corto. Asi mismo, tiene una gran adaptabilidad a
diversas condiciones ambientales, asi como a diversas fuentes nutricionales. Posee baja
variabilidad genética, sus quistes son faciles de conseguir y tienen un bajo costo en
comparacion al mantenimiento de otros organismos modelo (Harwig y Scott, 1971; Meyer et

al., 1982)

Un punto importante a considerar en este modelo es que, mediante analisis estadisticos de
experimentos de toxicidad, han encontrado una correlacion positiva entre la reaccion en los
modelos de Artemia salina, Daphnia magna y los modelos murinos ante distintos compuestos
quimicos de naturaleza toxica. Estos resultados indican que son buenos modelos para poner a
prueba la toxicidad celular (Favilla et al., 2006). Sin embargo, a pesar de ser un buen modelo
para citotoxicidad, no es funcional para probar compuestos que requieren activacion
metabodlica, ya que carecen de la enzima citocromo P-450 necesaria para este proceso

metabolico (Favilla etal., 2006; Solis et al., 1993; Parra et al., 2001 y Guilhermino et al., 2000).
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3.8 Actividad bioldgica positiva de los esporomas y contraargumentos para considerar a
T. equestre s.I. como un hongo toxico

3.8.1 Actividad anticancerigena

A pesar de las intoxicaciones relacionadas con T. equestre s.l., se han realizado estudios que
reportan efectos positivos de los componentes del esporoma. Uno de ellos es que tiene
actividad anticancerigena ante las células colon-rectales (CaCo-2), presentada por el pigmento
flavomanina-6,6'-dimetil éter. Este compuesto tiene una accion inhibitoria del adenocarcinoma
humano de células CaCo-2. Estos resultados se obtuvieron a partir de que se aplico una cantidad
de flavomanina-6,6-dimetil éter extraida de esporomas de T. equestre s.l. previamente
cocinado, a un cultivo celular canceroso por 24 y 48 horas (Muszynska et al., 2018; Pachon-
Pefia et al., 2009). En este experimento se obtuvo un porcentaje de inhibicion del 50 y 80%
dependiendo de la concentracion de la sustancia, que iba deteniendo el ciclo celular de las
células cancerosas. A la concentracion CI50 de flavomanina-6,6-dimetil éter se le relacionaba
con el aumento y, por lo tanto, la regulacion de la produccion en un tipo de proteina inhibidora
de las fases GO/G1 del ciclo celular. La proteina fue identificada como p27, la cual pertenece a
un grupo de quinasas dependientes de ciclina. Por lo anterior, se concluyd que este pigmento
puede actuar como un supresor tumoral, sin dafios reportados al DNA de los dos tipos celulares
(Pachon-Pena et al., 2009). Retomado esto ultimo, es necesario considerar que los compuestos
biologicos que contiene un organismo no funcionan de la misma manera en sinergia que con
sustancias aisladas. Por esta razon, estos reportes en si mismos no son una prueba de que el

esporoma se pueda consumir (Muszynska et al., 2018; Pachon-Pena et al., 2009).

3.8.2 Propiedades nutricionales del esporoma

Los hongos comestibles han sido reconocidos como alimentos beneficiosos para la salud, ya
que son una excelente fuente de proteinas y otras sustancias necesarias para una correcta
alimentacion. También se identifican como un suplemento alimenticio para personas
interesadas en una restriccion de calorias, ya que tienen bajos indices de grasas, colesterol y
carbohidratos, asi como altas concentraciones de fibra (Robaszkiewicz et al., 2010).
Especificamente, con relacion a las propiedades de las especies del complejo, se realizd un
estudio en 2018 sobre la accion bioldgica de la ingesta de T. equestre s.| por Muszynska, Kala
y Sulkowska. Estos autores, reportaron que el consumo del hongo en pequefias cantidades da
un aporte de nutrientes, particularmente bioelementos, acidos grasos, y esteroles necesarios

para el metabolismo celular. Sin embargo, obtuvieron como resultado de su ingesta prolongada
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por ratones, el desarrollo de rabdomidlisis, tal como reporté Bedry et al. (2001) y Nieminen et

al. (2008).

Se refiere en los trabajos de Florczak et al. (2004) y Jedidi et al. (2017) que en los valores
nutricionales de T. equestre s.1., los carbohidratos representan el macronutriente mas abundante
con cerca de 35-60g/ 100g de su peso seco. Este grupo de hongos contiene niveles detectables
de glucosa (0.9 g/100 g) y un contenido relativamente alto de poliol manitol (8 g/100 g de peso
seco). Al igual que otros hongos, es una fuente relativamente rica en proteinas (14-18 g/100 g
de peso seco), con la albumina como la fraccion prevalente. También hacen alusion a que
“como otras especies de hongos, T. equestre tiene un bajo contenido de lipidos, con un rango

de2a7g/100 gen el peso seco”.

Este tipo de hongos contiene una alta cantidad de grasas saturadas (como acido palmitico,
estedrico y pentadecanoico siendo la mayor fraccion), también acidos grasos (particularmente
oléico) y acidos grasos poliinsaturados (particularmente linoléico, y acidos araquidonicos vy -
linoléico). Seglin los mismos autores, citando a Ribeiro et al. (2009), “la cantidad de energia
que contiene es de 1522 kJ/100 g peso seco, mientras que el contenido de vitamina B1 (tiamina)
y B2 (riboflavina) se encuentra entre 0.40 y 0.85 mg/100 g y 0.50 a 0.85 mg/100 g. El contenido
de ergosterol (2.2 mg/100 g dw), un precursor de la vitamina D2, es menor en T. equestre en

comparacion a otros hongos comestibles (Jedidi et al., 2017).

Tricholoma equestre es rico en sodio (2900 mg/kg) y excede el rango de 100 a 400 mg/kg,
usualmente observado en especies de hongos silvestres, lo cual, se puede vincular con el hecho
de que crece en suelos con alta salinidad (Kala¢, 2009). Lo expuesto anteriormente, se pudo
identificar en esporomas recolectados en Peninsula Hel en Polonia (Mackiewicz et al., 20006).
Por otro lado, el contenido medio de Ca, Mg, Cu y Mn en T. equestre s.l. se encuentra dentro
de los rangos habituales de minerales en las especies de hongos silvestres y su contenido de K,

Fe, y Zn es alto, seglin lo informado por Kalac (2009).

Por lo regular, los hongos contienen compuestos como los beta-glucanos en su pared celular,
que fortalecen el sistema inmune del organismo que los consume (Muszynska et al., 2009). A
su vez, tienen en abundancia polifenoles y carotenoides, los cuales se sabe que tienen un
importante efecto antioxidante en los sistemas biologicos. Los polifenoles han sido

identificados como compuestos que ademas de interferir en la progresion del cancer, también
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pueden actuar como antiinflamatorios y factores protectores de la salud cerebral y del corazon.
Por su lado, los carotenoides rompen la cadena de peroxidacion lipidica ya que son extintores
del oxigeno singlete y se sabe que reducen el riesgo de diversos cadnceres como el de prostata,

canceres digestivos, entre otros (Robaszkiewicz et al., 2010).

Algo muy caracteristico de T. equestre s.l. en comparacion con otros hongos, es que puede ser
una mayor fuente en beta carotenos, lo que se denota por su coloracion, especialmente intensa
en el pileo (Robaszkiewicz et al., 2010). Se ha reportado que los esporomas de T. equestre s.1.
contienen también los neuromoduladores triptamina (2.0 mg/100 g peso seco) y serotonina
(0.18 mg/ 100 g) (Muszynska et al., 2009). A su vez, se demostr6 la presencia del triptofano
(precursor de la serotonina) a 2 mg/100 g de peso seco; no obstante, Muszynska et al., (2009)
mencionan que debido a la toxicidad que puede presentar este aminoacido, T. equestre s.l. no

puede considerarse seguro para el consumo humano.

3.8.3 Defensa de la comestibilidad de T. equestre s.I.

Autores como Klimaszyk y Rzymski (2018) plantean que “... ni un solo caso reportado de
intoxicacion proporciona evidencia inequivoca de que Tricholoma equestre fue un agente
causal”. La identidad taxonomica no resuelta de las especies utilizadas para los estudios
toxicoldgicos, es el principal obstaculo para resolver este problema. Si no esta clara la identidad
del hongo, no se pueden sacar conclusiones robustas acerca de su comestibilidad. En principio,
los autores polacos plantean que los primeros casos de intoxicacion relacionados con este hongo
silvestre, fueron documentados hace mas de 15 afios y no tienen una identificacion clara de los

€sporomas.

Ademas, el consumo de T. equestre s.I. como principal sospechoso de las intoxicaciones, se
evidencié en muchos casos unicamente por informacion proveniente de los pacientes, sin una
identificacion mediante basidiosporas o estudios moleculares de los esporomas. En estos casos,
no se puede desechar la idea de que se consumieron especies similares del género Tricholoma
o incluso, otro tipo de hongo no relacionado con el género. Otro punto importante, es que las
dosis a las que fueron expuestos los roedores en los estudios toxicologicos, son demasiado altas

como para ser consumidas por un humano promedio (Klimaszyk y Rzymski, 2018).

Con base en los argumentos anteriores, Klimaszyk y Rzymski (2018), realizaron una serie de

encuestas a recolectores de Polonia para recopilar las experiencias con el consumo del
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“caballero amarillo”, debido a que en su pais aun se sigue apreciando a este hongo como un
buen comestible y no ha sido prohibido su consumo. Se encuesté a un total de 1545 recolectores
de hongos, de los cuales 889 lo recolectan y consumen. De estas personas, 225 admitieron
haberlo consumido al menos mas de una vez en su vida por mas de tres dias consecutivos, sin
efectos adversos en su salud. Asimismo, realizaron estudios toxicologicos en voluntarios
polacos sanos, para medir sus niveles de ceratin quinasa y otras proteinas en sangre después del
consumo de T. equestre. Para esto, recolectaron esporomas en bosques que no estuvieran cerca
de zonas industriales o mineras y mediante analisis moleculares de ITS se corrobor6 su
identidad como T. equestre. Estos esporomas se dieron fritos a un total de cinco mujeres y cinco
hombres, en una unica comida donde se consumieron 300 g por persona. No se observaron
anomalias en ningun parametro hematologico o bioquimico en los participantes y en general
no se encontrd evidencia de la toxicidad de T. equestre s.1. Sin embargo, los autores mencionan
que no se descarta la posibilidad de que el consumir el esporoma en cantidades irracionales sea

dafiino para la salud.

De hecho, los problemas gastrointestinales son sintomas comunes reportados como
intoxicaciones cuando se trata de especies de hongos comestibles. Estos pueden ser causados,
por ejemplo, por un alto contenido de moco o trehalosa, o procesamiento incorrecto de los
hongos después de su recoleccion. Habitualmente, las intoxicaciones relacionadas con especies
de hongos clasificadas como comestibles tienen varios temas complejos para discutir. Entre los
factores que se deben considerar estan el estado actual del conocimiento sobre las especies
consideradas como comestibles, los reportes de micetismos, posibles contaminaciones, el sitio

de recoleccion y también la manera de procesar los hongos (Nieminen y Mustonen 2020).

En cuanto al caso especifico de T. equestre s.l. autores como Nieminen y Mustonen (2020)
consideran que es un fendmeno causado no especificamente por esta especie, sino por el
consumo prolongado de varios hongos. Esto lo respaldan a partir de experimentos con murinos
a los que se les alimentd con Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus y
Flammulina velutipes durante varios dias consecutivos. A pesar de que se trataba de hongos
comestibles cultivados, su consumo prolongado también desembocé en aumentos de la CK en

sangre.
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3.9 Etnomicologia

Toda practica corresponde a un corpus de conocimientos, es decir, que las acciones humanas
corresponden e implican un sistema cognitivo. Tal es el caso del consumo de hongos silvestres
en el mundo como Tricholoma equestre s. I. Este tipo de practicas, tienen raices culturales
profundas en las poblaciones consumidoras de estos recursos (Garcia-Bona, 1987). Entre las
ramas de la biologia, la que se ha dedicado a investigar el papel cultural de los hongos en las
sociedades humanas se le conoce como etnomicologia. Garibay-Orijel (2000) completando una
definicion dada en prensa por Moreno-Fuentes, la define como el area de la etnobiologia que
estudia los saberes tradicionales, asi como manifestaciones e implicaciones culturales y
ambientales que se derivan de las relaciones entre los hongos y el ser humano a través del
tiempo, asi como de los mecanismos mediante los que estos saberes se generan, transmiten y
evolucionan. El conocimiento etnomicoldégico que tienen diversos pueblos, representa a un
conjunto de saberes dinamicos y acumulativos; implica la experiencia a través de la practica y
las representaciones que poseen los seres humanos en torno a su medio natural (Endere y
Mariano, 2013). Ademas de ser una referencia historica en torno a las culturas, el conocimiento
etnomicologico es una fuente de informacion valiosa. Sobresale su importancia por la precision
que encontramos en estos saberes para describir aspectos de los hongos como su ubicacion,

caracterizacion, temporalidad y usos que tienen (Jiménez et al., 2016).

3.9.1 Consumo en el mundo

Desde tiempos medievales el hongo Tricholoma equestre s.l. ha sido consumido y conocido
bajo multiples nombres en el hemisferio Norte del planeta. De los nombres usados en Europa,
un ejemplo es “canari” en Francia, “The Yellow Knight” en E.U.A, también “shimokoshi” o
“kishimeji” en Japon, y “riddarmusseron” en Suecia (Bedry et al., 2001; Qiu et al., 2014). En
Europa, por ejemplo, en paises como Lituania se consume hervido o frito y es muy apreciado
por su delicioso sabor (Laubner y Mikuleviciené, 2016). Kasper et al. (2016) reportaron la
venta de T. equestre s.l. como un buen comestible en mercados al aire libre del sudeste de
Polonia. Sobre todo, los autores polacos, mencionan que la falta de un consenso en cuanto a la
seguridad de su consumo crea una urgente necesidad de evaluar una mayor cantidad de
evidencia validada. En este ultimo pais, en el articulo de Bernas et al. (2022), aparece con el
nombre en polaco de “Gaska zielonka”, dentro de una lista de especies recolectadas y

consumidas en la region de los Carpatos polacos.
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Aunque actualmente se encuentra prohibida su venta en Espaiia, hay varios registros del aprecio
que tenian a estos hongos en el territorio. En Navarra es conocido como la “seta de los
caballeros” y como “zaldun-ziza” en vasco, donde también se consideraba como un buen
comestible. Se trata de un hongo comuin que aparece frecuentemente en pinares y mas
raramente en hayedos y robledales, desde el inicio de octubre a inicio de diciembre (Garcia-
Bona, 1987). Aunado a esto, en un estudio etnomicologico realizado en Castilla-La Mancha
Espaia, se menciona que los pobladores de la zona, conocen a la especie T. equestre s.l. y otras
similares como “seta de caballero”. En este sitio, estos hongos se consideran como comestibles

y los recolectan en otofio, en pinares sobre suelos siliceos.

Es importante mencionar en cuanto a su consumo, que fue un hongo de introduccion reciente
y de consumo local en la Sierra de la Cuenca espafiola, donde existe una gran tradicion de
recoleccion de hongos silvestres. Esta introduccion reciente, es contraria al consumo que en
otros paises se remonta a épocas medievales (Fajardo et al., 2010). Otro caso cercano es el de
Portugal, donde Tricholoma equestre s.l. es uno de los hongos silvestres mas consumidos por
las poblaciones rurales, de septiembre a enero. En este pais no se ha prohibido su venta y lo
ofrecen en ferias, comercios urbanos y en algunos grandes mercados. Los nombres cambian
dependiendo de las regiones del pais y son “amarelo”, “miscaro”, “miscaro-amarelo” y

“tortulho”, sobre todo haciendo alusion al color de los esporomas (Gomes, 2011).

Ademas del consumo en Europa, hoy en dia se mantiene activo su consumo en algunos paises
de Asia. Tricholoma equestre s.l. Historicamente tiene un consumo extendido y fuera de Japon,
ha sido considerado como el mejor hongo comestible del género (Trudell et al., 2013). En
Singapur existe una lista de “Hongos autorizados para el mercado o produccion de productos
de hongos y comida que contenga hongos” por parte de Minister of Health y dentro de las
especies enlistadas se encuentra T. equestre s.I. (Muszynska et al., 2018). Asimismo, existen
registros de 2004 y 2019 donde se observo su consumo en mercados del suroeste de China (Cui
et al., 2022). En contraste con estas observaciones, una publicacion reciente de Karunarathna
et al. (2021) por parte del Instituto de Botanica Kunming, enlist6 a la especie T. equestre s.1.
dentro de una lista de las 71 especies mortales y potencialmente mortales de macromicetos, con

el fin de evitar intoxicaciones por su consumo.

Los reportes de su comestibilidad en América no son tan vastos como en Europa. Sin embargo,

Sommerkamp (1990) nombra a Tricholoma flavovirens (Pers.) S. Lundell como una especie
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comestible en Guatemala (Steiger, 1991). A partir de la visita realizada a mercados municipales
en 22 cabeceras encontrd que el nombre popular con el que lo conocen es “chorcha” y era
ofrecido sobre todo en el mercado de Chimaltenango-Chimalt. También es reportado como un
hongo comestible con el nombre de T. flavovirens en la comunidad de Xetonox, San Juan
Comalapa, Guatemala, investigacion realizada por Caceres (2011), 11 afios después del reporte

de Sommerkamp (1990).

A su vez, Tricholoma equestre s.l. fue descrito como comestible por Wright y Albertd (2002)
para Argentina. Sin embargo, su consumo fue posteriormente prohibido en paises europeos
como Italia (Ministero della Salute, 2002), Francia (Ministére de la Sante et des Solidarites,
2004) y Espafia (Chodorowski et al., 2003; Ministerio de Sanidad y Consumo, 2006). Un
ejemplo de los problemas que acarrea su clasificacion aun no resuelta, se encuentra en el trabajo
de Diaz (2021), donde menciona a T. equestre s.l. como un hongo venenoso, pero marcando a
Tricholoma auratum como una especie diferente dentro del grupo de tricolomas comestibles,
con la que se puede confundir. Esta afirmacioén que puede resultar arriesgada tomando en cuenta
que no se sabe si efectivamente se trata de una especie diferente de T. equestre s.1.: “T. equestre
era considerado comestible. Ha sido confundido con otras especies comestibles del género

’

Tricholoma, como T. aestuans, T. auratum, and 7. sulphureum”.

3.9.2 Consumo de macromicetos en México

En gran parte del territorio mexicano existe una cultura micofilica, representada principalmente
por grupos indigenas y poblacién mestiza que vive en las zonas rurales. Esta seccion de la
poblacioén es la que mayormente les ha dado uso a los hongos como comestibles, medicinales
e incluso rituales. Es dificil aseverar con exactitud, durante cuanto tiempo se ha llevado a cabo
la recoleccion de hongos silvestres. No obstante, en las evidencias histéricas como cddices y
testimonios de las personas que lo mantienen como tradicion, indican que en muchas
comunidades del territorio mexicano la recoleccion se remonta a tiempos prehispanicos

(Jimenez-Ruiz et al., 2016).

En términos de la importancia cultural del consumo de hongos silvestres, México se encuentra
en el segundo lugar a nivel mundial solo superado por China (Boa, 2005). Esto se expresa en
que los asentamientos humanos en el territorio han tenido y mantienen un medio de subsistencia
y cultura con los hongos: en consecuencia, los hongos son un recurso alimentario importante

en época de lluvias, especialmente en verano y otofio (Moreno-Fuentes, 2014). A pesar de que
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el conocimiento tradicional ha pasado por represiones constantes a lo largo de la historia, se

mantiene vivo mediante el uso de los hongos silvestres incluso en zonas dridas y semidesérticas.

Dentro del territorio mexicano, son consumidas mas de 450 especies de macromicetos silvestres
y de estas, mas de cien se venden en los mercados del pais (Pérez Moreno, 2017; Ruan-Soto y
Garibay-Orijel, 2014; Pérez-Moreno et al., 2008). En México a las personas que se dedican a
recolectar hongos silvestres se les conoce como “hongueros y hongueras”. Estos recolectores,
desde una edad temprana salen al monte donde adquieren los conocimientos necesarios para
reconocer a los hongos de su entorno; para ellos el grado de conocimiento varia dependiendo

de la edad, sexo, posicion social y experiencia en el monte (Martinez-Alfaro et al., 1983).

La recoleccion de hongos implica dindmicas familiares especificas, donde hay division de las
tareas entre los miembros participantes dependiendo del grado de conocimiento y los roles
dentro de la comunidad. Por ejemplo, Montoya et al (2008) plantean una division clara en la
recoleccion de hongos en el estado de Tlaxcala. Es una actividad que se realiza en colectivo
principalmente entre mujeres y nifios, mientras que los hombres suelen recolectar solos y van
en busca de los hongos de mas dificil acceso. Los recorridos que realizan, los hacen guidndose
por la ubicacion de los hongos. Sin embargo, también se consideran las caracteristicas
ecoldgicas de las especies, como las altitudes y temporada de fructificacion. EI nombre
especifico para referirse a cada tipo de hongo para los nahuas, como para otros pueblos de
Meéxico, hace alusion al habitat en donde crecen y sus caracteristicas fisicas (Martinez-Alfaro

etal., 1983).

La recoleccion de la funga de estas regiones, les ha permitido a los hongueros reconocer y
generar una amplia variedad de criterios para diferenciar a los hongos comestibles de los que
no lo son. Asi mismo, ha permeado el desarrollo de practicas para una correcta preparacion de
los esporomas, la cual depende de la naturaleza de los hongos, de los fines y de la cultura a la
que pertenezcan los recolectores (Moreno-Fuentes, 2014). Los criterios que van desarrollando
para distinguir a los hongos comestibles de los que no lo son, se basan en la experiencia de su
uso repetido y en sus caracteristicas tanto morfoldgicas como organolépticas (Ramirez-Terrazo,
et al., 2014; Estrada-Torres y Aroche, 1987). Otra costumbre que comparten varios grupos en
México, es la de no consumir hongos que no conocen, aunque otras personas si lo hagan

(Montoya et al., 2007).
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Es importante mencionar que tanto en México como en otros paises de América, aunque aun
se mantiene un conocimiento ancestral sobre los hongos silvestres, se ha dado una erosion y
pérdida del mismo. También, existe un desconocimiento sobre estos organismos por parte de
varios sectores de la poblacidon que por lo general se encuentran en las grandes urbes, donde ya
no es tan comun su consumo. Lo anterior se puede asumir como una consecuencia de varios
fenomenos a lo largo del tiempo. Uno de los mas relevantes en México, es la prohibicion que
tuvo el consumo de hongos durante el virreinato por parte de la Iglesia catolica en la Nueva
Espana (Ruan-Soto y Méndez, 2012). Asi mismo estos conocimientos se han visto afectados
por otros fenémenos sociales de la actualidad como el desaliento por parte de las autoridades y
la globalizacién, lo que ha mermado el valor de los saberes tradicionales y ha cambiado la

alimentacion a nivel mundial (Martinez-Carrera et al., 2007; Moreno-Fuentes, 2014).

Finalmente, debemos considerar que debido a que el conocimiento tradicional sobre los hongos
estd vivo y en constante cambio, también plantea incognitas. Un gran ejemplo de esto, es que
existen hongos que pueden ser considerados como alimento a pesar de que se ven relacionados
con intoxicaciones severas. Este es el caso de Tricholoma equestre s.l. que ha sido reportado
como causante de un amplio nimero de intoxicaciones a nivel mundial, pero se sigue

consumiendo en el centro de México.

3.9.2.1 Etnomicologia de T. equestre s.I. en México

En el centro del territorio mexicano hay varios registros sobre el consumo de Tricholoma
equestre s.l. El primero es de 1961, realizado por Herrera y Guzman, registra por primera vez
su venta y consumo en varias regiones del pais, asi como sus nombres tradicionales: “canario”
y “nejo” en el Mercado de Amecameca, “canario” y “calandria” en Tenango del Valle,
“calandria” en Nevado de Toluca, “yema de huevo” en el Valle de México y “tenzo” en
Teziutlan, Puebla. El segundo trabajo menciona a T. flavovirens dentro de un listado especies
del sur de la Cuenca de México, donde se indica que se aprovecha todo el esporoma para el
consumo como alimento. Dentro del articulo hacen referencia a que a pesar de ser pocos
esporomas, los hongos recolectados no son Unicamente para el consumo de quienes los
encuentran, sino que también son comercializados en mercados del Estado de México, Morelos

y Ciudad de México (Aranda et al., 1999).

Montoya et al. (2008), enlistan a T. equestre s.I como una especie de valor comercial en el

pueblo de Javier Mina, Tlaxcala. El nombre tradicional para este esporoma es “cailita” y no se
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presenta una traduccion al espafiol o un significado especifico de este. También especifican que
los hongos de gran valor son separados del resto y vendidos a un precio mayor, mientras que
otros no tan demandados como T. equestre s.I. se mezclan en montones para ser
comercializados. Asi mismo, Martinez et al. (2009) reportan a este hongo identificado en los

mercados de Chalco y Amecameca en el Estado de México, bajo el nombre comtn de “nejo”.

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de este grupo de hongos es su llamativo color
amarillo, lo cual se ve reflejado en sus nombres comunes. En un estudio sobre los hongos en
mercados en México central, se encontro a T. flavovirens en tres mercados cercanos a los
Parques Nacionales Izta-Popo y Zoquiapan con el nombre comin de “calandria”. Esto ultimo,
haciendo referencia al color de una especie de alondra local (Pérez-Moreno et al., 2008). Otro
de los registros del consumo de este hongo y sus nombres asociados a su coloracion, es en el
en el Valle de Toluca donde aparece registrado T. flavovirens, en el mes de julio con los

nombres comunes de “yema, amarillo o cachimo” (Méndez et al., 2001).

El registro mas reciente es de 2019 donde se reporté la venta de T. equestre s.l. en mercados de
la zona poniente del Estado de México. En estos sitios se reconoce con los nombres de “azufre”
y “pericon”, haciendo referencia nuevamente a su intenso color amarillo. El listado anterior,
fue utilizado para un estudio del potencial tintoreo de hongos comestibles en esta zona del pais,
en el que T. equestre s.l. se sefiala como un esporoma de muy bajo potencial tintoreo, lo cual
contrasta con sus nombres asociados a plantas como el pericon que desde tiempos prehispanicos

se utilizaron para tefiir textiles (Franco et al., 2019).

Finalmente, en cuanto a sus nombres en nahuatl T. equestre s.l. recibe la identidad de “tzenso”,
término de dificil explicacion, ya que podria tratarse de una union de “centzon(tli)” o
“tzenzontli”, “cuatrocientos”, que indica abundancia. El nombre, de acuerdo con esta
posibilidad de interpretacion, seria “centzon nanacatl”, cuatrocientos (o innumerables) hongos.
Esto seria valido, por ejemplo, en el caso de Lyophullum decastes, hongos a los que también se
llama “clavitos” o “amontonados” por su gran cantidad. No obstante, queda en duda el porqué

de su aplicacion con T. equestre s.l. que presenta un crecimiento solitario (Martin del Campo,

1968).
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4.  JUSTIFICACION
El caso de Tricholoma equestre s.I. ha sido controversial, debido a que es un hongo
potencialmente tdxico que se continia comiendo en varias partes del mundo. Los registros
médicos indican que los sintomas de intoxicaciébn que se relacionan con su consumo, se
presentan después de un tiempo prolongado de ingerir al hongo como alimento. Sin embargo,
para confirmar que las intoxicaciones realmente son causadas por este hongo, es necesario
hacer una buena taxonomia de los esporomas, a partir de la cual se haga efectiva la relacion
entre las intoxicaciones y el consumo de este hongo en México. La presente tesis contribuira al
conocimiento taxonomico de las especies del complejo Tricholoma equestre s.1. De este modo,
ampliara los datos que se tienen en torno a la diversidad de especies de hongos silvestres
consumidas con potencial toxico, aportando a la prevencién de las intoxicaciones por falta de

informacién en Latinoamérica.

5.  PREGUNTAS DE INVESTIGACION
(Qué especies del complejo Tricholoma equestre s.l. se consumen en México?
(Las especies del complejo Tricholoma equestre s.l. tienen potencial toxico?

(Donde se distribuyen las especies del complejo Tricholoma equestre s.1.?

6. HIPOTESIS
Trabajos previos indican que, Tricholoma equestre s.l. se trata de un complejo de especies que
tienen una distribucion mundial y se ven asociados con coniferas de los géneros Pinus, Abies y
Picea principalmente. Sin embargo, considerando que los hongos ectomicorrizicos suelen tener
endemismo continental por la estrecha relacion mutualista con sus hospederos, se espera que
las especies mexicanas no solo correspondan con T. equestre s.l, sino que también pertenezcan
a otras especies dentro y fuera del complejo. Por lo tanto, se espera que su potencial toxico sea

distinto al de las especies europeas.

7.  OBJETIVOS
7.1 Objetivo general
A partir de un trabajo taxondémico, conocer la diversidad y distribucion de las especies con

potencial toxico del complejo Tricholoma equestre s.l. en México.
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7.2 Objetivos particulares

Describir taxondmicamente a los hongos del centro de México identificados bajo los nombres
de T. equestre y T. flavovirens, usando rasgos de su macro y micromorfologia.

Realizar un andlisis filogenético, que permita aportar informacidon sobre su diversidad,
distribucién y relaciones filogenéticas.

Analizar la variacion genética de las especies del complejo en el mundo por medio de una Red
de haplotipos.

Calcular el potencial toxico de los hongos del complejo Tricholoma equestre s.1. vendidos en

mercados de México, a través de la dosis letal media, en un bioensayo con Artemia salina.

8. METODOLOGIA

8.1 Obtencion de esporomas

Los ejemplares fueron obtenidos a partir de préstamos solicitados al Herbario Nacional de la
UNAM (MEXU), al Acervo Micolédgico del Centro de Investigacion en Recursos Bidticos
(AMCIRB) de la UAEMéx, y al Herbario de la UAT (TLXM). Asi mismo, se compraron
ejemplares directamente con revendedoras y hongueras del Estado de México (Lagunas de
Zempoala y Rio Frio), Ciudad de México (Mercado de Jamaica y Feria del Hongo de
Cuajimalpa) y Puebla (Chignahuapan).

8.2 Caracterizacion morfologica de esporomas

Se tomo como referencia el trabajo de Reschke et al., (2018) para la microscopia de especies
del complejo Tricholoma equestre s.I. Se plante6 como punto importante observar estructuras
del himenio como la trama himenoforal, basidios y basidiosporas, asi como las caracteristicas
de la pileipellis. Los cortes para ubicar las estructuras se montaron en KOH al 10% , las
descripciones se realizaron usando el microscopio estereoscopico ZEISS Stemi 305 y con el
microscopio optico modelo Axio Lab.A1 ZEISS y la cdmara U3CMOS RisingCam. Se usaron
20 basidiosporas, 20 basidios y 20 hifas de la pileipellis para obtener las medidas de las especies

encontradas en el estudio (Heilmann-Clausen et al., 2017).

Ademas, retomando la metodologia de Kalamees (2001) para estudiar las diferencias entre
ejemplares de Tricholoma frondosae, Tricholoma ulvinenii y T. equestre, se analiz6 la
diferencia entre la Q de las 20 basidiosporas que se midieron por cada ejemplar y se busco

identificar una Q de 1.6 que caracteriza a la especie T. equestre. En cuanto a los basidios, se

a7



identificé el nimero de basidiosporas que porta cada uno, el cual es un caracter para diferenciar
a T. equestre con cuatro basidiosporas, de T. ulvinenii que porta solo tres basidiosporas por

cada basidio.

8.3 Biologia molecular de los esporomas
La metodologia para esta parte del trabajo, se basé en la descrita por Angeles-Argaiz y Garibay-
Orijel (2020), pero se realizdo con la modificacion del protocolo de extraccion, ya que las

primeras secuencias se obtuvieron mediante el método de extraccion de CTAB.

8.3.1 Extraccion de DNA mediante el método de CTAB

Para la extraccion del DNA, se tomaron muestras de 27 esporomas de los que ya se habia
realizado la microscopia. La muestra que se tom¢é fue de aproximadamente 15 mg de tejido
proveniente del himenio de los hongos y en los casos donde habia poca disponibilidad de
laminas, se tomo un pedazo del contexto. Las muestras se guardaron en tubos de 2 pL redondos,
los cuales se reservaron durante 24 horas en el refrigerador de -80 ° C. Finalmente, se molieron

las muestras en el TissueLyser durante dos minutos hasta que se obtuvo un polvo fino.

Posteriormente en la campana de extraccion se prepar6 una mezcla de CTAB con
betamercaptoetanol para las 27 muestras (500 uL de CTAB y 4 uL de betamercaptoetanol). En
cada uno de los tubos se agregaron 500 uL. de CTAB y después de que se observo la mezcla
muy oscura se le agreg6 el doble de la cantidad. Las muestras se dejaron en el bafio Maria por
media hora a una temperatura de 65°C. Pasado este tiempo, se le agrego6 a cada una 1000 pL de

SEVAG. Después estas muestras se llevaron a incubar con agitacion suave durante media hora.

Pasado este tiempo, se centrifugaron las muestras a 9000 rpm durante diez minutos y se
recupero la fase acuosa en tubos de 1.5 pL.. Después se agrego6 a cada muestra % de su volumen
de isopropoanol frio y se pusieron a incubar a -20°C durante una hora. Posteriormente se
centrifugaron durante cinco minutos a maxima velocidad y se tirdé el sobrenadante. El

sedimento se lavé con 500 pL de etanol frio al 70%, agitando los tubos durante el proceso.

Finalmente, las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante tres minutos para finalmente

tirar el sobrenadante y dejar evaporar el resto del alcohol en la centrifuga de vacio durante cinco
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minutos. Al finalizar este proceso, se resuspendio el boton en H2O libre de nucleasas y con

RNAsa anadida, para después revisar la concentracion de DNA en el Nanodrop.

8.3.2 Amplificacion por PCR

Para los controles de la PCR, se utiliz6 agua como control negativo y DNA de champifién como
control positivo, lo cual se evalu6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Para
distinguir entre especies de hongos, se acostumbra utilizar la region de los Interespaciadores
Transcritos Ribosomales (ITS) y los primers para ITS1F-ITS4, junto con LSU y RPB2
(Angeles-Argaiz y Garibay-Orijel, 2020).

Para las reacciones de PCR se utilizé 1 pL. de DNA, 1.25 pL de primers a 10 uM, 0.5 pL de
una unidad de MyTaq BIOLine polimerasa, con SuL. de buffer, para obtener un volumen final
de 25 pL. El programa para el termociclador fue de 40 ciclos con una desnaturalizacion a 94°
C por 3 minutos. El alineamiento se llevo a cabo a 54 © C durante un minuto y la elongacion a

72°C también por un minuto. Se finalizé con un minuto de incubacién a la misma temperatura.

En un tubo de 1.5 pL se realiz6 la mezcla para las reacciones y cada uno de los tubos se les
agregaron 24 pL de esta mezcla y al final se agregd 1 pL del DNA, colocandolos
inmediatamente en el hielo. Al terminar este proceso, se centrifugaron a méaxima velocidad los
tubos por unos veinticinco segundos, para después meterlos al termociclador por
aproximadamente tres horas y media. Finalmente se corroboré la amplificacion de las muestras

mediante la electroforesis.

8.3.3 Limpieza de productos y secuenciacion de DNA

Se prepar6 una mezcla de 1puL de ddH,0 y 1uL  de ExoSAP por cada una de las reacciones.
Después se colocaron 2 puL de la mezcla obtenida por cada reaccioén en un tubo de 100 pL, para
después colocar 3.5 puL del producto de PCR en cada tubo. Se incubd la reaccién en el
termociclador a 37° C por 15 minutos y después a 80 ° C por 15 minutos, para después
almacenar a -20° C. Para la secuenciacion se utilizd el método de plataforma Sanger

(Secuenciacion por dideoxiterminal por electroforesis capilar) en ambos sentidos.

8.3.4 Edicidn de las secuencias y analisis filogenéticos
Las secuencias se editaron en Geneious prime. Primero se eliminaron las primeras y tltimas 20

6 30 posiciones de mala calidad. Después se editaron las secuencias de manera manual para
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detectar las bases heterocigas o posibles errores en el llamado de las bases. Finalmente, el
archivo se guardd en formato FASTA. Posteriormente, se realizd6 una comparacion de las
secuencias obtenidas con las que existen en GenBank, con el algoritmo de busqueda BLAST.
Se identificaron cuatro especies con las que habia similitudes nucleotidicas significativas de
hasta el 100%: Tricholoma sinoacerbum, Tricholoma saponaceum, Tricholoma intermedium

y Tricholoma aestuans.

Se buscaron las secuencias que tuvieran ejemplares voucher y aquellas que fueran holotipos o
paratipos, asi como las secuencias utilizadas para analisis previos del género Tricholoma o
trabajos relacionados con el complejo Tricholoma equestre s.l. (Bidartondo et al., 2002;
Comandini., et al., 2004; Matheny et al., 2006; Peay et al., 2007; Kikuchi et al., 2007; Palmer
et al., 2008; Jones et al., 2008; Kranabetter et al., 2009; Dentinger et al., 2011; Pickles et al.,
2013; Garibay-Orijel et al., 2013; Moukha et al., 2013; Ben Hassine Ben Ali y Garrett, 2016;
Heilmann-Clausen et al., 2017; Reschke et al., 2018; Giusti et al., 2021 y Cui et al., 2022).

Después, se descargaron las secuencias en un archivo FASTA.

Para los andlisis filogenéticos se trabajo con dos matrices. La primera fue realizada con
secuencias representativas del complejo Tricholoma equestre s.l. de todo el mundo, junto con
tricolomas cercanos filogenética y morfoldgicamante, nombrada como “Tricolomas amarillos”.
Para hacer inferencias sobre la distribucion de las especies, se incluyeron secuencias del suelo
que fueron similares al 97% en un blast realizado o a la base de datos del Global Soil
Mycobiome correspondientes a México (Tedersoo et al., 2021). A continuacién, todas las
secuencias se alinearon en Geneious prime, con el algoritmo MAFFT. El alineamiento se reviso
de manera manual removiendo los extremos de la posicion 1 a la 22 y de la 889 a la 1002. Se
eliminaron los intrones de las posiciones 186 a la posicion 211 y de la 217 a la 248. También

se eliminaron las secuencias menores a 500 pb y aquellas que tuvieran mas de seis “N”.

La segunda matriz de este trabajo incluyd a todas las secuencias dentro del complejo
Tricholoma equestre s.l. de México y el mundo. El alineamiento se hizo con el algoritmo
MAFFT y después se editd de manera manual. Se removieron los extremos, quedando de un
tamano de 583 pb. Posteriormente se quitaron los intrones de la posicion 166 a la 190. Como
grupo externo se incluyeron dos secuencias de Tricholoma citrinum (con cédigos de acceso a
GenBank MF034262 y MW?724356 holotipo), Tricholoma intermedium (MW597198 y
MZ054353) y Tricholoma joachimii (LT222022) Se volvié a correr el alineamiento, ahora con
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el algoritmo MUSCLE, quedando este ultimo como el alineamiento que se utilizo para hacer la

red de haplotipos, el cual se exporté como un archivo FASTA.

Para ambas matrices se us6 el modelo de substitucion nucleotidica GTR. Finalmente, para
construir los arboles filogenéticos, para PhyML se hicieron 1,000 réplicas de Bootstrap para
obtener el mejor arbol a partir del modelo GTR CAT. En el caso de analisis Bayesiano, para el
arbol final se usaron 2,000,000 de réplicas. Finalmente, con el software FigTree, se resumieron

las topologias con mayor probabilidad y se editaron los colores.

8.3.5 Recopilacion de informacidn sobre las especies encontradas mediante el algoritmo
BLAST

Debido a que, durante la busqueda realizada, se encontraron especies fuera del complejo
Tricholoma equestre s.l., se realizé una busqueda de las descripciones originales y actuales.
Para Tricholoma c.f. sinoacerbum se utilizo la descripcion de Holsen et al. (2016); para
Tricholoma saponaceum y Tricholoma intermedium las de Trudell et al. (2013). Se usaron
las descripciones de Bigelow (1979) para Tricholoma aestuans y Tricholoma flavovirens,

finalmente, para Tricholoma equestre se us6 la descripcion de Klimaszyk y Rzymski (2018).

8.3.6 Redes de Haplotipos

Para la red de haplotipos, se retomd la matriz del “complejo Tricholoma equestre s.1.” pero se
eliminaron las secuencias de Tricholoma citrinum, Tricholoma intermedium y Tricholoma
joachimii, para tener una mayor resolucion en la red. El alineamiento se hizo con el algoritmo
MAFFT y después se editdé de manera manual. Primero se removieron los extremos, quedando
de un tamafio de 583 pb. Posteriormente se quitaron los intrones de la posicion 166 a la 190.
Para identificar los haplotipos (polimorfismos) en nuestras secuencias, se descargo el software
DNA Sequence Polymorphism donde se cargd el alineamiento previamente realizado en

Geneious.

Después de asignar el codigo genético universal como la base para el andlisis, se definieron los
sets de secuencias en distintos grupos a partir del pais de origen, lo anterior se guardé como
archivo nexus. Dentro del mismo programa, se realiz6 una identificacion de los polimorfismos
de las secuencias dadas y una vez finalizado el analisis, se guardo el archivo como un output
file. Posteriormente, se generd un archivo con datos de haplotipos encontrados en formato

nexus, el cual desplegd el nimero de haplotipos encontrados. Este archivo se abrié en Block de
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notas y de ahi se extrajo la informacion sobre la frecuencia de cada uno de los haplotipos en

los paises registrados.

Las frecuencias obtenidas se pasaron a Excel donde se organizd la informacién por sitio,
dependiendo de la frecuencia del haplotipo en cada pais registrado. Una vez terminado este
documento, se copio la tabla en el Block de notas. Se agregaron comas como separacion, para
guardarlo como parte de los traits que se integrarian a la red. Finalmente, en el programa PopArt
se abrid el archivo nexus que contenia los haplotipos encontrados, junto con el archivo de traits
previamente guardado. Cuando estuvieron cargados los archivos, la red se realiz6 a partir del
método Tight Span Walker y finalmente se establecid un color para cada pais, pensando que
los colores calidos (amarillo, naranja y rojo) fueran para los paises de Norteamérica, mientras
que los colores que van de rosas a azul representan paises de Europa y finalmente los tonos

pasteles a paises asiaticos.

8.4 Ensayo toxicoldgico con el modelo Artemia salina

8.4.1 Disefio del experimento

Para el bioensayo de toxicidad de Artemia salina, se seleccionaron los morfotipos de los que
se tuvieran mas de 7 g de peso seco, que presentan el caracter de cistidios incrustados y que
tuvieran informacion etnomicologica. Se reservaron unicamente los esporomas de los que se
habia hecho microscopia y a los que se les habia extraido DNA. Tanto las extracciones como
el bioensayo se realizaron en el Centro de Investigaciéon en Micologia Aplicada de la

Universidad Veracruzana.

La extraccion se realizd mediante maceracion. Este método consiste en la molienda de los
materiales bioldgicos en pequefias particulas para aumentar el 4rea de contacto con el solvente
a utilizar. Después se agrega un solvente apropiado en un recipiente cerrado, para pasar a la
filtracion y la concentracion de los extractos obtenidos. Se selecciono6 al metanol- cloroformo
como solvente para las extracciones. Posteriormente durante el proceso de secado de los
extractos, se hicieron pruebas de eclosion con los quistes de Artemia salina. Finalmente se
utilizaron los nauplios eclosionados a las 24 horas para hacer pruebas con las concentraciones
de 10, 100 y 1000 pg/mL sobre unas placas de 24 pozos, para evaluar los efectos de los

multiples extractos a las 24 horas de exposicion.
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8.4.2 Extractos

Se pesaron las muestras, para posteriormente liofilizarlas por aproximadamente dos dias hasta
que tuvieron la textura adecuada. Lo anterior se hizo para prevenir el exceso de humedad en
los hongos. Después se pulverizaron los esporomas en el mortero buscando un tamafio menor
a 5 mm. Posteriormente, se pesaron los hongos triturados en charolas especificas para cada
muestra y se dividieron de manera que quedaran en partes iguales dentro de frascos de cristal
de aproximadamente 750 mL (limpios y etiquetados). Después, se les coloco una tapa de papel
aluminio. Para la extraccion, se calculd para cada uno de los pesos, 20 veces el volumen de la
biomasa. Esta fue la cantidad de disolvente que se agregd a cada una de las muestras.
Finalmente, cada uno de los frascos se tap6 con papel aluminio, a estas tapas se les hicieron

agujeros.

Muestra Peso seco () Disolvente
Extracto 1 27.84 556.8
Extracto 2 9.1 182
Extracto 3 3.415 68.3
Extracto 4 9.315 186.3

Tabla 3. Peso de la biomasa de hongos liofilizados y disolvente agregado para la primera

extraccion.

Con el objetivo de que las células liberaran todo su contenido, se sonicaron las muestras por
media hora con calor. Por ltimo, se reservaron en un lugar seco durante 24 horas. Se realizaron
dos extracciones mas siguiendo el mismo procedimiento, con la diferencia de que en la tercera
extraccion solo se agregd disolvente seis veces el volumen de la biomasa. Lo anterior se llevo
a cabo con disolvente recuperado de cada una de las muestras y éste fue obtenido a partir de la

concentracion de los extractos mediante el uso del rotavapor.

Antes de volver a concentrar los extractos, para evitar cualquier impureza como detritos
celulares que afectaran después los pesos del bioensayo, los extractos tuvieron que pasar por
un proceso de purificacion con filtros PTFE de 0.45 um. Para esto, se repartio el contenido de

los frascos con los extractos en tubos de 5 mL, los cuales se centrifugaron durante 10 minutos.
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Con ayuda de una jeringa de vidrio, se recupero el sobrenadante y este se paso por los filtros.
El liquido resultante se reservo en frascos nuevos de vidrio limpios y rotulados, los cuales

fueron llevados al horno donde permanecieron durante cuatro dias aproximadamente.

El proceso anterior, se repitié con cada uno de los extractos hasta que se termind de filtrar todo
el liquido, desechando los residuos so6lidos que se precipitaron después de la centrifugacion.
Para concentrar todos los extractos, se utiliz6 el rotavapor nuevamente. Cuando se terminaron
de concentrar los extractos, se pasaron a viales &mbar previamente pesados y etiquetados para
su almacenamiento. Finalmente, los viales se reservaron tapados en un lugar seco y lejos de

fuentes de luz.

No. extracto = Peso de vial sin tapa = Peso de vial sin tapa Peso total del

ni extracto (mg) y con extracto (mg) extracto (mg)
1 6445.3 12006.2 5451.4
2 6532.9 7137.0 604.1
3 6554.8 6623.1 177.8
4 6478.8 7069.2 590.4

Tabla 4. Pesos de los viales con y sin los extractos, peso total del extracto en miligramos

8.4.3 Eclosion de quistes

Para llevar a cabo el bioensayo con los crustaceos, se estandarizé la eclosion de los quistes.
Primero, se prepar6 agua salina con 2.8 g de sal de mar y 500 mL de agua, haciendo uso de una
placa agitadora. Cuando ya no se observaban los granos de sal, se agreg6 una pizca del alimento
DHA Gold. Finalizado el proceso, el agua preparada se meti6 al refrigerador de 4°C hasta su
posterior uso. Al dia siguiente, el agua se filtro6 con algodon y embudos unas tres veces hasta

que no quedara el liquido con residuos grandes del alimento, se volvi6 a reservar a 4 ° C.

La incubadora se programo para que mantuviera una temperatura de 27 ° C, con un fotoperiodo
de seis horas luz repartida durante la noche y una bomba de oxigeno para pecera. Para empezar

con la eclosion, se oxigenaron durante una hora 300 ml del agua filtrada. Después, se vacio el
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agua junto con 6 mg de quistes, para finalmente encender la bomba. Después de 24 h se reviso
la eclosion de los quistes y después de estandarizar el proceso; cuando la eclosion fue exitosa

se utilizaron los nauplios para los bioensayos.

8.4.4 Montaje del bioensayo

Cuando se estandarizo6 la eclosion de los quistes y se observaron a los nauplios en buen estado,
se paso a hacer una prueba piloto de la supervivencia de los nauplios bajo condiciones normales
después de 24 horas. Un dia después de haber puesto los quistes a eclosionar se corrobor6
mediante la observacion con el microscopio que la mayoria se encontraba en un estado
saludable. Més adelante se procedid a oxigenar 500 mL de agua preparada. Después, se le
agregaron 300 mL del agua oxigenada al vaso de precipitados pequefio y el grande se utilizo

para vaciar el contenido de la camara de eclosion.

Antes de pasar los nauplios del vaso de precipitados grande al pequefio con agua limpia, se
cortaron aproximadamente unos 3 mm de las puntas de ambas micropipetas para poder
transportar a los nauplios sin lesionarlos. Se coloc6 una fuente de luz en una de las paredes del
vaso (ya que se conglomeran en las fuentes de luz), para después trasladar a los nauplios con la
micropipeta de 1000 pL. Posteriormente, en la placa de 24 pozos (previamente esterilizada en
la autoclave) se colocaron en cada pozo 400 puL de agua preparada limpia. Se vacid un poco del

contenido del vaso pequefio una la caja Petri.

Se observo la motilidad de los nauplios en el microscopio estereoscdpico, seleccionando 10
nauplios que cumplieran con las siguientes caracteristicas: 1) que tuvieran un movimiento
constante y dinamico, 2) que se observaran de color rosado o anaranjado, 3) que no presentaran
septos en la parte abdominal, 4) que no estuviesen enredados en cualquier tipo de basura o fibra
y 5) que al mover la caja Petri, se mantuvieran estables nadando en la columna de agua. Cuando
todas las placas tuvieron 10 nauplios, se les realizaron tres revisiones cada que pasara una hora.
Lo anterior con el objetivo de dejar diez organismos que se encontraran en un buen estado.
Finalmente se traslado la placa a la incubadora (que habia tenido revisiones previas y constantes

de su temperatura y del fotoperiodo), cerrando las puertas y dejando los nauplios por 24 horas.

A las 24 h se saco6 la placa de la incubadora. Bajo el microscopio estereoscopico se revisaron
los nauplios que seguian vivos, considerando muertos a aquellos que no presentaban

movimiento después de 30 segundos. Se consider6 que la prueba piloto habia sido exitosa
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cuando la mayoria de los pozos se encontraba con todas las artemias vivas o con una sola
muerta. Esto ultimo fue el indicador para que el bioensayo comenzara a montarse. En los
ensayos toxicoldgicos para preparar las placas con las diluciones seriadas, se hicieron cuatro
soluciones stock. Se buscoé que la concentracion de las soluciones estuviera en 4 mg/mL,
tomando como disolvente el agua artificial marina con alimento. Todo esto se realizd en
microtubos de 2 uL, buscando utilizar una cantidad de extracto que estuviese en el rango de 7.5

a 7.9 mg.

Debido a que durante el primer bioensayo se presentdé una mortalidad total en las
concentraciones mas altas a las dos horas de haber colocado el extracto, se disenld un nuevo
experimento donde se le adicionaron concentraciones intermedias. De esta manera se pudo
llegar a la concentracion letal media con andlisis estadisticos. Se siguieron los mismos pasos
que en el ensayo anterior, con la diferencia de la distribucion de los extractos en las placas con
el disefio que se presenta a continuacion (Figura 9). Se utiliz6 una cuarta placa para colocar en
las tres primeras columnas los controles positivos con dicromato de potasio y la tiltima columna

se utilizd como control negativo, a estos pozos solo se les agregoé 800 pL de agua preparada.

En este caso, debido a que eran méas placas se decidi6é poner una cantidad mayor de nauplios
por pozo (en un rango de 13 a 16) para hacerles una tnica revision a las tres horas de haberlos
colocado. Cuando todos los pozos habian pasado por las revisiones y los cambios de nauplios,
se metieron las placas tapadas a la incubadora. A las 24 h se revisaron cada una de las placas

bajo el microscopio estereoscopico.
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Figura 9. Esquema del disefio experimental donde se observan las tres réplicas para cada uno

de los extractos probados.

8.4.5 Analisis de resultados

Para la obtencion de la Concentracion Letal 50 (CLs)) se us6 el Método de Unidades
Probabilisticas “Probit”. Se utilizd este método ya que se encarga de evaluar la relacion
concentracion-respuesta sobre un determinado organismo. Lo anterior, medido en términos de
CLs, , con la ventaja de que su intervalo de confianza puede ir de acuerdo a los lineamientos
que se establecen en la Norma mexicana NMX-AA-087-SCF1 (Déciga-Campos et al., 2007).
Para lo anterior, ya abierto el programa se enlistaron las variables de: Tratamiento,

Concentracion Total y Mortalidad para el analisis correspondiente.

Una vez establecidas las variables, se colocaron en la pestafia de “Vista de datos" las
concentraciones usadas para cada uno de los extractos, incluyendo el control negativo. A partir
de la informacion dada, se selecciond el modelo Probit de analisis. En esa misma pestafia se
especificaron la frecuencia de respuesta, el total de organismos expuestos a los extractos y
finalmente la covariable, que en este caso es el estimulo al cuél se sometieron los organismos.
Finalmente, se realizd el andlisis y el programa arrojé los estadisticos donde se hace una
prediccion de la probabilidad de mortalidad para diferentes condiciones dadas y de donde se

rescato el valor de CLjs,.
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A partir de la siguiente tabla, retomando los estudios realizados por Meyer et al., (1982) Nguta
y Mbaria, (2013); Mwangi et al., (2015) y Karchesy et al., (2016), se sacaron conclusiones

sobre el nivel de toxicidad que presentan los hongos estudiados.

CLso Toxicidad
>1000 pg/mL No téxico
500-1000 pg/mL Débilmente téxico
100-500 pg/mL Moderadamente toxico
<100 pg/mL Altamente toxico

Tabla 5. Clasificacion de la toxicidad de los hongos dependiendo de la concentracion letal
media que posean (Meyer et al., 1982; Nguta y Mbaria, 2013; Mwangi et al., 2015 y
Karchesy et al., 2016).

9. RESULTADOS

Materiales revisados y referencias de las descripciones

Se revisaron en total 64 ejemplares y de estos se hizo una base de datos con informacion
macroscopica, microscopica y sobre las anotaciones etnomicoldgicas. Sin embargo, solo se
consideraron 24 ejemplares para la discusion ya que solo de estos fue posible tener sus
secuencias para un analisis completo. Dentro de los andlisis filogenéticos no se incluyeron las
secuencias de los ejemplares con la clave FA-2021-001 y FA-2022-002. Esto, debido a que
cuando se realizd uno de los alineamientos, las secuencias divergian demasiado del resto, pero
no entre ellas. Cuando a estas dos se les realizé una blisqueda con el algoritmo de BLAST en
GenBank, solo se encontré que habia un 90% de similitud nucleotidica con secuencias del

género Entoloma.
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9.1 Secuencias utilizadas para el analisis filogenético de los “Tricolomas amarillos” en
México

A continuacion, se presenta la tabla 6, con los datos de las secuencias utilizadas para la
generacion de la matriz “Tricolomas amarillos”, con los datos de identificacion voucher, pais

de procedencia, localidad, nimero de ITS y referencias.

Especie Identificacion = Voucher Pais Localidad ITS No. Referencia
filogenética | del voucher
Tricholoma c.f. - (o El Zarco, Edo. Falta .
sinoacerbum Tricholoma sp GO-2012-18 | México Mex. enviar Este trabajo
Tricholoma Tricholoma TDB-2010- o Parque Nacional Garibay-Orijel et
saponaceum saponaceum MEX-15 Meéxico la Malinche, Tlax. KC152253 al., (2013)
. . Raices,
Tricholoma Tricholoma HC-PNNT- ' México | Zinacantepec KT875121 | GenBank
saponaceum saponaceum 247
Edo. Mex.
Tricholoma Tricholoma Las Pefias,
CB-2008-203 = México Amanalco Edo. KT875122 GenBank
saponaceum saponaceum Mex.
Tricholoma Tricholoma FA-2022-004 | Meéxico Cuajimalpa, Fal'ga Este trabajo
saponaceum equestre CDMX enviar
Trlcholoma aff | Tricholoma aff. GO-2009-70 | Meéxico Temascaltepec, KT875117 GenBank
intermedium equestre Edo. Mex.
. - El Contadero,
Tricholomaaff | Tricholoma aff. | HC-PNNT- México Zinacantepec KT875116 | GenBank
intermedium equestre 280
Edo. Mex.
Tricholoma Tricholoma FA-2022-007 | Meéxico Mercgdo de Falt_a Este trabajo
aestuans equestre Jamaica, CDMX enviar
Tricholoma Tricholoma FA-2022-008 | Meéxico Mercgdo de Fal'ga Este trabajo
aestuans equestre Jamaica, CDMX enviar
Tricholoma GSMC 2le...b | Secuencia del Meéxico Ixtl4n, Oaxaca Fal'ga Este trabajo
aestuans 3b suelo enviar
Tricholoma GSMC_b92...2 | Secuencia del Meéxico Ixtlan, Oaxaca Falta Este trabajo
aestuans 03 suelo enviar
Tricholoma GSMC dcf...b3 = Secuencia del Meéxico Ixtl4n, Oaxaca Fal'ga Este trabajo
aestuans 3 suelo enviar
. . Parada del
;;'\/C:\Ioilrzr:s eTrllJcer;i)rlgma FA-2022-015 = México Hongo, eFr?\I/EZr Este trabajo
4 Chignahuapan
Tricholoma Tricholoma La Puerta,
EA-2008-169 = México Zinacantepec, KT875119 GenBank
equestre 1 equestre
Edo. Mex.
- - Agua Bendita,
Tricholoma Tricholoma CB- 2008- Meéxico Amanalco, Edo. Fal'ga Este trabajo
equestre 1 equestre 0833 Mex enviar
Tricholoma Tricholoma FA-2021-006 | México Lagunas de Falta Este trabajo
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Especie
filogenética

equestre 1

Tricholoma
equestre 1

Tricholoma
equestre 2

Tricholoma
equestre 2

Tricholoma
equestre 2

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma c.f.
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
equestre

Identificacion
del voucher

equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

GSMC _d4c...3
45

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

GSMC_Icd...9
15

GSMC _30c...b
e2

GSMC _eeb...e3
f

Tricholoma c.f.
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
equestre

Voucher

FA-2022-020

AR-2009-820

AR-2009-
09794

Secuencia del
suelo

CB-2008-443

FA-2021-002

FA-2022-001

FA-2022-003

FA-2022-006

Secuencia del
suelo

Secuencia del
suelo

Secuencia del
suelo

MQ20-
pat0196

SDR
MyCoPortal #
4952129

WTU-F-
073402

FlCar

HDT54614

Secuencia del
suelo

Pais

Meéxico

Meéxico

Meéxico

Meéxico

México

Meéxico

México

Meéxico

Meéxico

Meéxico

Meéxico

Meéxico

Canada

EUA

EUA

Canada

EUA

EUA
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Localidad

Zempoala, Edo.
Mex.

Parada del
Hongo,
Chignahuapan

San Bartolo
Amanalco, Edo.
Mex.

San Juan
Amanalco, Edo.
Mex.

El Zembo,
Hidalgo

Corral de Piedra,
Amanalco, Edo.
Mex.

Mercado de
Jamaica, CDMX

Cuajimalpa,
CDMX

Cuajimalpa,
CDMX

Mercado de
Jamaica, CDMX

El Zembo,
Hidalgo y
Tequila, Jalisco

El Zembo,
Hidalgo

El Zembo,
Hidalgo y
Tequila, Jalisco

Quebec

Wisconsin, Cable,
Condado Banfield

Campbell Tract,
Far North, Parque
Bicentennial

Columbia Britanica

Nuevo México

Quartz Creek
Campground,
Seward Ranger
District

ITS No.

enviar

Falta
enviar

KT875120

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

MW627968

MK575455

ON787721

HQ650740

AF349689

OM506542

Referencia

Este trabajo

GenBank

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

GenBank

GenBank

GenBank

Kranabetter
et al. (2009)

Bidartondo y Bruns
(2001)

GenBank



Especie
filogenética

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma cf.
equestre

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
equestre

Tricholoma
umbonatum

Tricholoma
columbetta

Tricholoma
columbetta

Tricholoma
joachimii

Tricholoma
citrinum

Tricholoma
citrinum

Tricholoma
joachimii
Tricholoma

joachimii

Tricholoma
giaomianjun

Tricholoma
giaomianjun

Tricholoma

Identificacion
del voucher

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma cf.
equestre

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
equestre

Tricholoma
umbonatum

Tricholoma
columbetta
(Neotipo)

Tricholoma
columbetta

Tricholoma
joachimii

Tricholoma
citrinum
(Holotipo)

Tricholoma
citrinum

Tricholoma
joachimii
Tricholoma
joachimii

Tricholoma
giaomianjun
(Holotipo)

Tricholoma
giaomianjun

Tricholoma

Voucher

EqFrl

C-F-58886

DBG:23922

Secuencia del
suelo

DBG:23967

MQ20-
HL1640-
QFB32587

TRTC156996

DBG:18376

C-F-101490

C-F-58898

HO51046

O F 167194

KUN-
HKAS71086

MB305716

BILAS51238

TRgmb00600

KUN-
HKAS101303

KUN-
HKAS115901

MB305676

Pais

Francia

Dinamarca

EUA

EUA

EUA

Canada

Canada

EUA

Italia

Dinamarc
a

Noruega

Noruega

China

China

Lituania

Italia

China

China

China
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Localidad

Jylland, Hoverdal
Plantage

Colorado, Clear
Creek County,
Arapaho National
Forest, Pense
Mountain

Alaska
Colorado, Boulder
County, Roosevelt
National Forest,

Fourth-of-July Road

Quebec,
Tadoussac

Ontario, Wildlife
Research Station

Colorado, Grand
County, Arapaho
National Forest

Mel, Belluno.
Veneto

Jylland, Skivum
Krat

Akershus,
Baearum, Borya

Yunnan

Yunnan

Baselga di Piné,
Trentino

Yunnan

Yunnan

Yunnan

ITS No.

HM590870

LT000018

MF034203

MW597173

MF034204

MW628107

JN021104

MF034267

LT000114

LT000017

AF349693

LT222022

MW724356

MF034262

KY937184

LT000106

0OK036719

0K036720

MF034261

Referencia

Moukha et al. (2013)

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

Reschke et al. (2018)

GenBank

Reschke et al., (2018)

GenBank

Dentinger et al.,
(2011)

Reschke. et al.
(2018)

Heilmann-Clausen
etal. (2017)

Heilmann-Clausen
et al. (2017)

Bidartondo y Bruns
(2001)

Heilmann-Clausen

et al. (2017)

Cui et al.(2022)

Reschke et al. (2018)

GenBank

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

Cui et al.(2022)

Cui et al.(2022)

Reschke et al. (2018)



Especie
filogenética

equestre

Tricholoma
ulvinenii

Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
columbetta
Tricholoma
columbetta
Tricholoma
sejunctum

Tricholoma
sejunctum

Tricholoma
sejunctum

Tricholoma
sejunctum

Tricholoma
equestre
Tricholoma
leucophyllum
Tricholoma
joachimii
Tricholoma
frondosae
Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
sinoacerbum

Tricholoma
sinoacerbum

Tricholoma
saponaceum

Tricholoma
saponaceum

Tricholoma
saponaceum

Tricholoma
saponaceum
Tricholoma
saponaceum

Identificacion
del voucher

equestre

Tricholoma
ulvinenii

Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
columbetta
Tricholoma
columbetta
Tricholoma
sejunctum

Tricholoma
sejunctum

Tricholoma
sejunctum

Tricholoma
sejunctum

Tricholoma
equestre
Tricholoma
leucophyllum
Tricholoma
joachimii
Tricholoma
frondosae
Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
sinoacerbum
(Holotipo)

Tricholoma
sinoacerbum
(Paratipo)

Tricholoma
saponaceum

Tricholoma
saponaceum

Tricholoma
saponaceum

Tricholoma
saponaceum
Tricholoma
saponaceum

Voucher

H6002036
AuFrl
AuFr3
Aulal

AulJa2

FIUs! (trh545)

T. columbetta
UsS
T. columbetta
Po

C-F-58979
JMP0091

17891

Cht43

MushroomObse
rver.org/237910
UBCOGTR047
Ss

C-F-96262
C-F-59243

DAVFP:26245

GDGM:44680

GDGM:44707

MB<DEU-
Marburg:30304
2

MB<DEU-
Marburg>:0026
82

MB<DEU-
Marburg:30574
1

CWH_MK7

KUN-HKAS
79747

Pais

Finlandia
Francia
Francia
Japon
Japon

EUA

Noruega
Portugal
Italia
EUA

Italia

EUA

México
Canada
Suecia

Francia

Canada

China

China

Ucrania

Austria

China

Canada

China
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Localidad

Satakunta, Jamijarvi,
Hameenkangas

Lacanau, costa
Atlantica,
Carcans, Costa
Atlantica

Oregon Dunes
National Recreation
Area

Toscana, Cipressa di
Agnese

Tennessee

Nevado de Toluca,
Edo. Mex,

Gotland

Franche-Comté¢,
Winkel

Provincia de
Guangdong, Reserva
Nacional Natural
Xiangtoushan
Provincia de
Guangdong, Reserva
Nacional Natural
Xiangtoushan

Uholka-Schyroky;j
Luh

Vorarlberg,
Kleinwalsertal,
Rietzlern

Yunnan, Borde con
Tibet

Yunnan

ITS No.

LT000067

HM590867

HMS590869

AB289659

AB289660

AF458449

AF349693

EU186277

LT000110

EU819447

MZ005499

KX358015

MHO051999

EU597086

LT000177

LT000075

JF899574

KT160219

KT160220

MF034315

MF034287

MF034325

0Q410962

MW724335

Referencia

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

Moukha et al. (2013)
Moukha et al. (2013)
Kikuchi et al. (2007)

Kikuchi et al. (2007)

GenBank
Bidartondo y
Bruns (2002)
GenBank

Heilmann-Clausen. et
al., (2017)

Palmer, Lindner, y
Volk. (2008)

Giusti et al.

(2021)

Ben Hassine Ben Ali
y Garrett Kluthe
(2016)

GenBank

Jones et al. (2008)

Heilmann-Clausen. et
al. (2017)

GenBank

GenBank

Hosen et al. (2016)

Hosen et al. (2016)

Reschke et al. (2018)

Reschke et al. (2018)

GenBank

GenBank

Cui et al. (2022)



Especie

filogenética
Tricholoma
intermedium

Tricholoma
intermedium

Tricholoma
intermedium

Tricholoma
intermedium

Tricholoma
intermedium

Tricholoma
aestuans
Tricholoma
aestuans
Tricholoma
aestuans

Tricholoma
aestuans

Tricholoma
aestuans

Tricholoma
arvernense

Tricholoma
arvernense

Tricholoma
floridanum

Tricholoma
floridanum

Tricholoma
floridanum
Tricholoma
fumosoluteum

Tricholoma
fumosoluteum

Tricholoma
fumosoluteum

Tricholoma
odorum

Tricholoma
odorum

Tricholoma

odorum

Tricholoma
palustre

Tricholoma
palustre

Tricholoma

Identificacion
del voucher

Tricholoma
intermedium

Tricholoma
intermedium

Tricholoma
intermedium

Tricholoma
intermedium

Tricholoma
intermedium

Tricholoma
aestuans
Tricholoma
aestuans
Tricholoma
aestuans

Tricholoma
aestuans

Tricholoma
aestuans

Tricholoma
arvernense

Tricholoma
arvernense

Tricholoma
floridanum

Tricholoma
floridanum

Tricholoma
floridanum
Tricholoma
fumosoluteum

Tricholoma
fumosoluteum

Tricholoma
fumosoluteum

Tricholoma
odorum

Tricholoma
odorum

Tricholoma

odorum

Tricholoma
palustre

Tricholoma
palustre

Tricholoma

Voucher

WTU-F-078489

Mushroom
Observer
248348

WTU-F-073028

MQ20-
HRL1235-
QFB32624

WTU-F-073014

C-F-58885
C-F-59265

MO0440120

MQ20-
HL0600-
QFB31075

WTU-F-073198

MQ22-
YLA4388a-
CMMF024674

DBG:18239

iNaturalist
#19642386

FLAS-F-60525

FLAS-F-60212

MO440128

MQ22-
KEG030-
HRL3451
MQ21-
CMMF002067
S.D. Russell
iNaturalist
#8804217

NY:03817516

MQ20-
HRLO0876-
QFB32614
MQ20-
HRL2173-
QFB32641
PBM 2494
(CUW)
Massachusetts
1K-00534

Pais

EUA

EUA

EUA

Canada

EUA

Suecia
Dinamarca

EUA

Canada

EUA

Canada

EUA

EUA

EUA

EUA

EUA

Canada

Canada

EUA

EUA

Canada

Canada

EUA

Polonia

63

Localidad ITS No.

Crow Creek Rd  OQ987878

Arizona, Apache Co. MN319562

Washington, Bosque

Nacional Colville MZz054353

Quebec, Amos MW628078

Washington, Bosque

Nacional Colville MW597198
Pend Oreille
Medelpad, Harraan = LT000153
Jylland, Haarup LT000007
Sande
New Jersey ON129187
Quebec, Amf)s, Lac MW627981
Dudemaine
Oregon, Sand Lake,
Tillamook MW397311
Notre-Dame.-de-la- ON256899
Merci
Colorado, Condado
Grand Bosque MF034264
Nacional Arapahoe
New Jersey, Costa
Atlantica, Parque = MW582882
Estelle Manor
Florida, Condado
Alachua, Parque MH281845
Gum Root
MF074785
New Jersey ON12919%4
Quebec, Kegaska ON256904
Quebec, St-Adolphe- ON256895
d'How.
Indiana MN892576
Massachusetts, ON179790
Pelham
Quebec, Ste-Anne-
de-Bellevue, MW628090
Arboretum Morgan
Quebec, Ste-Anne-
de-Bellevue, MW628111
Arboretum Morgan
Massachusetts DQ494699
- KX610716

Referencia

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

Heilmann-Clausen. et

al. 2017)

Heilmann-Clausen. et

al. 2017)

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

Reschke. et al. (2018)

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

Matheny. et al.
(2006)

GenBank



Especie Identificacion | Voucher  Pais Losalfek ITS No. Referencia
filogenética | del voucher

populinum populinum
Tricholoma Tricholoma .
. . 1K-00533 Polonia - KX610715 GenBank
populinum populinum
Tricholoma Tricholoma MQ19- ,
subluteum subluteum CMMF003258 Canada Quebec, Bromont = MW628131  GenBank
Quebec, Saint-
. . MQ20- Stanislas, Parc
STJLCIEE’EISQ"" Iﬁ:gﬁma HRL3126-  Canadd Batiscan, Murphy, = MW628024 GenBank
QFB32659 Le Buis
. . MQ20-
Tricholom Tricholom
Subclufegma sub‘iu:’egma HL1065- Canadd  Quebec, St-Adolphe  MW627902  GenBank
QFB31082
Tricholoma Tricholoma DED4539 EUA i AY462039 Comandini et al.
sulphureum sulphureum (2004)
Tricholoma Tricholoma MC95-188 Dinamarca i AY462038 Comandini et al.
sulphureum sulphureum (2004)
Tricholoma Tricholoma MC96-245 Dinamarca i AY462037 Comandini et al.
sulphureum sulphureum (2004)

Tabla 6. Secuencias utilizadas para el analisis filogenético, incluyendo las secuencias de
diferentes partes del mundo, las de México y las obtenidas en este trabajo (ambas se

encuentran en negritas).

9.2 Secuencias utilizadas para el analisis filogenético del complejo Tricholoma equestre s.1.
y la red de haplotipos

A continuacion, en la tabla 7 se presenta una tabla con los datos de las secuencias utilizadas
para la generacion de la matriz “Complejo Tricholoma equestre s.l.”, con los datos de

identificacion voucher, pais de procedencia, localidad, nimero de ITS y referencias.

Especie Identificacion | Voucher Pais Localidad ITS No. Referencia
filogenética | del voucher

Tricholoma Tricholoma - Parada del Falta .
flavovirens equestre FA-2022-015 | Mexico Hongo, enviar Este trabajo
a Chignahuapan
Tricholoma Tricholoma La Puerta,
equestre 1 equestre EA-2008-169 = México Zinacantepec, KT875119 GenBank
d 4 Edo. Mex.
. . Agua Bendita,
Tricholoma Tricholoma CB- 2008- Meéxico Amanalco, Edo. Fal';a Este trabajo
equestre 1 equestre 0833 Mex enviar
. . Lagunas de
Tricholoma | Tricholoma | £ 5021.006 | México | Zempoala, Edo. | "2/
equestre 1 equestre Mex enviar
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Especie
filogenética

Tricholoma
equestre 1

Tricholoma
equestre 2

Tricholoma
equestre 2

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
equestre 3

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
ulvinenii

Tricholoma
ulvinenii

Tricholoma
ulvinenii

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
equestre

Identificacion
del voucher

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
ulvinenii

Tricholoma
ulvinenii

Tricholoma
ulvinenii

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
equestre

Voucher

FA-2022-020

AR-2009-820

AR-2009-
09794

CB-2008-443

FA-2021-002

FA-2022-001

FA-2022-003

FA-2022-006

KUN-
HKAS87149

C-F-59188

HDT54614

C-F-96227

C-F-59084

H6002036

TUR-
JuV26740F

TUR-
JuV13229F

MB301506

MB305549

KGP52

MushObs#2242
14

Pais

Meéxico

Meéxico

Meéxico

México

Meéxico

México

Meéxico

México

China

Suecia

EUA

Eslovenia

Dinamarca

Finlandia

Finlandia

Finlandia

China

China

EUA

EUA
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Localidad

Parada del
Hongo,
Chignahuapan

San Bartolo
Amanalco, Edo.
Mex.

San Juan
Amanalco, Edo.
Mex.

Corral de Piedra,
Amanalco, Edo.
Mex.

Mercado de
Jamaica, CDMX

Cuajimalpa,
CDMX

Cuajimalpa,
CDMX

Mercado de
Jamaica, CDMX

Yunnan

Jamtland,
Fillstabacken

Nuevo México

Gorizia, Idria

Jylland, Mols

Satakunta, Jamijarvi,
Hameenkangas

Satakunta, Alastaro,
Virttaankangas

Varsinais-Suomi,
Dragsfjard, Olmos

Yunnan

Yunnan

Indiana, Centerville,
Wayne County

ITS No.

Falta
enviar

KT875120

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

Falta
enviar

MW724346

LT000168

AF349689

LT000140

LT000023

LT000067

LT000069

LT000068

MF034239

MF034257

DQ822834

MK607484

Referencia

Este trabajo

GenBank

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Cui et al.(2022)

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

Bidartondo and
Bruns (2001)

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

Reschke et al. (2018)

Reschke et al. (2018)

Peay et al. (2007)

GenBank



Especie
filogenética

Tricholoma
equestre

Tricholoma
auratum

Tricholoma
auratum

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
var. populinum
Tricholoma
frondosae
Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens

Tricholoma sp

Tricholoma
equestre

Identificacion
del voucher

Tricholoma
equestre

Tricholoma
auratum

Tricholoma
auratum

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum
Tricholoma
auratum
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
var. populinum
Tricholoma
frondosae
Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens

Tricholoma sp

Tricholoma
equestre

Voucher

KUN-
HKAS49645

Auja3

Auja4

MC96155

EqFrl

C-F-58886

AP35

AuFr2
AuFr3
Aulal
AulJa2
EqFr3
EqNo

EqPo

EqFrPop

FrFr
FrFr

FlCar

FIUs! (trh545)

FIUs2 (trh546)

F1Us3

FIPol (AP25)
FIPo2 (AP21)
FIPo3 (AP40)
FIPo4 (AP33)

UmplI2r3

MB<DEU-
Marburg>:3056

Pais

China

Japon

Japon

Dinamarca

Francia

Dinamarca

Portugal

Francia
Francia
Japon
Japon
Francia
Noruega

Portugal

Francia

Francia

Canada

EUA

EUA

EUA
Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
EUA

China
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Localidad

Yunnan

Jylland, Bakkerne
near Oersted

Jylland, Hoverdal
Plantage

Mont-de-Marsan Sur
de Francia

Carcans, Costa
Atlantica

Puy-de-Dome

Haut-Rhin

Columbia Britanica

Oregon Dunes
National Recreation
Area

Oregon Dunes
National Recreation
Area

Yunnan, Shangri-La

ITS No.

MW724470

AB289663

AB289662

LT000020

HM590870

LT000018

EU186305

HM590868

HM590869

AB289659

AB289660

HM590872

AJ236081

EU186278

HM590875

JF896232

HQ650740

AF458449

AF458452

AF377181

EU186297

EU186294

EU186310

EU186304

AF377180

MF034261

Referencia

Cui et al.(2022)

Kikuchi et al. (2007)

Kikuchi et al. (2007)

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

Moukha et al. (2013)

Heilmann-Clausen et
al. (2017)

GenBank

Moukha et al. (2013)
Moukha et al. (2013)
Kikuchi et al. (2007)
Kikuchi et al. (2007)
Moukha et al. (2013)
GenBank

GenBank

Moukha et al. (2013)

Moukha et al. (2013)

Kranabetter
et al. (2009)

Horton (2002)

Horton (2002)

Bidartondo y Bruns
(2002)

GenBank
GenBank
GenBank

GenBank

Bidartondo y Bruns
(2002)

Reschke et al. (2018)



Especie
filogenética

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
equestre

Tricholoma sp

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma sp

Tricholoma
equestre
Tricholoma
frondosae
Tricholoma
equestre
Tricholoma
frondosae
Tricholoma
frondosae

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre var.
equestre
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
equestre

Tricholoma
ulvinenii

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma

Identificacion
del voucher

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
equestre

Tricholoma sp

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma
frondosae

Tricholoma sp

Tricholoma
equestre
Tricholoma
frondosae
Tricholoma
equestre
Tricholoma
frondosae
Tricholoma
frondosae

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre var.
equestre
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
equestre

Tricholoma
ulvinenii

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma

Voucher

76
MushroomObse
rver.org/237910

DBG:18376

TRTC156996

DBG:23922

PerCr2339

MB<DEU-
Marburg>:3019
79

MB<DEU-
Marburg>:3020
08

MB<DEU-
Marburg>3019
93

DBG:23967

WYOMI.1
4458

1259
EqFr2

C-F-59395

WA000005227
8

TENN:062900

UP601

2352-QFB-
25619

DAVFP:26245

1122

UBC F-30896

trh894

trh901

Pais

México

EUA

Canada

EUA

EUA

China

China

China

EUA

EUA
Canada
Turquia
Francia
Suecia

Polonia

Suecia

Suecia

Canada

Canada

Canada

Canada

EUA

EUA
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Localidad

Nevado de Toluca,
Edo. Mex,
Colorado, Grand
County, Arapaho
National Forest
Ontario, Wildlife
Research Station
Colorado, Clear
Creek County,
Arapaho National
Forest, Pense
Mountain

Yunnan, Yulong
Xue Shan

Yunnan, Yulong
Xue Shan

Yunnan, Yulong
Xue Shan

Colorado, Boulder
County, Roosevelt
National Forest,
Fourth-of-July Road

Balikesir
Puy-de-Dome

Jamtland, Kyckaas

Orebro, Hidinge
Socken, Klunkhytte
Skans Reserva
Natural

British Columbia,
Graham Island,

Oregon Dunes
National Recreation
Area

Oregon Dunes

ITS No.

MHO051999

MF034267

IN021104

MF034203

AF349690

MF034245

MF034308

MF034247

MF034204

AF377179

KJ705260

KY121108

HM590871

LT000169

KX756437

KU058513

EF493263

KJ705258

JF899574

KJ705259

MF955179

AF458450

AF458451

Referencia

GenBank

Reschke. et al. (2018)

Dentinger et al.
(2011)

Reschke et al. (2018)

Bidartondo y Bruns
(2002)

Reschke et al. (2018)

Reschke et al. (2018)

Reschke et al. (2018)

Reschke et al. (2018)

Bidartondo y Bruns
(2002)

GenBank
GenBank
Moukha et al. (2013)

GenBank

Kasper-Pakosz et al.
(2016)

Sanchez-Garcia y
Matheny (2015)

Nygren (2008)

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank

GenBank



Especie
filogenética

flavovirens

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
equestre
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
auratum

Identificacion
del voucher

flavovirens

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens

Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
Tricholoma
equestre
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
equestre
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
flavovirens
Tricholoma
auratum

Voucher

trh1000

trh1023

AP38
AP26
DG26
AP31
AP28
AP12
AP20

AP17

WA000005226
8
WA000007100
6

1181
1119
AP24

AP13

WA000005226
9

AP16
AP9
AP36
AP23
AP1
AP29
AP3
AP7
AP44

Tk6 clone2

Pais

EUA

EUA

Portugal
Portugal
Escocia

Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Polonia

Polonia

Turquia
Turquia
Portugal
Portugal
Polonia

Polonia

Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Portugal
Portugal

Japon
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Localidad

National Recreation
Area
Oregon Dunes
National Recreation
Area
Oregon Dunes
National Recreation
Area

Bosque Culbin

Mazovia
Mugla

Balikesir

ITS No.

AF458453

AF458454

EU186308

EU186299

JQ888216

EU186303

EU186300

EU186286

EU186293

EU186291

KX756435

MK028869

KY121110

KY121109

EU186296

EU186287

KX756436

EU186290

EU186284

EU186306

EU186295

EU186298

EU186301

EU186282

EU186283

EU186313

AB289661

Referencia

GenBank

GenBank

GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank

GenBank

Kasper-Pakosz et al.
(2016)

GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank

GenBank

Kikuchi et al.,
(2007)



Tabla 7. Secuencias utilizadas para el analisis de redes de haplotipos, solo con las secuencias

del complejo T. equestre de México (se encuentran en negritas) y otras partes del mundo.

9.3 Andlisis filogenético de las especies amarillas de Tricholoma

Se obtuvieron 22 secuencias de ITS que corresponden a ocho especies de tricolomas amarillos
comestibles a la venta en mercados o recolectados por hongueros. En ambos arboles se
distingue el clado que se denominé como Tricholoma equestre s.l, donde se asume que existen
especies del complejo Tricholoma equestre en México con T. equestre 1 y 2, ademas de T.
flavovirens que se separa en un clado distinto al de las anteriores secuencias. También se
encontrd coincidencia nucleotidica con especies fuera del complejo como T. aestuans, T.
intermedium, T. saponaceum y T. sinoacerbum. En la topologia (Figura 10), se eligié como
grupo externo a Tricholoma fumosoluteum, representado por tres secuencias norteamericanas
(nimero de acceso de GenBank ON256904, ON256895 y ON129194). Mas adentro del arbol,
se formd un gran clado donde se encuentra una secuencia mexicana del suelo (GMSC T.
squarrulosum) junto con secuencias de Tricholoma arvernense. De este, se deriva un grupo que

contiene a Tricholoma populinum.
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ON256899 T.arvernense Canada
MF034264 T.arvernense EUA
KX610716 T.populinum Polonia
KX610715 T.populinum Polonia
GO 2012 18 T.c.f.sinoacerbum Mexico
KT160220 Tsinoacerbum China
KT160219 Tsinoacerbum China
AY462037 T.sulphureum Dinamarca
AY4652038 T.sulphureum Dinamarca
AY462039 Tsulphureum EUA
ON179790 T.odorum EUA
MW628090 T.odorum Canada
MNB92576 T.odorum EUA
00410962 T.saponaceum Canada
MF034287 T.saponaceum Austria
KC152253 T.saponaceum Mexico
MF034315 T.saponaceum Ukrania
MW724335 T.saponaceun China
MF034325 T.saponaceum China
KT875122 T.saponaceum Mexico
KT875121 T.saponaceum Mexico
FA 2022 004 T.saponaceum Mexico
MEKG607544 T.sejunctum EUA
MZ005499 T.sejunctum Italia
LT000110 T.sejunctum ltalia
MW628131 Tsubluteum Canada
MW628024 T.subluteum Canada
MW627902 T.subluteum Canada
MW582882 T floridanum EUA
MH281845 T floridanum EUA
MF074785 T floridanum EUA
EU819447 T.sejunctum EUA
GSMC 21e...b3b T.aestuans Mexico
GSMC dcf...b33 T.aestuans Mexico
GSMC b92...203 T.aestuans Mexico
KX358015 Tsejunctum EUA
MW628111 T.palustre Canada
DQ494699 T.palustre EUA
LTO00153 T.aestuans Suecia
LTO00007 T.aestuans Dinamarca
FA 2022 008 T.aestuans Mexico

FA 2022 007 T.aestuans Mexico
ON129187 T.aestuans EUA
MW627981 T.aesiwans Canada
MW597311 T.aestuans EUA
LTO00063 T.umbonatum Dinamarca
LT000114 T.umbonatum Ialia
LT00001 7 T.columbetta Dinamarca
EU186277 T.columbetta Portugal
AF349693 T.columbetta Noruega

EU597086 T.leucophyllum Canada
HMS590876 T joachimii Francia
OK036720 T.qiaomianjun China

-0.97 ‘OK36719 T.gicomianjun holotipo China
LTO001 77 T joachimii Suecia
LTO00106 Tjoachimii ltalia
‘KY937184 Tjoachimii Lituania

LT000075 T.frondosae Francia
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'KT875116 T.aff.intermedium Mexico
LT222022 T joachimii Noruega
724356 T.citrinum holotipo China
262 T.citrinum China
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IN021104 T flavovirens Canada
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GSMC 30c...be2 T.equestre Mexico
ON787721 T.equestre EUA
OM506542 Tequestre EUA
AF349689 T.flavovirens EUA
MW628107 T. cf equestre Canada
MW587173 T.fronodsae EUA
MF034204 T.frondosae EUA
HQ650740 T.flavovirens Canada
KT875120 T.equestre 2 Mexico
GSMC ddc...345 T.equestre 2 Mexico
GSMC 1ed...915 T. equestre 2 Mexico
FA 2022 006 T.equestre 2 Mexico

FA 2022 003 T.equestre 2 Mexico

FA 2022 001 T.equestre 2 Mexico

FA 2021 002 T.equestre 2 Mexico
CB2008443 T.equestre 2 Mexico
MF034261 T.equestre China
LTO00067 T.ulvinenii Finlandia

FA 2021 006 T.equestre 1 Mexico
MH051999 T.equestre 1 Mexico
KT875119 T.equestre 1 Mexico

FA 2022 020 T.equestre 1 Mexico

FA 2022 015 T.flavovirens Mexico

s la

HM5890870 T.equestre Francia
HM590869 T.auratum Francia
HMS590867 T.auratum Francia
AB289660 T.auratum Japon
AB289659 Tauratum Japon
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Figura 10. Topologia obtenida a partir del analisis filogenético de la region obtenido con
PhyML y un analisis bayesiano. Se presentan los valores de soporte de maxima verosimilitud
y probabilidad posterior de los nodos correspondientes. Se observan en negritas las muestras

mexicanas con voucher y las muestras del suelo. El gran clado marcado con color amarillo,

hace referencia al complejo Tricholoma equestre s.I.

Por otro lado, las secuencias mexicanas provenientes de esporomas, se agruparon entre ellas
con la excepcion de la secuencia GO-2012-18. Esta tltima, se agregd con secuencias de la
especie china Tricholoma sinoacerbum en uno de los clados mas externos, representado de
color morado. Se le dio el nombre de Tricholoma c.f. sinoacerbum ya que la secuencia
mexicana es similar, pero con diferencias que la separan de la especie china (valores de soporte
83% de maxima verosimilitud (MV) y mediante el método bayesiano 0.99 de probabilidad
posterior (PP)).

El siguiente clado se observa de color azul y contiene Ginicamente secuencias de Tricholoma
saponaceum, con las que se agrupa la secuencia mexicana KC152253 (MV de 98 % y 1 de PP).
De este gran clado se deriva otro donde se agruparon tres secuencias mexicanas KT875121, FA
2022 004 y KT875122 (98% de MV y 1 de PP). Se le dio el nombre de Tricholoma saponaceum.
Posteriormente, se form6 un clado que contiene otros dos clados (99% de MV y 1 de PP). En
el primero contiene un grupo de secuencias de la especie Tricholoma sejunctum (79% de MV
y 1 de PP). Del mismo se desprende otro clado con secuencias identificadas como Tricholoma
subluteum y Tricholoma floridanum (99% de MV y 1 de PP). En este clado, no se encuentra

ninguna secuencia mexicana.

A este clado, le sigue otro de color verde, conformado principalmente por secuencias de
Tricholoma aestuans (100% MV y 1 de PP). A su vez, contiene un clado donde se encuentran
las secuencias del suelo mexicanas GSMC 2le...b3b, GSMC b92...203 y GSMC_dcf...b33
(sin soporte de MV y 0.95 de PP). Dentro del mismo clado verde, se encuentra un grupo que
contiene dos secuencias provenientes de ejemplares mexicanos: FA 2022 007, y FA 2022 008,
que recibieron el nombre de Tricholoma aestuans (100% de MV y sin soporte de PP). Por otro
lado, mas adentro del arbol hay una segunda agrupacion en donde se encuentran secuencias
bajo el nombre de Tricholoma columbetta, la nueva especie china Tricholoma giaomianjun y
secuencias de Tricholoma joachimii (81% de MV y 0.98 de PP). Dentro de otro gran clado se

encuentran las secuencias de Tricholoma intermedium (100% de MV y 1 de PP). También en
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este clado se observa otro grupo con la especie china de nombre T. citrinum y un clado mas
donde se encuentran las secuencias mexicanas (KT875116 y KT875117) que debido a la
cercania que tienen con las especies antes mencionadas, se nombraron como Tricholoma aff.

intermedium.

Finalmente, hay un gran tercer clado de color amarillo, se reconocié como el complejo
Tricholoma equestre s.l. En este clado aparecen dos secuencias mexicanas del suelo (GSMC
eeb...e3f T. equestre y GSMC 30c...be2 T. equestre), sin agruparse con secuencias de
esporomas. Después se conformo un clado donde se forman dos grupos que podrian representar
nuevas especies del complejo (83.2% de MV y 0.99 de PP). El primer grupo contiene una
secuencia ambiental y dos secuencias de ejemplares mexicanos (GSMC_d4c...345, KT875120

y AR200909794), a los cuales se les asignd el nombre de clado Tricholoma equestre s.1 2.

El grupo més cercano contiene secuencias mexicanas provenientes de ejemplares, pero también
una secuencia del suelo (FA 2021 002, FA 2022 001, FA 2022 003, FA 2022 007, CB2008443
y GSMC lcd...915). A este grupo se le asigné el nombre de Tricholoma equestre s.l. 2. A
partir de aqui, se formo6 un segundo clado que contiene un grupo que tiene secuencias de los
ejemplares mexicanos: KT875119, MH051999, FA 2022 020 y FA 2021 006 (83.6% de MV y
0.99 de PP). En este caso, se le nombrd como el clado Tricholoma equestre s.l. 1. Finalmente,
el ultimo clado del arbol, esta formado por dos grupos. El primero, compuesto por secuencias
norteamericanas nombradas como Tricholoma flavovirens (0.74% de MV y 1 de PP). Con estas,
se agrup6 la secuencia mexicana FA 2022 015, a la que también denominamos como T.
flavovirens. Cercano a este ultimo, se encuentra el segundo clado de Tricholoma auratum,
donde se encuentran principalmente secuencias japonesas y europeas (sin soporte de MV y 1

de PP).

9.4 Analisis filogenético del complejo Tricholoma equestre s.1.

A continuacion, se muestra en la Figura 11, la topologia resultante del analisis filogenético
realizado con las secuencias del complejo Tricholoma equestre s.l. Se obtuvieron en total seis
clados del complejo compuestos por Tricholoma equestre s.s., Tricholoma auratum,
Tricholoma flavovirens, Tricholoma frondosae, Tricholoma equestre 1 y Tricholoma equestre
2.
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Figura 11. Arbol filogenético de la region ITS obtenido a partir de un analisis bayesiano del
complejo Tricholoma equestre, con ¢l modelo GTR: Se observan en negritas las muestras con

voucher mexicanas.

El arbol obtenido se realiz6 tomando como grupo externo a la especie china Tricholoma
citrinum (holotipo: MW724356) y todas las secuencias a nivel mundial referenciadas en
trabajos anteriores del complejo Tricholoma equestre. En la topologia del arbol se muestra el
gran clado amarillo denominado T. equestre s.l., del que se desprende una serie de secuencias
con diferentes nombres en peine, donde se encuentran las secuencias de referencia de las
especies T. intermedium, T. citrinum y T. joachimii. Posteriormente aparecen otros dos clados,
compuestos Unicamente con secuencias mexicanas, que ya habian sido identificados en el
primer analisis de los tricolomas amarillos: T. equestre 1 (78% de MV y 0.99 de PP) y T.
equestre 2 (sin soporte de MV y 1 de PP).

Entre los clados anteriores, se generd otra agrupacion, que contiene secuencias de lo que se
identifico como T. frondosae proveniente de China principalmente (86% de MV y 0.99 de PP).
Por otro lado, mas adentro del arbol se formo un gran clado (sin soporte de MV y 1 de PP) que
contiene a su vez dos grandes grupos. El primero, contiene una serie de secuencias que se
encuentran principalmente bajo el nombre de T. flavovirens provenientes de EUA, Canada y
México principalmente (79% de MV y 1 de PP); ademés de las secuencias norteamericanas,
hay algunas secuencias de T. equestre procedentes de China y dos casos de T. ulvinenii de

Canada y Finlandia.

Finalmente se generd un ultimo gran grupo (sin soporte de MV y 1 de PP), donde se encuentran
dos clados en peine. El primero es un conjunto de secuencias Unicamente europeas, al que
denominamos para este trabajo como T. equestre s.s (70% de MV y sin soporte de PP). En su
mayoria, se encuentran identificadas bajo el nombre de T. equestre y T. flavovirens, aunque
también se encuentran algunos con el nombre de T. auratum. De este mismo gran grupo, se
separa un clado de secuencias de Japon y China que llevan el nombre de T. auratum (100 de
MV y 1 de PP). En este ultimo clado hay solo una secuencia con un nombre distinto,

identificada como T. equestre y proviene de China (MW724470).
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9.5 Red de Haplotipos del complejo Tricholoma equestre
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Figura 12. Red de 48 haplotipos detectados para la region ITS del complejo Tricholoma
equestre s.l. ordenados en una clave de color, por pais de procedencia. Las pequenas lineas
transversales de la red, representan una mutacion. Los circulos de colores representan un
unico haplotipo y son proporcionales al nimero de secuencias que poseen dicho haplotipo.

Los puntos negros representan haplotipos perdidos o no muestreados

Con el andlisis de redes de haplotipos realizado en PopArt, se encontraron en total 48 haplotipos
en las secuencias dentro de lo que se consider6 como el complejo Tricholoma equestre s.l.

(Figura 12). De manera general, se distinguen una serie de grandes grupos de haplotipos: De
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colores rosas intensos a verdes, se agruparon los provenientes de secuencias de Europa central
principalmente. Estos haplotipos representan secuencias provenientes de paises como Portugal,

Francia, Dinamarca, Polonia o Suecia.

En la figura 12 se distingue también un gran grupo norteamericano de colores amarillo, naranja
y rojo que provienen de EUA, Canadd y México. Al igual que el caso europeo, de manera
general se agrupan entre ellos. No obstante, hay un caso donde se segregan cuatro haplotipos
de procedencia tnicamente mexicana. Por otro lado, el Hap 7 de origen mexicano se ve
relacionado directamente con el Hap 42 procedente de Portugal. En colores rosa y lila pastel,
se represent6 al grupo conformado por haplotipos de Japon y China, los cuales estdn claramente

separados del resto.

Finalmente, el gran grupo central donde se encuentran la mayoria de las conexiones entre los
haplotipos. El haplotipo central de este gran grupo: Hap 6 es el que tiene mas conexiones, por
lo que se consideraria como un haplotipo ancestral. Este haplotipo es norteamericano y de ¢l se
deriva Hap 16, el haplotipo que esta presente en secuencias americanas (procedentes de EUA)
y europeas (procedentes de Finlandia). En Norteamérica y Europa es donde se encuentra la

mayor diversidad de haplotipos.

9.6 Descripciones morfoldgicas de los clados mexicanos

Los siete clados (T. cf. sinoacerbum, T. saponaceum, T. aestuans, T. intermedium, T.
flavovirens, T. equestre 1 y T. equestre 2) provenientes de secuencias mexicanas que se
obtuvieron en los andlisis filogenéticos, se describen a continuacion a partir de las

observaciones al microscopio y las descripciones de los ejemplares en fresco.

Tricholoma cf. sinoacerbum Hosen, M. I, Li, T. H., Li, T., Zhong, X. J., y Chen, Y.
Basidiomas con pileo liso, forma y tamafio n/d. Laminas
semiadheridas, delgadas y muy juntas. Estipite fibriloso, subclavado de consistencia carnosa-

fibrosa. Sabor amargo, olor a humedad o tierra mojada.

Pileipellis compuesta por hifas en un arreglo paralelo y
ligeramente entretejido de 3 a 4 um, de forma cilindrica, rojizas en la superficie (Figura 13).
Generan conglomerados en el centro del pileo, formando escamas. Trama himenoforal paralela

con hifas dispuestas en un arreglo notablemente compacto. Basidios clavados, hialinos, de
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pared delgada, con cuatro a dos esterigmas de 15-20 x 4-7 um (Figura 19). Basidiosporas
elipsoides de pared delgada con tonalidades ligeramente amarillo-verdosas, de 4.1-6.1 x 2.0-

4.1 um y un Q = 1.7. No presenta cistidios en el himenio ni reacciones positivas con KOH.

No se reporta como un hongo comestible y fue recolectado durante

el mes de julio en un bosque de Abies religiosa.

Estado de México, El Zarco, Bosque de Abies religiosa, 16 de julio de 2012,
Garibay-Orijel Roberto (GO-2012-18).

Comentarios taxonémicos

La especie china Tricholoma sinoacerbum, que fue la mas cercana
en la filogenia a la secuencia mexicana (GO-2012-18), por lo cual se determin6 como
Tricholoma cf. sinoacerbum; esta especie no es parte del complejo Tricholoma equestre s.l. La
especie china se encuentra dentro de la seccion Megatricholoma (Hosen et al., 2016). Esta
estrechamente relacionada con Tricholoma acerbum (de Europa), Tricholoma japonicum (del
este asiatico) y Tricholoma roseoacerbum (de Norteamérica) conformando un clado (92% de
MV y 1 de PP). De estas tres, T. acerbum en los analisis filogenéticos es su especie mas cercana
y con la que se asemeja morfologicamente. Este grupo de especies tienen una distribucion
geografica especifica que se ha propuesto como una herramienta para diferenciarlas (Hosen et
al., 2016). Este clado no es cercano a Tricholoma equestre s.1., sin embargo, se incluy6 dentro
de este estudio al ejemplar GO-2012-18 debido a que la morfologia es muy similar a la del
complejo. El clado que formd con la especie china tuvo buenos valores de soporte (100 % de

MV y 1 de PP).

T. cf. sinoacerbum se parece a T. sinoacerbum y a T. acerbum
en las coloraciones amarillas del pileo, laminas y estipite, asi como en la coloracién marron en
el centro del pileo presentada por ejemplares maduros. A su vez, Tricholoma sinoacerbum solo
se diferencia en su morfologia de T. acerbum, ya que en que el margen del pileo es débilmente
curvado. Sin embargo, una caracteristica que permite diferenciar a la especie mexicana de las
otras dos, es el sabor, ya que el epiteto “acerbum” significa acre, amargo o agrio, la cual
comparten T. acerbum y T. sinoacerbum, pero no el ejemplar mexicano. Esta es también es una
caracteristica importante de la especie, que lo diferenciaria de los hongos del complejo

“equestre” que presentan usualmente un aroma suave y farinaceo.
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Otra de las diferencias entre T. sinoacerbum y el ejemplar
mexicano es la pileipellis, ya que es una tricodermis donde las células estan dispuestas de
manera perpendicular al contexto del hongo y se indica que son de tipo gelatinoso al mencionar
que son ixotricodermos. Por otro lado, en el ejemplar mexicano se reconoce un arreglo paralelo
y ligeramente entretejido en vez de perpendicular, con coloraciones rojizas en las hifas mas

superficiales.

Asi mismo, el tamafio de las basidiosporas en los ejemplares de T. cf. sinoacerbum de México
(4.1-6.1 x 2.0-4.1 um), en comparacion a la especie T. acerbum (5.2-6.2 x 3.5-4.5 um), como
en el caso de T. sinoacerbum (4-5 x 3.5-4 um), se encuentra en un amplio rango de tamafio, que
podria incluir a la especie china y la europea. No obstante, la medida Q de las basidiosporas
difiere considerablemente entre especies. El ejemplar mexicano tiene una Q de 1.7 que entra
en la descripcion de espora elipsoide. Por el contrario, T. sinoacerbum tiene una Q de 1 a 1.18
que las coloca en una clasificacion de basidiosporas globosas y T. acerbum tiene una Q que va

de 1.1 a 1.5, lo que le confiere la caracteristica de basidiosporas globosas a elipsoides.

En cuanto a los basidios, son clavados, hialinos de pared delgada y por lo general con 4 a 2
esterigmas. Sin embargo, en la especie china se aclara que también puede presentar 3. En cuanto
a los nuevos caracteres que se encontraron en la revision microscopica, ambos son similares en
el sentido de que no presentan cistidios incrustados en el himenio. Tampoco tienen algun tipo

de reaccion quimica en presencia de KOH.

El habitat de la especie china se da en regiones subtropicales en
arboles de hoja ancha y perenne, mientras que el ejemplar mexicano proviene de un bosque de
Abies religiosa. En ambos casos, no se reporta como un hongo comestible, pero tiene

caracteristicas en su esporoma que lo hacen muy similar a los ejemplares del complejo equestre.

Tricholoma cf. sinoacerbum es cercana filogenéticamente con la especie
china (Figura 10). Presenta coloracion amarilla que puede ser semejante a Tricholoma
sinoacerbum, pero se diferencia de la misma porque no presenta un sabor acre. Sus
basidiosporas son elipsoides (4.1-6.1 x 2.0-4.1 um) y no globosas. Su pileipellis es paralela y

no presenta ixotricodermos. En cuanto a sus hospederos, la especie china crece en regiones

78



subtropicales en arboles de hoja ancha y perenne, mientras que el ejemplar mexicano proviene

de bosques de Abies religiosa, especie nativa de México.

Figura 13. Microscopia de T. cf. sinoacerbum: A) Pileipellis observada en H,0, Barra= 10

um; B) Pileipellis observada en KOH, Barra= 10 um; C) y D) Cortes de la lamina observada
en H,0, Barra= 20 um; E) Corte de la [amina observada KOH, Barra= 20 um; F), G) y H)

Basidios observados en H,0 tefiidos con rojo congo, Barra= 6 pm.
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Tricholoma saponaceum (Fr.) P. Kumm, sensu Trudell, S. A. V., Bessette, A. R., y Roody, W. C.
Pileo de campanulado a plano-convexo conforme madura el
esporoma y siempre umbonado (Figura 14). El margen es de recto a decurvado y en algunos
esporomas puede presentarse desgarrado por el maltrato. La superficie del pileo es cerosa,
ligeramente fibrilosa o con escamas grisaceas. Tiene tonalidades de ocres a marrones sobre
todo en el umbo. Sus laminas son de color amarillo crema, de adnadas a sinuadas, lisas en los
bordes, juntas y anchas. Su estipite es cilindrico y puede llegar a ser robusto, de coloraciones
crema, sin ornamentacion y en algunos casos puede presentar coloraciones anaranjadas cerca
de la base. Su contexto es de color blanco y asi permanece después del maltrato. Es entre fibroso
y carnoso-esponjoso al centro. Tiene un aroma frutal, ligeramente farindceo y en ocasiones
agrio. Su sabor puede ser muy sutil, pero también en ocasiones puede adquirir un ligero sabor

picante con el paso del tiempo.

Pileipellis compuesta por hifas cilindricas dispuestas en un
arreglo paralelo, presentan coloraciones ligeramente marrdén-anaranjadas, y de 5 a 7 um de
ancho y no presentan cambios en presencia de KOH, presentan fibulas (Figura 15). Su trama
himenoforal es paralela, y tiende a ser ligeramente ondulada. Hifas de la trama de pared
delgada, hialinas y sin ornamentacion. Puede presentar una leve diferencia en el grosor de las
hifas que en el centro tienden a ser mas globosas. Basidios clavados, de pared delgada, sin
ornamentacion y ligeramente amarillentos. Por lo general tienen de cuatro esterigmas a dos, de
18-27 x 6-8 um (Figura 19). Basidiosporas elipticas, hialinas, lisas y de pared delgada, de 4.1-
6.1 x2.0-4.1 um, con un Q de 1.6. No presentan cistidios en el himenio o pileipellis, ni tampoco

cambios de coloracion en presencia de KOH.

Se trata de hongos recolectados a finales del mes de agosto en bosques
de Pinus, Abies y Pinus-Abies. Se reportdé como comestible en la Feria del Hongo de

Cuajimalpa, Ciudad de México.

Tlaxcala, Parque Nacional la Malinche, Bosque de Pinus-Abies, Bruns
Thomas D., MEXU 26281, (TDB-2010-MEX-15); Estado de México, Raices, Zinacantepec,
Bosque de Pinus, Salgado-Hernandez, MEXU 26690, (HC-PNNT-280); Estado de México,
Las Penas, Amanalco, Bosque de Abies, Burrola-Aguilar, MEXU 26281 (-2008-203) y Ciudad
de México, Feria del Hongo de Cuajimalpa, Fernandez-Armendariz, MEXU 30394, (FA-2022-
004).
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Comentarios taxonomicos

Tricholoma saponaceum, al igual que T. sinoacerbum, no se
encuentra dentro de la seccion Tricholoma del género Tricholoma. Esta especie de tricholoma
amarillo, se encuentra dentro de la seccion Contextocutis, junto con especies como Tricholoma
rapipes, Tricholoma sudum y Tricholoma boudieri (Hosen et al., 2016). D¢ esta seccion, solo
T. saponaceum y T. rapipes son hongos que presentan coloraciones amarillentas que se pueden
asemejar a las del complejo T. equestre s.l. (Hosen et al., 2016). En el analisis filogenético de
este trabajo, se encuentran las secuencias mexicanas (TDB-2010-MEX-15, HC-PNNT-247,
CB-2008-203 y FA-2022-004) junto con secuencias de T. saponaceum de diversas partes del
mundo, formando un clado con buenos valores de soporte (98 de MV y 1 de PP). Otras especies
cercanas filogenéticamente son Tricholoma olivaceum o Tricholoma atrosquamulosum, pero
debido a que no poseen coloraciones amarillentas, sino marrones y grisceas, no se podrian

confundir morfolégicamente con un tricholoma amarillo, como es el caso de T. saponaceum.

En comparacion con el T. saponaceum descrito en Europa, T.
rapipes suele verse con tendencias a los marrones y grises en su coloracion, diferentes a las del
complejo, mientras que T. saponaceum tiende a verse con verdes-olivaceos (Kuo, 2019). Esta
especie se caracteriza por una apariencia altamente variable, por lo que se han descrito muchas
variedades, empero se ha puesto en duda si realmente se trata de entidades discretas. A pesar
de que hay caracteristicas que lo podrian diferenciar de otros tricolomas, como las coloraciones
rosadas-anaranjadas o su sabor y aroma jabonoso, se ha observado que ninguno de estos

caracteres se presenta en todas sus colecciones.

La descripcion de los ejemplares FA-2022-004 (Figura 13) y de TB-2010-MEX-15 coincide
con la de T. saponaceum en una forma del pileo plano-convexa y umbonada, con margenes
decurvados, en su mayoria enteros. La textura de pileo es cerosa, con tonalidades ocres y
marrén en el umbo. En su mayoria, los esporomas presentan un gran nimero de escamas o
fibrillas en toda la superficie. Lo que se conserva de los estipites en los ejemplares provenientes
de etnocolectas, indica que son cilindricos. También es importante destacar que, ademas de
presentar coloraciones amarillo-crema, tienen las tonalidades anaranjadas cercanas a la base, lo

que coincide con algunas descripciones de T. saponaceum en la literatura.
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Una especie muy similar en cuanto a morfologia, es Tricholoma floridanum. Trudell et al.
(2013) mencionan que puede diferenciarse por las coloraciones anaranjadas o rosadas que tiene
T. saponaceum en la base del estipite. No obstante, aqui no es posible corroborar esto ya que
ademads de que no es un caracter constante en la especie, nuestras recolectas fueron obtenidos
de hongueras que cortaron la base de los estipites de la mayoria de los esporomas. Ademas, los
hongos no se encontraban tan frescos y completos debido a los traslados, por lo que se perdieron

algunos caracteres morfologicos.

En el caso del contexto, éste se presentd entre fibroso y esponjoso con un aroma y sabor
farinaceo-frutal a ligeramente picoso, pero no jabonoso. La caracteristica de ser ligeramente
picante con el paso del tiempo, nos puede remitir a la especie Tricholoma fumosoluteum. Esta
se trata de un tricholoma similar, de color marron-amarillento. Suele tener un umbo mas oscuro
y se caracteriza por tener un aroma no distintivo y un sabor levemente picante. Esta especie es

muy comun en Norteamérica y su comestibilidad es desconocida.

Las descripciones en la microscopia de todos los ejemplares,
son similares. Ninguno presenta cistidios y tienen una caracteristica en comun, que es la trama
paralela pero ligeramente ondulada. Ademés de que en algunos ejemplares el grosor de las
c€lulas del centro a las de la periferia varia. El nimero de esterigmas es muy variado en el
género Tricholoma. Sin embargo, aqui se observa un patréon donde puede haber cuatro o dos
esterigmas o incluso ambos en el mismo hongo. Asi mismo, se diferencia claramente del resto

de los tricholomas debido a la presencia de fibulas en las hifas de la pileipellis.

Se menciona que T. saponaceum crece solitario, disperso o en grupos
debajo de coniferas o de maderas duras. Tiene una amplia distribucién en Norteamérica y a
diferencia de la mayoria de los tricolomas, se encuentra a menudo en primavera. La época de
fructificacion es una diferencia importante con respecto a los ejemplares mexicanos. Estos
fueron recolectados entre el mes de agosto y septiembre, en verano. Sin embargo, hay que
considerar que en muchas regiones de México las estaciones no son tan marcadas conforme
mas cerca se localiza un ecosistema del ecuador. En cuanto a su consumo, T. saponaceum es
una especie identificada en la literatura como no comestible. Se podria facilmente confundir
con algun otro tricholoma amarillo, como es el caso de T. equestre. Esto es relevante ya que el
ejemplar FA-2022-004 proviene de una feria del Hongo en Cuajimalpa y se vendid6 como

comestible.
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Resumen taxonomico. La especie mexicana se posiciona en el arbol con secuencias de
referencia de T. saponaceum (Figura 10) y a pesar de que esta especie tiene una amplia
variacion morfologica, coinciden en patrones generales como la forma del pileo y la coloracion
crema-pardo de sus ldminas. Una caracteristica que resalta de este grupo de hongos en
comparacion al resto de los ejemplares mexicanos es que algunos esporomas presentaron
coloracion naranja en el estipite, caracter que solo se relaciona con T. saponaceum. Del mismo
modo, un caracter que l(; diferencia del resto es la presencia de fibulas en las hifas de la
pileipellis. Esta es una especie de amplia distribucion en Norteamérica, por lo que hay
argumentos que apoyan la idea de que a los ejemplares mexicanos se les puede asignar la misma
identidad.
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Figura 15. Microscopia de T. cf. sinoacerbum: A) Pileipellis observada en H,0, Barra= 14
um; B) Pileipellis observada en KOH, Barra= 14 um; C) y D) Fibulas observadas en H,0 ,
Barra= 7 um; E) Corte de la ldmina observada en H,0, Barra= 30 um; F) Corte de la lamina
observada KOH, Barra= 25 pm; G), H) e I) Basidios observados en H, 0 tefiidos con rojo

congo, Barra=4 pm.

Tricholoma aestuans (Fries) Gillet, sensu Bigelow, H. E.

Caracteres macromorfologicos. Pileo por lo general plano-convexo y siempre umbonado.
Margen incurvado y con borde entero. Superficie seca al contacto y con escasas escamas que
cuando se presentan, estan cerca del margen. Coloraciones de amarillo-verdosas a marrones o
marrones-anaranjadas. Los tonos mds oscuros se llegan a encontrar en el umbo (Figura 16).
Laminas sinuadas, muy juntas y anchas, con bordes lisos y en algunos casos ligeramente
onduladas. Tienen coloraciones que van del amarillo palido a pardo. Estipite de cilindrico-
curvado a clavado-inclinado. Color por lo general pardo y ocre en la base, en algunos casos con
apariencia fibrilosa marcada. Su contexto es blanco, con un aroma farinéceo casi imperceptible

y un sabor ligeramente dulce (Figura 16).

Caracteres micromorfologicos. Pileipellis compuesta por hifas cilindricas, dispuestas en un

arreglo paralelo, ligeramente entretejido. De tonalidades marrén-anaranjadas y presentan
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cambios a marrdn-rojizo en KOH, de 5 a 6 um (Figura 17). Trama himenoforal paralela,
compuesta de hifas cilindricas, de pared delgada que suelen ser més globosas en el centro y se
van estrechando en la periferia. Basidios clavados, de pared delgada, sin ornamentacion, de 25-
30 x 7-9 um. Contienen gotas de aceite en su interior, tienen un numero variable de esterigmas
que van de dos a tres e incluso cuatro (Figura 19). Basidiosporas elipsoides, de pared delgada,

sin ornamentacion, de 7.1-8 x 5-6.1 um y conun Q de 1.3 a 1.5.

Son hongos que crecen en bosques de coniferas durante el mes de

agosto. Se reportaron como buenos comestibles en el Mercado de Jamaica de la CDMX.

Ciudad de México, Mercado de Jamaica, Fernandez-Armendariz, MEXU

30396 y 30397, (FA-2022-007 y FA-2022-008)

Comentarios taxonomicos

Tricholoma aestuans es la primera especie de este trabajo que se
encuentra dentro de la seccion Tricholoma y las secuencias de esta especie se agrupan en el
analisis filogenético (Figura 10) con las secuencias mexicanas, bajo buenos valores de soporte
(100% de MV y 1 de PP). Las especies mas cercanas a esta son Tricholoma palustre,
Tricholoma bresadolanum y Tricholoma portentosum (Heilmann-Clausen et al., 2017,
Reschke et al., 2018 y Cui et al., 2022). De las especies anteriores, las que portan coloraciones
amarillas son T. palustre y T. aestuans, siendo esta tltima la mas parecida a las especies del

complejo Tricholoma equestre s.1.

Al igual que en otros casos presentados anteriormente, es
importante considerar que, aunque la superficie de estos hongos es seca, también pudo haber
sido viscida o glutinosa en campo. No obstante, debido a que estos ejemplares fueron obtenidos
en su mayoria de mercados, este caracter se pudo ir perdiendo conforme pasaba el tiempo. Una
caracteristica que poseen los ejemplares es que todos presentan escamas escasas, cerca del
margen cuando se llegan a presentar, en contraste con otros clados donde suelen ser muy

abundantes (Figura 16).

Tricholoma palustre es la especie a la que puede asemejarse en sus caracteristicas fisicas y de
la que se cree que también podria ser sinonimo. Esta especie comparte con T. aestuans un color

grisaceo-marrdn o negruzco sobre el umbo o en parches en el pileo, mientras que los ejemplares
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mexicanos presentan coloraciones marrones anaranjadas. Tricholoma sejunctum también es un
tricholoma similar, pero tiende a ser mas oscuro, tiene fibrillas oscuras y radiales en el
sombrero, asi como ldminas blanquecinas. Sin embargo, los ejemplares estudiados no

presentaron fibrillas radiales y sus ldminas se observaban mas pardas que palidas.

Otra especie con la que comparte caracteristicas es Tricholoma equestre. No obstante, segiun
Trudell et al. (2013), mencionan que aunque puede presentar una coloracion similar, tiene una
superficie mas viscosa y no tiene un sabor acre. En relacion a su nombre, el epiteto “aestuans”,
hace referencia a “caliente” o “ardiente” en referencia a su sabor. Sin embargo, es un caracter
que no se presenta en lo ejemplares mexicanos. Estos hongos se describieron con un sabor

farinaceo-dulce casi imperceptible.

Si se compara con la descripcion de la literatura, los ejemplares
coinciden en el hecho de que tienen basidiosporas elipsoides. Sin embargo, el niimero de
esterigmas difiere ya que en la descripcion de la especie mencionan de cuatro a rara vez dos.
Por otro lado, en los ejemplares observados van generalmente de tres a dos. En la literatura
también se reportan queilocistidios hialinos y en los esporomas estudiados no se reporta ningun
tipo de cistidio. También parecen compartir una trama en arreglo paralelo, con células mas
globosas en el centro. Parte de los caracteres que lo diferencian de una de las especies que mas
se le parece (T. palustre) es que las basidiosporas de este otro hongo son mas ampliamente
elipticas. Asi mismo, los queilocistidios de T. aestuans son mencionados por algunos autores
como Bigelow (1979) como los caracteres mas definitivos para la separacion entre esta especie

y otras del complejo “equestre” como T. flavovirens

Una diferencia ecoldgica entre Tricholoma aestuans y otros
tricolomas amarillentos similares como T. palustre o T. floridanum, es que estos tltimos crecen
debajo de maderas duras (especificamente haya y roble), mientras que el primero se relaciona
principalmente con pinos. Sin embargo, debido a que estos hongos no fueron recolectados en
campo, se desconoce especificamente bajo qué tipo de arbol crecian. T. aestuans parece ser
raro en América del Norte, pero es bastante probable que esta especie sea confundida con T.

flavovirens en vista de la similitud de los caracteres de campo.

A pesar de que los ejemplares mexicanos se encuentran dentro de un

clado bien soportado de T. acerbum, hay algunas caracteristicas morfologicas que los
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distinguen. Mas que presentar coloraciones de amarillo-verdosas a grises-pardas, tiene
tonalidades que, aunque si son amarillo-verdosas, sobre todo en el umbo tiendan més a los
marrones-anaranjadas. En torno a la microscopia coinciden en caracteres como las
basidiosporas elipsoides. También, es de resaltar que tanto la descripcion original como en los
ejemplares mexicanos, la epicutis se llega a observar rojiza en presencia de KOH. Sin embargo,
es un caracter que también presentan los ejemplares mexicanos de T. aff. intermedium. En este
caso, es probable que las diferencias morfoldgicas no sean tan contundentes para definir si se

trata de una especie diferente de T. acerbum.

Figura 16. Ejemplares de mercado de las especies Tricholoma aestuans (A=FA-2022-008 y
B= FA-2022-007) (Barra= 2.8 cm)
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Figura 17. Microscopia de T. aestuans: A) Pileipellis observada en H,0, Barra= 10 um; B)

Pileipellis observada en KOH, Barra= 10 pm; C) Corte de la lamina observada en H,0,
Barra= 25 um; D) Corte de la lamina observada KOH, Barra= 25 um; E), F) y G) Basidios

observados en H,0 y tefiidos con rojo congo, Barra= 6 um.
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Tricholoma aff. intermedium Peck, sensu Trudell, S. A. V., Bessette, A. R., y Roody, W. C.

Pileo plano-convexo dependiendo de la madurez de sus
esporomas, siempre umbonado y glutinoso. Superficie de diversos tonos de marrdn, que se va
atenuando en los bordes donde se presenta tonos amarillentos. El margen es irregular, ondulado,
decurvado y en ocasiones con pequefias granulaciones no fibrilosas. Ladminas de color amarillo,
juntas, sinuadas, a veces con multiples ramificaciones dicotdmicas y lamélulas. Bordes
fimbrados y desgarrados. Estipite inserto y subclavado, colores n/d. Contexto fibroso-
esponjoso, cavernoso de color blanco uniforme y excéntrico. No tiene ni aroma ni sabor

caracteristico.

Pileipellis compuesta por hifas cilindricas alargadas, arreglo
paralelo, ligeramente entretejido, con coloraciones rojizas en presencia de KOH, de 4 a 6 um
(Figura 18). Trama himenoforal paralela, con hifas cilindricas, pero ligeramente torcidas o en
ocasiones mas globosas al centro de la trama. Basidios clavados, de paredes delgadas, sin
ornamentacion, hialinos, de 25-30 x 5-7 um y con dos esterigmas (Figura 19). Basidiosporas
de elipticas a subelipsoides, 4.1-6.1 x 3-5.1 um con un valor Q que va de 1.3 a 1.5, sin
ornamentacion, de paredes delgadas. Su coloracion es de tonalidades verdosas y con un
apéndice hilar pequefio. Es importante resaltar que algunos ejemplares poseen grandes granulos

sobre los basidios que suelen hacerse ligeramente rojizos en presencia de KOH.

Estos hongos se encuentran en los meses de agosto y septiembre. El

ejemplar HC-PNNT-280 se reporto creciendo en un campo de cultivo.

Estado de México, Temascaltepec Garibay-Orijel, MEXU 26730 (GO-2009-
70) y Estado de México, El Contadero, Zinacantepec, campo de cultivo, Martinez-Anastasio,

MEXU 262711 (HC-PNNT-208);

Comentarios taxondémicos

Dentro del analisis filogenético de este trabajo, Tricholoma
intermedium es una especie que se encuentra dentro de la seccion Tricholoma. Las especies que
se encuentran mas cercanas filogenéticamente son Tricholoma leucophyllum, Tricholoma
columbetta y Tricholoma sejunctum (Reschke et al., 2018). De estas especies, la mas similar a
T. intermedium y al complejo equestre por las coloraciones amarillas es T. sejunctum. Sin

embargo, se incluyeron secuencias de esta especie en el andlisis a las cuales no se unieron las
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mexicanas. En cambio, estas se unieron con las secuencias de referencia de T. intermedium en
un clado con buenos valores de soporte (100% de MV y 1 de PP), por lo que es la especie mas

cercana a los ejemplares mexicanos.

En torno a la superficie, el ejemplar GO-2009-70 presentaba
coloraciones cafés en el umbo que se iban haciendo amarillas en el margen y se describe como
glabro. La descripcion de la literatura también hace referencia a su pileo de coloraciones
amarillentas y viscido cuando estd huimedo, de manera que son coincidentes en estos aspectos
(Trudell et al., 2013). Es importante mencionar que, en la literatura separan a Tricholoma
intermedium de la especie Tricholoma equestre por sus laminas blancas. En las recolectas de
este trabajo hay ejemplares con laminas amarillentas, lo cual es una diferencia importante con
la descripcion original. Al igual que en la descripcion de Trudell et al. (2013), el contexto de
GO-2009-70 posee un color blanco intenso uniforme, pero se diferencia ya que no posee un

aroma farinaceo.

Una diferencia importante con la descripcion original, es que
se menciona que, en ocasiones estos hongos poseen queilocistidios de formas variadas en
abundancia, caracter que no fue observado en los ejemplares estudiados. Finalmente, en cuanto
a los basidios, no hay descripciones muy detalladas en la literatura, pero los esporomas

mexicanos parecen mantener un patréon en cuanto a tamafio, forma y coloracion.

Este hongo crece disperso o en grupos, bajo coniferas. Trudell et al.
(2013) reportan a T. intermedium como un hongo comestible, pero se pone en duda esta
afirmacion. De los ejemplares de este estudio no hay informacion que les de el estatus de hongo
comestible. De los ejemplares mexicanos, el caso de HC-PNNT-280 es curioso ya que se
menciona que proviene de un campo de cultivo a principios de septiembre y no se hace
referencia a que estuviera cerca de coniferas. Por otro lado, el ejemplar GO-2009-70 fue
recolectado en el mes de agosto y se describe como un grupo de esporomas dispersos, al igual

que la descripcion original.

Los ejemplares mexicanos en el analisis filogenético aparecen dentro
del mismo grupo de la especie T. intermedium (Figura 10). Coinciden en caracteristicas como
las tonalidades amarillas en el basidioma, las ldminas juntas, la superficie viscida cuando se

encuentra hiimedo o las basidiosporas elipticas. Sin embargo, el hecho de que tienen caracteres
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que los diferencian de esta especie como el color amarillento de las laminas y la ausencia de
queilocistidios, plantean la posibilidad de que sea una especie muy cercana y dificil de
diferenciar solo por su morfologia, como es el caso de otros tricolomas amarillos pertenecientes

al complejo T. equestre s.I.

Figura 18. Microscopia de T. aff. intermedium: A) Pileipellis observada en H,0, Barra= 25
um; B) Pileipellis observada en KOH, Barra= 25 um; C) Corte de la ldmina observada en
H,0, Barra= 30 um; D) Corte de la lamina observada KOH, Barra= 30 um; E), F) y G)

Basidios observados en H, 0 tefiidos con rojo congo, Barra= 6 um.
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Figura 19. Ilustracion de basidios de las especies de tricholomas amarillos fuera del complejo
Tricholoma equestre s.l.: A) Basidios y basidiosporas de T. cf. sinoacerbum, Barra= 18 pm;
B) Basidios y esporas de T. saponaceum, Barra= 18 um; C) Basidios y esporas de T. aff.

Intermedium Barra= 18 pm; D) Basidios y esporas de T. aestuans, Barra= 18 pm.
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Tricholoma flavovirens (Peck), Bull sensu Bigelow, H. E

Pileo convexo o plano-convexo, dependiendo de la madurez de
los esporomas y siempre umbonado, aunque en ocasiones no es tan marcado. Margen
decurvado o incurvado, con bordes enteros y en ocasiones desgarrado. La superficie es seca-
cerosa al contacto y opaca. Presenta escamas aplanadas que se encuentran dispersas en el pileo
de manera homogénea o concentradas en el umbo, pero rara vez se presentan en el margen. La
coloracion de la superficie, tiene un degradado donde predomina el ocre-amarillento, pero
también es ligeramente verdoso, se va haciendo mas oscuro en el umbo. Su umbo es marrén
oscuro, pero los bordes son amarillo-grisaceos. Laminas subadheridas, anchas, juntas y en
ocasiones con el borde desgarrado, amarillas. Estipite clavado con colores que van desde el
amarillo crema al ocre claro en la base. No presenta ornamentacion en su superficie. Contexto

fibriloso, con tonalidades blancas. Aroma y sabor afrutado, ligeramente fungico o farinaceo.

Pileipellis compuesta por hifas cilindricas, dispuestas en un
arreglo paralelo, con coloraciones marron-anaranjadas en H20 y en presencia de KOH solo
llega a aclararse, de 4 a 5 um. Trama himenoforal paralela, estrecha, compuesta de hifas
cilindricas y ligeramente irregulares. Pueden verse mas gruesas al centro de la trama y se
estrechan en la base de los basidios (Figura 20). Basidios con paredes lisas y delgadas, clavados,
sin ornamentacion, hialinos, de 25-28 x6-8 pum y poseen cuatro esterigmas (Figura 21).

Basidiosporas lisas, hialinas, de pared delgada, elipsoides, de 6-7 x 4.1-5 um y con un Q de 1.7.

Se trata de hongos creciendo en septiembre en bosques de

Pinus/Quercus. Son hongos vendidos como comestibles en Chignahuapan, Puebla.

Puebla, Parada del Hongo, Chignahuapan, Bosque de Pinus/Quercus,
Fernandez-Armendariz, MEXU 30398, (FA-2022-015).

Comentarios taxonomicos

T. flavovirens por lo general se ha tomado como un sinénimo de T.
equestre. Sin embargo, en varios analisis filogenéticos que se le han hecho al género
Tricholoma o en torno al complejo T. equestre, se recuperan al igual que en este trabajo, como
dos clados separados (Moukha et al., 2013, Heilmann-Clausen et al., 2017, Reschke et al., 2018
y Cui et al.,, 2022). En principio, T. flavovirens aparece como un clado conformado

principalmente por secuencias norteamericanas y T. equestre, aunque se encuentra en los
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nombres de varias secuencias que se encuentran dispersas en el complejo, por lo general forma
una agrupacion Unicamente europea, a la que podriamos considerar como T. equestre s.s. Una
de las especies mas cercanas es T. auratum. Sin embargo, parece ser que este hongo esta
restringido geograficamente a Asia y algunas regiones costeras de paises europeos como

Francia.

Se describe que en “variedades” como T. flavovirens var
albipes se diferencia de la especie T. flavovirens por tener tonalidades mas blanquecinas que
amarillentas; lo anterior no se presenta el caso de los ejemplares mexicanos. Partiendo del
color de laminas, estos hongos se describieron con laminas amarillas, pero su color no es tan
intenso en comparacion con los grupos de Tricholoma equestre 1 y 2. Ademas de las laminas,
el color amarillo-verdoso de la superficie del pileo también lo diferencia de las especies
mexicanas hermanas. Aunque el color de sus laminas puede ser un caracter no tan confiable
para distinguirlo de otras especies del complejo, si es posible usarlo para diferenciarlo de

especies fuera del mismo como T. saponaceum o T. aestuans.

Aunque no hay muchos caracteres microscopicos que lo
distingan del resto de las especies del complejo, es importante mencionar que en comparacion
a los grupos mexicanos Tricholoma equestre 1 y 2 y lo que se ha descrito como T. flavovirens,

no presenta cistidios incrustados en el himenio.

Partimos del hecho de que el nombre aceptado
actualmente es Tricholoma equestre (ya que Tricholoma flavovirens es considerado un
sinonimo). La especie Tricholoma equestre, ha estado involucrada en un debate en torno a si
tiene un potencial toxico significativo como para considerarlo como comestible o no. A su vez,
habia sido considerado como el mejor comestible del género, especialmente después de que
Tricholoma matsutake fue reclasificado en el género Armillaria, pero el debate sobre su

inocuidad sigue en pie.

Existen varios argumentos para considerar a T. flavovirens como una
especie diferente de T. equestre s.s. En primer lugar, esta especie se separa en los analisis
filogenéticos de T. equestre s.s., tanto formando un clado independiente como en su origen
norteamericano. Ademads, sus descripciones como especie independiente, coinciden en sus

coloraciones amarillo-verdosas y laminas amarillas y en no poseer incrustaciones en el himenio.
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Figura 20. Microscopia de T. flavovirens: A) Pileipellis observada en H,0, Barra= 25 pm; B)
Pileipellis observada en KOH, Barra= 25 pm; C) y D) Corte de la lamina observada en H,0,
Barra= 50 y 38 um; E) y F) Corte de la ldmina observada KOH, Barra= 50 y 38 um; G), H) e

I) Basidios observados en H, 0 tefiidos con rojo congo, Barra= 7 pum.

Figura 21. Ilustracion de basidios y basidiosporas de T. flavovirens, Barra= 7 um.
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Tricholoma equestre 1

Pileo de convexo a plano-convexo, dependiendo de la madurez
de sus esporomas. Algunos de los ejemplares mas viejos presentan fisuras en el pileo.
Ligeramente umbonados con un borde entero, que en ocasiones se observa ligeramente
ondulado o desgarrado en los ejemplares mas maduros. Margen de decurvado a incurvado y
ocasionalmente plano. Superficie lisa con coloraciones amarillas y ocres, que pasan a ocres
oscuras, marron-anaranjadas o marrén-oscuro en el centro del pileo. Suelen presentar una gran
cantidad de escamas en la superficie. Laminas presentan con coloraciéon amarilla-sulfurosa
intensa (Figura 22). Sinuadas, muy juntas y estrechas. Estipite cilindrico o ligeramente clavado,
sin ornamentacion. Tiene coloraciones que van desde el amarillo-ocre hasta los amarillo-crema,
pasando por algunos tonos ligeramente amarillo-sulfurosos, pero por lo general se presentan de

una coloraciéon homogénea. Su contexto es blanco y fibriloso, con un aroma y sabor farinaceo.

Pileipellis compuesta por hifas cilindricas, paralelas y
ligeramente entretejidas (Figura 23). Arreglo similar a un entramado y las hifas del epicutis de
coloraciones marrén-anaranjadas en H,0 y ligeramente rojizas en KOH, de 4 a 5 um. Trama
himenoforal compuesta por hifas cilindricas, ligeramente globosas al centro. En algunas
ocasiones se pueden ver con una forma un poco irregular y se van haciendo méas delgadas en la
base de los basidios. Basidios clavados, hialinos de pared delgada, de 27-30 x 7-8 um y por lo
general con dos esterigmas, aunque pueden ser cuatro. Basidiosporas de elipticas a
subelipsoides, lisas, hialinas o con tonalidades ligeramente amarillo-verdosas, medidas de 4.1-
7 x 3-4.1 um y conun Q de 1.3 a 1.7. Cistidios incrustados en el himenio de manera paralela a
los basidios, adquieren coloraciones escarlata mas intensas en KOH y suelen presentarse con
formas irregulares (Figura 25). En ocasiones el himenio presenta ligeros cambios de coloracion

que viran hacia los rojos en presencia de KOH.

Se encuentra en bosques mixtos de Abies religiosa, Pinus y Quercus,
en los meses de agosto y septiembre y los ejemplares fueron recolectados por hongueras ya que

son considerados como hongos comestibles.

Estado de México, La Puerta, Zinacantepec, Bosque de Abies religiosa,
Endara-Agramont, MEXU 26645 (EA-2008-169); Estado de México, Agua Bendita,
Amanalco, Bosque de Abies, Burrola-Aguilar, MEXU 25709 (CB-2008-0833); Estado de

México, Lagunas de Zempoala, Bosque mixto de Abies, Fernandez-Armendariz, MEXU
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30391, (FA-2021-006) y Puebla, Parada del Hongo, Chignahuapan, Bosque de Pinus/Quercus,
Fernandez-Armendariz, MEXU 30399, (FA-2022-020).

Comentarios taxondmicos

En este trabajo (Figura 11) las secuencias de estos ejemplares se
agruparon dentro del complejo como el clado mas cercano a T. equestre 2, T. flavovirens y T.
frondosae. El cudl es un clado independiente con buenos valores de soporte (78% de MV y
0.99 de PP). Esta clasificacion se asemeja a la que resulté de los estudios realizados por

Heilmann-Clausen et al., (2017), Reschke et al., (2018) y Cui et al., (2022).

Algunas de las especies de las que es dificil distinguirlo son
Tricholoma populinum y Tricholoma collumbeta. Con esta tltima especie, se presentd la
discusion de si pertenecia al complejo o no. Sin embargo, el estudio de Moukha et al. (2013)
lo diferenci6 en un clado aparte del complejo, que se caracterizaba por tener laminas blancas.
Esto ultimo es conflictivo debido a que tanto nuestros ejemplares como otros que han tomado

el nombre de T. equestre, tienen variaciones muy amplias en el color de las ldminas.

Ademas, en mas de una ocasion se encuentran hongos con tonalidades blanquecinas o amarillo-
blanquecinas, de manera que es poco claro como se debe establecer el rango de color que se
considere dentro del clado de ldminas amarillas o blancas. Retomando el punto anterior,
también existe la especie de Tricholoma arvernense que se parece a la descripcion de T.
equestre, pero con laminas blancas y sin tonos verdosos. Por otro lado, esta misma especie se
considera muy cercana a T. sejunctum e incluso en algiin momento se llegd a considerar una

subespecie del mismo (Trudell et al., 2013).

Algo destacable de este clado, es la presencia de cistidios
incrustados que aparecen solo en dos grupos mexicanos, caracter que puede ser usado para
diferenciarlos de otras especies dentro y fuera del complejo. Caso contrario es el de los cambios
de coloracion tanto del himenio como de la pileipellis en presencia de KOH, ya que aparece en

varias especies y no presenta un patron constante.

Particularmente esta especie, se encuentra creciendo solitaria bajo
coniferas, especificamente cerca de pinos. Algunos autores como Trudell et al. (2013) plantean

que una posibilidad dentro de la problematica del complejo T. equestre y su comestibilidad, es
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que se ha estado confundiendo con un grupo de tricolomas amarillos dentro de la seccion de
comestibles como Tricholoma sejunctum. Sin embargo, en todos los casos de estas secuencias
mexicanas, no hay similitud con las que se encuentran en GenBank bajo el nombre de T.

sejunctum; asi mismo no empata con las laminas blancas de la descripcion macroscopica.

Una caracteristica importante en torno a la comestibilidad de este clado, es que varios
ejemplares provienen directamente de las recolectas de hongueras experimentadas. En el caso
de la secuencia FA-2021-006 proviene de una colecta de una honguera tlahuica de las Lagunas
de Zempoala, Edo. Mex. En su comunidad, una de las caracteristicas que distingue a los hongos
que consumen de los que no, es bajo qué arbol crecen, ya que solo consumen los que crecen
bajo arboles de oyamel (Abies religiosa). Este es el caso de los hongos identificados dentro de
la clasificacion de tricolomas amarillos comestibles, bajo el nombre tradicional de “escorpion”.
El otro caso similar es con el ejemplar FA-2022-020, el cual proviene de una honguera de
Ciénega Larga, Chignahuapan, Puebla. Ella recolecta, consume y vende junto con otras veinte

familias el “escorpion”.

Este grupo se pudo diferenciar en un clado independiente del resto de
sus especies hermanas en los andlisis filogenéticos. En cuanto a la morfologia, su superficie es
similar a la de la descripcion original de T. equestre de Klimaszyk y Rzymski (2018), donde
predominan los colores amarillos y conforme madura el esporoma se van inclinando a marron
o marron-anaranjado. Se diferencia tanto de la referencia como de T. equestre 2, porque las
laminas son estrechas y no anchas. De la misma manera, la coloracion del estipite en vez de ser
amarillo-verdosa (como en la literatura), tiende a ser amarillo-crema o parda. Sin embargo, a
este nivel de cercania entre las especies, los caracteres morfologicos no presentan cambios tan

marcados. Hasta este punto se soporta como una potencial nueva especie mexicana.
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Figura 23. Microscopia de T. equestre 1: A) Pileipellis observada en H,0, Barra= 25 um; B)
Pileipellis observada en KOH, Barra= 25 um; C), D), E) y F) Basidios observados en H,0

tefiiddos con rojo congo, Barras= 7 um.
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Figura 24. Imagenes del himenio de los ejemplares de T. equestre 1: A) Lamina hidratada con
los cistidios en la superficie Barra= 0.2 mm; B) Corte transversal de lamina en KOH Barra=
50 pm; C) Cistidios en el himenio observados en H,0 Barra= 10 pm; D) Cistidio en agua
Barra =5 um; E) Cistidios en el himenio, observados en KOH Barra= 10 um; F), G) y H)
Cistidios montados en KOH Barras= 5,10 y 10 pm.
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Figura 25. Tlustracion de la microscopia de T. equestre 1: A) Arreglo de la pileipellis Barra=
25 um; B) Basidiosporas, Barra= 4 um; C) Corte de la lamina con cistidios incrustados en el
himenio, Barra= 27 um; D) Cistidios en H,0, Barra= 7 um y E) Arreglo de las células del

himenio, Barra= 7 um.
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Tricholoma equestre 2

Pileo de convexo a plano dependiendo de la madurez del
esporoma y umbonado en todos los casos (Figura 26). Margen decurvado y en la mayoria de
los casos entero, pero puede presentarse desgarrado posiblemente por el maltrato. Superficie
cerosa cuando estd seca. Coloracion casi uniforme que se va aclarando en los bordes. Es ocre
brillante cerca del margen y se va haciendo marrén a marron-anaranjada en el centro y por lo
general tiene una gran cantidad de escamas en la superficie. Ldminas sinuadas, con un borde
liso a desgarrado, anchas y muy juntas; en algunos ejemplares pueden presentarse ligeramente
onduladas. Presentan tonos amarillos sulfurosos intensos, pero en algunos de los esporomas
mas maduros pueden presentar variaciones de color que viran a los ocres-anaranjados (Figura
26). Estipite de cilindrico a clavado y puede presentarse inclinado o levemente torcido, de color
amarillo palido a ligeramente amarillo-sulfuroso homogéneo y en algunos casos ocre-pardo en
la base. No tiene ornamentacion. Su contexto es blanco entre fibriloso y esponjoso, con un

aroma farinaceo casi imperceptible y un sabor ligeramente dulce.

Pileipellis compuesta por hifas cilindricas en un arreglo
paralelo, que en la epicutis es semejante a un entramado, de 4 a 5 pm. De coloraciones marron-
anaranjadas en H, O y puede presentar cambios en presencia de KOH, donde sus hifas cambian
a color rojizo (Figura 27). Trama himenoforal paralela y compuesta por hifas cilindricas, mas
globosas al centro que a las orillas de la trama. En comparacion a otros clados, la trama suele
ser mas estrecha. Basidios clavados, hialinos, de pared delgada, de 25-28 x 8-10 um y con dos
esterigmas predominantemente, pero pueden presentar tres y en algunos casos cuatro (Figura
29). Sus basidiosporas son elipsoides, lisas y con una coloracion ligeramente verdosa, de 6.1-8
x 4-6 um y un Q que va de 1.4 a 1.6. Es una constante la presencia de cistidios incrustados de
formas irregulares en el himenio de color anaranjado a escarlata y suelen ser mas conspicuos

en KOH.

Son hongos provenientes de bosques de Pinus- Quercus y Abies,

durante los meses de agosto, septiembre y octubre.

Estado de México, San Bartolo, Amanalco, Bosque de Pinus-Quercus,
Burrola-Aguilar, MEXU 25921 (AR-2009-820); Estado de México, San Bartolo, Amanalco,
Bosque de Quercus Burrola-Aguilar, MEXU 25912 (AR-2009-09794); CDMX, Mercado de
Jamaica, Fernandez-Armendariz, MEXU 30390, (FA-2021-002); Ciudad de México, Feria del
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Hongo, Cuajimalpa, Fernandez-Armendariz, MEXU 30392, (FA-2022-001); Ciudad de
México, Feria del Hongo, Cuajimalpa, Fernandez-Armendariz, MEXU 30393, (FA-2022-003)
y Ciudad de México, Mercado de Jamaica, Fernandez-Armendariz, MEXU 30395, (FA-2022-
006)

Comentarios taxonomicos
Aligual que Tricholoma equestre 1, esta especie esta relacionada con
T. flavovirens y T. frondosae. En este caso formé un clado independiente de los tres grupos

anteriores y la especie mas cercana en el arbol es T. frondosae (Figura 11).

En este caso, una de las caracteristicas que destacan de estos
hongos en comparacion al resto son sus coloraciones mas intensas que en el resto de los clados.
En este caso, como en el de Tricholoma equestre 1 y Tricholoma flavovirens, se puede separar
a estos hongos de otros tricolomas amarillos por el color de sus laminas. Esto se debe a que
aqui son de colores amarillo intensos, y sobre todo en Tricholoma equestre 2 se presentan de
un amarillo-sulfuroso muy intenso. Por otro lado, especies semejantes como T. sejunctum, T.
populinum, T. collumbeta, son de laminas color crema y otras tantas como T. aestuans,
mantienen colores pardos o grisaceos. La superficie del pileo también es de destacar, debido a
que existen diferencias con las descripciones europeas de T. equestre. Por lo general, describen
al pileo de color amarillo intenso y en los ejemplares mexicanos se observo como predominante
una coloracion marrén-anaranjada homogénea, mas oscura que la de T. equestre 1. Asi mismo,
en comparacion con el resto de los ejemplares mexicanos del estudio, estos esporomas

presentaron las coloraciones mas intensas tanto en laminas como en el pileo.

Los hongos de este clado presentan como caracteristica
persistente cistidios incrustados de coloraciones rojizas intensas en abundancia, asi como
cambios de coloraciéon en presencia de KOH. Otra cosa que los diferencia de otros clados es

que la trama suele ser mas estrecha.

Una cosa que podria diferenciar este clado de T. equestre 1 es que se
presenta en una temporada de mediados de agosto a mediados de septiembre, mientras que el
clado T. equestre 2 fructifica de finales de agosto a inicios de octubre. Es de destacar que

muchos de estos hongos fueron recolectados en bosques mixtos de pino y encino, mientras que
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otros grupos como T. equestre 1 se recolectaron predominantemente en bosques mixtos de pino

y oyamel.

Resumen taxonomico. Dentro de las caracteristicas que podrian diferenciar a esta especie del
resto, es el clado independiente que formo en los dos arboles filogenéticos (Figuras 10 y 11).
Ademas, de todos los clados es el que posee las coloraciones mas intensas en pileo, ldminas y
cistidios incrustados. Asi mismo, podemos contemplar el hecho de que el estipite suele ser mas
corto en comparacion a T. equestre 1. Otra caracteristica que respalda su identidad como
potencial nueva especie, diferente de la antes mencionada, es que T. equestre 2 se encuentra

predominantemente en bosques mixtos de Pinus y Quercus.

Figura 26. Ejemplares de mercado de la especie Tricholoma equestre 2 (A=FA-2021-002, B=
FA-2022-001 y C= FA-2022-006)
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Figura 27. Microscopia de T. equestre 2: A) Pileipellis observada en H,0, Barra= 32 um; B)
Pileipellis observada en KOH, Barra= 32 um; C), D), E) y F) Basidios observados en H,0

tefiidos con rojo congo, Barras= 7 pm
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Figura 28. Imagenes del himenio de T. equestre 2: Lamina hidratada con los cistidios en la
superficie, Barra= 0.2 mm; B) Corte transversal de lamina en KOH, Barra= 30 um; C)
Cistidios en el himenio observados en H,0 Barra=9 pm; D) Cistidio en agua Barra =5 um;
E) Cistidios en el himenio, observados en KOH Barra= 12 pm y F) Cistidio montado en KOH

Barra= Spm.
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Figura 29. Tlustracion de la microscopia de T. equestre 1: A) Arreglo de la pileipellis Barra=
25 um; B) Basidiosporas, Barra= 8 um; C) Corte de la 1amina con cistidios incrustados en el
himenio, Barra= 20 um; D) Cistidios en H,0, Barra= 7 um y E) Arreglo de las células del

himenio, Barra= 6 pm.
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9.7 Comentarios etnomicoldgicos

9.7.1 Mercado de Jamaica, CDMX

La informacién etnomicoldgica obtenida en este estudio en torno a los ejemplares se obtuvo

principalmente de dos colaboradoras; la primera es la sefiora Maria de los Angeles. Ella es

vendedora de hongos silvestres en el mercado de Jamaica y es esposa de un honguero que
recolecta en el cerro Tlaloc en Rio Frio,

Edo. Mex, en donde ambos residen.

De entre los vendedores del mercado, clla
fue quien dijo conocer al “hongo amarillo”
bajo el nombre de “canario”, pero no lo
identificd con el nombre de “escorpion”,
“calandria”, “yema” o “nejo”, nombres
que han sido reportados en el centro de
México (Martinez et al., 2009; Pérez-
Moreno et al., 2008). La honguera declar6
que era un hongo que no era comprado
cominmente. Aunque su familia lo
consumia, usualmente no lo llevaba al
mercado, de manera que se le pidi6 por

encargo que consiguiera la mayor cantidad

de hongos posibles.

Figura 30. Puesto de dofia Maria de los Angeles en el mercado de Jamaica durante mediados

de septiembre de 2023

Fueron dos ocasiones durante el afio 2021 y 2022, en temporada de lluvias en septiembre y
agosto, que dofia Maria consiguidé aproximadamente un kilogramo de hongos “canarios”.
Coment6 que la manera en que ella los preparaba era en caldo y salsa verde. Finalmente, en
varias ocasiones agregd que tampoco era muy comun vender cantidades grandes de este hongo
ya que era escaso en el monte y cuando llegaba a encontrar, se los comia con su familia o los

agregaba a los montones de hongos para vender.
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9.7.2 Parada del Hongo, Chignahuapan, Puebla

Parte importante de la informacion sobre el consumo y recoleccion de Tricholoma equestre s.1.
obtenido de este estudio, se obtuvo en la “Parada del Hongo” en la carretera que va de Apizaco
a Chignahuapan (km 119) en Puebla. Este lugar era anteriormente una parada del camiéon donde
desde hace 18 afios se venden hongos silvestres comestibles. Posteriormente, la Presidencia
Municipal por iniciativa de 20 familias de hongueros y hongueras, arreglo este lugar para que
pudieran vender sus hongos en un puesto comunitario. Asi mismo, adaptaron el espacio para
cocinar los hongos ahi mismo, para todo visitante que quisiera comerlos en el sitio. Desde
entonces, las familias de hongueros y hongueras se organizan unos meses antes de la temporada
de lluvias. Asi, pueden establecer dias en la semana para que cada familia pueda vender y
cocinar sus recolectas. En este gran grupo que se compone principalmente por mujeres, se hizo
contacto con la actual presidenta dofa Veronica. Esta colaboradora fue la que reconoci6 al
hongo bajo el nombre de “escorpion” (nombre actualmente usado también en el Edo. Mex.,
especificamente en Villa del Carbon para referirse a las especies del complejo T. equestre s.1.).
Lo identific6 como un hongo que se consumia en la region, pero no lo reconocié con el nombre

de “canario” o “calandria”.

Nuevamente, como lo habia mencionado la
colaboradora del mercado de Jamaica, dofia Vero
comento que era un hongo escaso en los bosques.
Coment6 que crecia de manera solitaria entre el
“ocoxal” (aciculas de pino en el suelo del bosque).
También dijo que cuando se lo encontraban,
usualmente era consumido por ella y su familia o
vendido junto con otros hongos como el
“venadito” (Amanita fulva) en pequefios trozos
limpios. Ella y otro honguero de la “Parada del
Hongo” proporcionaron en el afo 2022 dos
cubetas de este hongo, de las cuales se analizaron
ejemplares que aparecen en este trabajo (Figura 22

y 26).

Figura 31. Cubetas de hongos silvestres comestibles vendidas en la Parada del Hongo,

septiembre de 2022.
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Como parte de los datos que la honguera proporciond sobre este hongo, menciond que su
temporada de mayor crecimiento en esos bosques era en septiembre. Asi mismo, dijo que
también solia crecer entre las plantas conocidas como “escobillas” (presuntamente Baccharis
conferta). En torno a la recoleccion de hongos silvestres en esta region, por lo general las
hongueras suelen reconocer que muchos hongos tienen su doble malo “hongo de hierba” que
no es consumido y puede ser venenoso. Cuando se le preguntdé a la colaboradora si el
“escorpion” tenia su doble malo, ella afirm6 que si existia. Mencion6 que el hongo de hierba
que se parece al “escorpion” es muy similar, pero en ocasiones mas palido o incluso morado.
Ademas, mencion6 que, por lo general, lo comen frito o asado con sal y que era un hongo

bastante apreciado por su sabor.

<«

Figura 32. Fotografias de los “escorpiones” proporcionados por un honguero de la Parada del
Hongo, los cuales se identifican en la fotografia de la izquierda como hongos de tonalidades
amarillas intensas y en la fotografia de la derecha como hongos de coloraciones amarillentas
palidas. Los hongos de que aparecen en la fotografia de la izquierda fueron identificados en

este estudio bajo el concepto de Tricholoma equestre 1.

9.8 Mortalidad con los extractos de tricolomas amarillos en el modelo Artemia salina

Los cuatro extractos que se pusieron a prueba en el bioensayo, presentaron valores de
Concentracion letal media (CLsq) inferiores a 100 pg/mL, lo que hace que los consideremos
como altamente toxicos, segun la clasificacion presentada por Meyer et al., (1982). Extractos
que den valores de CL5¢>1000 pg/mL se consideran no toxicos, extractos con una CLg, de 500-

1000 pg/mL se clasifican de débil toxicidad, el rango de 100-500 pg/mL indica una moderada
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toxicidad y finalmente, una CL5q <100 pg/mL denota una alta toxicidad (Nguta y Mbaria, 2013;
Karchesy et al., 2016)

(ng/mL) Nauplios Nauplios =~ Nauplios = Nauplios Nauplios
muertos E1 =~ muertos E2 muertos E3 muertos E4 muertos DP
1000 30 30 30 30 30
500 29 30 30 30 30
100 29 29 25 17 30
50 20 27 19 16 30
10 12 15 16 13 10
5 14 14 9 6 17

Tabla 8. Mortalidad de los nauplios resultante de la exposicion a los extractos: Extracto 1
(E1), Extracto 2 (E2), Extracto 3 (E3), Extracto 4 (E4) y Dicromato de Potasio (DP), a seis

concentraciones distintas, a partir de una solucion stock de cada uno de los extractos.

Pozo Nauplios muertos C-
1 0
2 0
3 1
4 1
5 0
6 0

Tabla 9. Mortalidad de los nauplios en el control positivo: Agua marina artificial preparada

con alimento y previamente oxigenada.
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Extracto

Extracto 1

Extracto 2

Extracto 3

Extracto 4

Identificacion
voucher

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Tricholoma
equestre

Identificacion
molecular

Tricholoma
aestuans

Tricholoma

equestre 2

Tricholoma
equestre 1

Procedencia

Mercado de
Jamaica
CDMX

Lagunas de

Zempoala, Edo.

Mex.

Feria del
Hongo
Cuajimalpa,
CDMX

Chignahuapan,
Puebla

CLso
pg/mL

37.613

19.216

37.722

79.227

Nivel de
significancia

0.001

0.002

Clasificacion

Altamente
toxico

Altamente
toxico

Altamente
toxico

Altamente
toxico

Tabla 10. Clasificacion de la toxicidad de los extractos obtenidos a partir de su

Ua de mortalidad

Concentracion Letal media.

Extracto 1

Concentracion pg'mL

Extracto 2

Extracto 3

Figura 33. Porcentaje de mortalidad de nauplios por cada uno de los extractos después de una

exposicion de 24 horas, donde DP hace referencia al Dicromato de Potasio.
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10. DISCUSION

10.1 Sistematica del complejo y especies cercanas que se consumen en México

10.1.1 Taxonomia de los tricolomas estudiados

A continuacion, en la tabla 11, se presenta una sintesis de las caracteristicas macro,

microscopicas, ecologicas y de comestibilidad de las especies del complejo. También se

incluyen especies fuera del complejo, que son tricolomas amarillos con similitudes al grupo

estudiado. Toda esta informacion esta basada principalmente en las descripciones realizadas

por Bigelow (1979) y Trudell et al. (2013).

Tabla 11. Caracteres macroscopicos diagndsticos para Tricholoma equestre s.l. y otros

tricolomas amarillos

Caracter T. equestre/
flavovirens

Pileo Diametro: 4
forma a 18cm.
Forma: De

convexo a
ampliamente
campanulad
o,
cambiando a
plano o
plano-
convexo.
Con un
umbo bajo y
ancho

Coloracion | Olivaceo,
sulfuroso a
amarillo
dorado, con
tinte marron
oscuro,
marrén
anaranjado o
marron
rojizo en el
centro,
conforme m
adura el
esporoma

T.
auratum

Amarilla
rojiza o

amarilla
brillante

T.
frondosae

Diametro:
5al2cm.
Forma:
De conica
a convexa
y cuando
madura es
aplanado
con umbo
bajo y
ancho

Color muy
variado,
de
amarillo
palido a
amarillo
verdoso
amarillo
mostaza

T.
sejunctum

Diametro:
4 a9cm.
Forma:
Convexo a
ampliament
€ convexo,
con un
umbo
central,
puede
presentar
forma de
campana o
verse casi
plano

Amarillo

a amarillo
oliva.
Moderadam
ente
cubierto de
fibras
adpresas
radiantes de
gris a verde
oliva (sobre
todo en el
centro)
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T.
sinoacerb
um

Diametro:
5al2cm.
Forma:
Convexo,
hemisféric
o plano-
convexo

De color
crema a
amarillo
palido,
también se
puede
presentar
parduzco

T. sapona
ceum

Diametro:
2.5al5s
cm.
Forma:
Convexo
cuando es
joveny se
va
haciendo
aplanado
con el
tiempo,
con un
amplio
umbo

Tiene
coloracion
es amarillo
verdoso-
palido,
verde-
grisaceo,
oliva-
grisaceo,
gris plomo,
azul
grisaceo,
gris
verdoso o
marron o

T.
intermediu
m

Diametro:
4a10cm.
Forma:
Cuando es
joven se
presenta
convexo y
se va
haciendo
plano al
madurar
Tiene un
amplio
umbo

Amarillent
a

T. aestuans

Diametro:
1.5a9 cm.
Forma:
Obtuso a
hemisférico
a convexo.
Su umbo se
hace
superficial
mente
deprimido
con la edad

Es de
tonalidades
amarillo-
verdosas a
amarillo-
grisaceas.
Su umbo es
opaco y se
va haciendo
parduzco
enla
madurez



Carécter

Superficie
textura

Escamas

Fibrillas

Margen

Laminas

T. equestre/
flavovirens

Glutinoso a
ViSCoSo

Adpresas y
dispuestas de
manera
concéntrica,
en ocasiones
en todo el
pileo, de
coloraciones
marrones

Con fibrillas
marrones en
algunos
casos

Ligeramente
afelpado y
curvado al
inicio,
lobulado y
flexionado
con la edad,
también
fisurado en
ocasiones

Anchas,
apifiadas y
gruesas.
Esporadicam

T.
auratum

Sinuosas
0
emarginad
as, un

T.
frondosae

Pegajosa o
viscosa

Adpresas
y
dispuestas
de manera
conceéntric
a. Mas
densas en
la parte
central. De
amarillo
pardo aun
amarillo-
olivaceo

Ligeramen
te
afelpado y
curvado al
inicio,
después
lobulado y
flexionado

Emarginad
as, de
medio a

T.
sejunctum

Viscosa
cuando el
esporoma
esjoveny
fresco, pero
se seca
pronto

Amarillo,
en
ocasiones
mas
brillante
que el resto
del hongo,
esta
enrollado
cuando el
ejemplar es
joven

Unidas al
pileo por
una

muesca, Sson
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T.
sinoacerb
um

Secaa
ligerament
e viscosa
cuando
esta
htimeda

Ligeramen
te curvado

y
estriado

De juntas
amuy

juntas,

adnadas-

T. sapona
ceum

incluso
negruzco

Cuando es
joven es
htmeda y
resbaladiza
, a menudo
se observa
agrietada
enla
madurez

Puede
presentar
escamas
grisaceas,
densament
e
distribuida
senla
superficie

Enrollado
cuando es
joveny se
va
expandiend
oal
madurar. A
veces tiene
coloracion
es
blanquecin
as o
marron-
rosado

Emarginad
as casi
adnadas o
anexadas,

T.
intermediu
m

Este hongo
es glabro y
ligerament
e viscido
cuando es
joven

0 esta
hiimedo

Puede
presentar
escamas
muy
pequeiias
en su
superficie
de color
marron-
amarillento
, dorado o
rojizo

También
presenta
fibrillas de
color
marron-
amarillento
0 10jizo

Es
enrollado
al principio
y conforme
pasa el
tiempo se
hace
decurvado

Se
encuentran
apifiadas
libres o

T. aestuans

La
superficie
es opaca en
el umbo y
brillante en
el margen

De curvado
a enrollado.
Con la edad
se puede
volver
ondulado o
irregular

Son casi
libres,
luego son
sinuosas y



Carécter

Coloracion

Contexto

Esporada

Estipite
forma

T. equestre/
flavovirens

ente
anastomosad
as'y con
dientes o
muescas

Con tonos
sulfurosos al
principio y
con el
tiempo de un
amarillo
pardo, que
en ocasiones
se observa
olivaceo

De
blanquecina
a amarilla
palida

Blanca

Longitud: 4
a 10 cm.
Forma:
Cilindrico, a
menudo

T.
auratum

poco
espaciadas

De color
amarillo
sulfuroso,
pero en
ocasiones
manchadas

Blanqueci
na

Blanca

Longitud:
Forma: A

menudo
bulboso y
fistuloso.

T.
frondosae

estrechas
y apifladas

Con
diversas
tonalidade
s de
amarillo

Blanqueci
nao

ligerament
e amarilla

Blanca

Longitud:
de5al3
cm.
Forma:
Cilindrico,

T.
sejunctum

cortas y
frecuentes

De
coloracion
blanca, a
veces
desarrollan
do manchas
amarillas
hacia el
margen

Blanquecin
0

Blanca

Longitud:
3al0cm
Forma:
Cilindrico
o
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T.
sinoacerb
um

emarginad
as

Por lo
general
coloracion
es blancas
a blanco-
amarillent
0

Grueso en
el estipite,
blanquecin
0, s6lido

Longitud:
7all cm
Forma:

Cilindrica,

T. sapona
ceum

son
laminas
amplias

Por lo
general son
blancas o
amarillenta
s, en
ocasiones
con
tonalidades
verdosas,
pero
conforme
maduran
van
tomando
tonos
marrén-
rosado o
marron-
anaranjado

Es blanco a

verde-
palido,
generalme
nte
marron-
rosado o
anaranjado
en la base
del estipite

Longitud:
35a10
cm
Forma: A

veces

T.
intermediu
m

ligerament
e
adosadas.
Son
sinuosas
con el
tiempo,
cerradas y
con
lamélulas.
Sus bordes
a menudo
se
erosionan
al madurar

Blanquecin
as

Blanquecin
0

Longitud:
3a9cm

T. aestuans

anchas y
sus bordes
pueden ser
ondulados
0
erosionados

De color
verde-
amarillento,
ocasionalm
ente
parduzcas y
ligeramente
grises en
los bordes

Blanco a
blanco-
grisaceo e
incluso
verde-
grisaceo.
Delgado y
firme

Longitud:
1.5a5cm
Forma:

Clavado, ci
lindrico o



Carécter

Coloracion

Ornamenta
cion

Aroma

Sabor

T. equestre/
flavovirens

T.
auratum

engrosado en | Fibroso,

la base o en
el medio,
fibroso

De amarillo
palido a
amarillo
sulfuroso

A veces con
escamas
diminutas

Farinaceo

Suavemente
farinaceo

tierno

Blanqueci
noy
amarillo
en la base

Inodoro

Sabor
agradable
a hongo

T.

frondosae

seco, a
menudo

bulboso en

la base.
Fibriloso
a glabro

De
amarillo
palido a
amarillo
sulfuroso

Farinaceo

Suavemen
te
farinaceo

T.
sejunctum

ligeramente
clavado

Blanquecin
0, a veces
con tintes
amarillos o
amarillento
en general.

Farinaceo

Suavemente
farinaceo

T.
sinoacerb
um

clavaday
es seco

De color
blanco
opaco a
blanquecin
o

Aroma
acre muy
fuerte,
especialm
ente seco

Sabor
amargo o
acre

T. sapona
ceum

ventricoso,
a veces
clavado.
Su base
suele ser
conica o
ligerament
¢ bulbosa

Suele ser
blanco a
verde
palido, en
muchas
ocasiones
se presenta
rosado o
naranja
cerca de la
base

En
ocasiones
puede
presentar
escamas
negras y
peludas

Aroma a
jabon
neutro

Sabor
similar a
un jabon
neutro

T.
intermediu
m

De
coloracion
es
blanquecin
as o
amarillenta
s pero
tiende a
tefiirse de
color
marrén
cerca de la
base

Farinaceo

Farinaceo

T. aestuans

estrechando
seen la
base

Ligerament
e amarillo,
blanco, o
con tonos
grises en la
base

Inodoro o
no
distintivo

No
distintivo o
acre al
final

Tabla 11. Caracteres macroscopicos con informacion basada principalmente en las

descripciones realizadas por Bigelow (1979) y Trudell et al. (2013).
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Tabla 12. Caracteres microscopicos diagnosticos para Tricholoma equestre s.l. y otros

tricolomas amarillos cercanos al complejo

Caract
er

Pileipel
lis

Reaccid
nen
KOH

Trama

Basidio
S

T. equestre/
flavovirens

Medidas:
Hifas de 3.5
a5 pumde
diametro
Forma:
Delgadas,
cilindricas y
pocas veces
con
incrustacion
o
amuralladas.
Hialina en
H20

Trama
himenoforal
paralela y
regular. Con
hifas
cilindricas
muy largas o
infladas

Medidas:
29-34 x 6-
6.5 um.
Forma:
Delgados a
subcilindric
0s con
cuatro
basidiospora
S

T.
auratu
m

T.
frondosae

Medidas:
Hifas de
35a5um
de diametro
Forma:
Delgada,
cilindricas

Trama
himenofora
1 entretejida
y regular.
Con hifas
ligeramente
infladas

Medidas:2
4-33x 5-
6.5 um.
Forma:
Delgados,
subcilindric
0s, con
cuatro
basidiospor
as

T.
sejunctum

Medidas:
Hifas de
2.5a8 um
de
diametro
Forma:
Delgada,
cilindricas.
Con
paredes de
tonos
pardos,
lisos o0 un
poco
incrustados
pero
hialinos en
KOH. Sin
aparentes
conexiones
de
abrazadera

T.
sinoacerbu
m

Medidas:
Hifas de 3 a
6 um de
diametro
Forma:
Con
ixotricoder
mos. Hifas
libremente
dispuestas,
con hifas
filamentosa
S,
cilindricas y
a menudo
ramificadas.
Hialina en
H20

Coloracione
s
amarillentas

Trama
himenoforal
de hifas
paralelas,
regulares y
densamente
dispuestas

Medidas:
22-27 x 5-7
pm.
Forma:
Clavados a
estrechame
nte
clavados,
hialinos o
amarillo-
palido.
Con cuatro
esterigmas
principalme
nte, pero
puede
presentar
tres o dos
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T. saponace

um

Forma: Son
elementos
anchos,

hialinos y

lisos

Trama
himenoforal
paralela

Forma: De
cuatro
esterigmas y
ocasionalme
nte dos

T.
intermediu
m

Hifas
cilindricas.
Hipocutis
de hifas
cilindricas.
Paredes
engrosadas
0 con
incrustacio
nes
pigmentad
as

T. aestuans

Forma: Sus
hifas son
cilindricas.
Epicutis
subgelatinoso
en KOH.

Sus paredes
estan
engrosadas o
pueden
presentar
incrustacione
s
pigmentadas

En ocasiones
se presenta
con algunos
lugares
rojizos

Trama
himenoforal
paralela con
hifas
cilindricas o
algo infladas

.Forma:
Mayoritariam
ente de
cuatro
basidiosporas
y rara vez
presenta dos



Caract
er

Basidio
sporas

Valor Q

Cistidio
S

T. equestre/ T.
flavovirens = auratu
m

Coloracion:
Hialina
Forma:
Eliptica con
paredes
delgadas y
sin
ornamentaci
on
Medidas:
7.14x4.44
pm.
Reacciones:
Acianofilo,
inamiloide

1.6

Queilo y
pleurocistidi
0s ausentes

T.
frondosae

Coloracion
: Blanca o
hialina
Forma:
Eliptica con
paredes
delgadas y
sin
ornamentac
i6n
Medidas:
(Mas
pequeiias
que las de
T. equestre)
5.73x3.75
pm.
Reacciones

Acianofilo,
inamiloide

1.2-1.8

Queilo y
pleurocistid
i0s ausentes

T.
sejunctum

Coloracion
: Hialina
Forma:
Elipsoide a
subglobosa
con
paredes
delgadas y
sin
ornamentac
i6n
Medidas:
6.5x4.5
pm.
Reacciones

Acianofilo,
inamiloide

1.6

Queilocisti
dios a
veces
presentes d
e 15a40x
5al15um.
Claviforme
S,
cilindricos
o algo
irregulares.
De paredes
delgadas,
sin
ornamentac
ion 'y
hialinos en
KOH

T. T. saponace
sinoacerbu um
m

Coloraciéon | Coloracion:

Hialinas

Forma: De
Forma: De ovoides a
ovoi des. a elipsoides,
elipsoides, | S°RP ared .
con pared delgada y sin
delgada y ornamentaci
sin KjlledidaS'S

t -~

L AmENe | 76x35 5
Medidas: | *™
4.5x3.7pm |
Reacciones
inamiloides
1.18-1.25

Queilo y Queilo y
pleurocistid | pleurocistidi
i0s ausentes | os ausentes

T.
intermediu
m

Forma:
Elipticas y
lisas.
Medidas:
5-7-7x3-
7-4.8 pm

Puede
tener
queilocisti
dios de
formas
variantes

T. aestuans

Forma:
Elipsoides
Medidas: 5 -
7x4.5-55
pm
Reacciones:
inamiloides

Queilocistidi
0s
pedicelados,
claviformes,
lisos,
delgados y
hialinos

Tabla 12. Caracteres microscopicos con informacion basada principalmente en las

descripciones realizadas por Bigelow (1979) y Trudell et al. (2013).
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Tabla 13. Caracteres ecoldgicos de las especies del complejo T. equestre s.l. y otros

tricolomas amarillos cercanos al complejo

Caracter

Hospedero

Micorriza

Sustrato

Distribucio
n

T. equestre/
flavovirens

Pinus
Pinus

sylvestris o
Abies alba
para los de
origen
europeo y
asiatico

Raices
ramificadas
dicotomica
mente en
ramas de la
misma
longitud,
terminacion
es de color
café
amarillento.
Tienen un
manto
denso y
blanquecino

Suelos
arenosos,
rocosos y
secos

En Europa,
América del
Norte,
paises
noérdicos y
balticos.
Asia Central
y Japén. En
bosques
mixtos y

T.
auratum

Pinus
Pinus
pinaster
para los de
origen
mediterran
eo

Suelos
arenosos

Costa sur
de Europa,
especifica
mente en
Francia, la
Peninsula
Ibérica y
Japon.

En bosques
de pinos
jovenes

T.
frondosa
e

Alamo
temblon
(Populus
tremula)
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)
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te en Europa,
en paises
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Noruega,
Dinamarca y
Finlandia. En
Norteamérica
estd en EUA
y Canada.



Carécter

Epoca de
fructificaci
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T. equestre/ T.
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tradicionalm
ente como
un buen
comestible,
pero no
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inocuidad
esta en

duda

Polonia,
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Francia.
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Lituania.
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Caracter | T. equestre/ T. T. T. T. T. saponac T. T. aestuans

flavovirens auratum frondosa = sejunctu = sinoacerb eum intermedi
e m um um

mercados de con sabor

Meéxico y amargo

Guatemala

Tabla 13. Caracteres ecoldgicos y datos sobre comestibilidad con informacion basada

principalmente en las descripciones realizadas por Bigelow (1979) y Trudell et al. (2013).

10.1.2 La macromorfologia como origen de caracteres diagndsticos

En el género Tricholoma, la determinacion taxondmica a partir de caracteres morfoldgicos es
muy compleja y poco confiable debido a las variaciones tan amplias. Esto se refleja
principalmente en la coloracidn tan variable que caracteriza a estos hongos. En el caso del
complejo Tricholoma equestre s.1., una de sus particularidades, es la coloracion amarilla en su
pileo, estipite e incluso laminas. Entre los autores que han discutido el problema del complejo,
en un principio trataron de diferenciar a las especies de tricolomas amarillos por variaciones
especificas en su coloracion; no obstante, siempre se presentan diferencias entre sus

clasificaciones e interpretaciones.

En particular Kalamees (2001) y Moukha et al. (2013), reconocen en sus trabajos sobre el
complejo, dos grandes grupos que diferencian por sus coloraciones sobre todo de laminas.
Puede que este sea un caracter bueno para diferenciar al menos a las especies del complejo, de
otros tricolomas amarillos. En este estudio si se observaron diferencias entre los tricolomas con
laminas palidas y pardas, en comparacion a los que se encuentran dentro del complejo que
presentan tonalidades amarillas més intensas. Sin embargo, también hay que contemplar que
es un caracter muy variable entre las especies que presentan el color amarillo e incluso
teniéndolo puede cambiar dependiendo de la madurez de los esporomas (Hosen et al., 2016;
Trudell et al., 2013; Bigelow, 1979). Por esta misma razon, este caracter puede no ser muy

fiable para diferenciar a las especies dentro del complejo T. equestre s.I.

En este trabajo, se encontraron esporomas identificados previamente como Tricholoma
equestre s.l. que pertenecen a clados fuera del complejo. Estos se agrupan con especies como
Tricholoma intermedium, Tricholoma sinoacerbum o Tricholoma aestuans, los cuales

pertenecen a los tricolomas de laminas blancas segun la clasificacion de Moukha et al. (2013).
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Asi mismo, la coloracion de las laminas en los ejemplares mexicanos se presentd de color
amarillo-crema palido o pardo, dependiendo del clado al que pertenecieran. Otro caracter de
importancia es la superficie viscida que puede diferenciar a T. equestre s.l. de otras especies
fuera del complejo como T. populinum que siempre conserva una superficie seca (Noordeloos

y Christensen, 1999).

10.1.3 La microscopia como origen de caracteres diagnosticos

Por lo regular, debido a que los caracteres microscopicos son muy similares dentro del género
Tricholoma, estos no se han utilizado para diferenciar a las especies del complejo. Las especies
de este género muestran una limitada variacion microscopica. Se caracterizan por basidiosporas
hialinas, subglobosas a oblongas, junto con una pileipellis simple. También se describen
marcados por la ausencia de elementos estériles bien diferenciados, como los cistidios

(Heilmann-Clausen et al., 2017).

Por esta razon, cuando en este estudio se realizd la microscopia de los ejemplares seleccionados
y se encontr6 presencia de cistidios incrustados en el himenio y cambios de coloracion en KOH,
se pensd que podrian ser utilizados para diferenciar las especies europeas de las americanas.
Aunque tampoco se mencionan en la mayoria de trabajos relacionados con el género
Tricholoma, se encontraron descripciones de Bigelow (1979), donde los menciona como
caracteres presentes en tricolomas como T. intermedium y T. aestuans de Norteamérica; sin

embargo, este autor lo describe en la pileipellis, pero no en el himenio.

Pese a que es un caracter potencialmente util para identificar nuevas especies o para diferenciar
los tricolomas amarillos de América en relacion a los de Europa y Asia; no es funcional para
distinguir entre los dos clados nuevos del complejo identificados en México (Tricholoma
equestre 1 y T. equestre 2), ya que ambos presentan cistidios incrustados. Esto lleva a pensar
que no los podemos considerar como un caracter diagnostico para identificar una especie, ya
que estan compartidos en los clados de lo que se pueden considerar especies distintas. Aunque
estas caracteristicas no sean diagndsticas para diferenciar especies dentro del género, pueden
ser consideradas para una futura investigacion sobre los patrones y las razones de expresion
fenotipica tan variante de los tricolomas, que a su vez diferencian a los grupos mexicanos de

los del resto del mundo.
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10.1.4 La ecologia como origen de caracteres diagndsticos

Uno de los caracteres que también cobra importancia para la taxonomia es la ecologia del
organismo que se estd estudiando, sobre todo en el caso de los hongos ectomicorrizicos se
vuelve determinante debido a la interaccion que llevan con su hospedero. En muchos de los
casos suele ser muy especializada y conlleva una especificidad genética que puede determinar
cambios importantes en la biologia de las especies (Tovar et al., 2004). Estos hongos en general
presentan endemismo continental y en el caso del complejo T. equestre s.1, si se han observado
diferencias entre los hospederos con los que se relacionan sus especies (Moukha et al., 2013:

Kalamees, 2001; Reschke et al., 2018).

En particular, de los ejemplares mexicanos que sabemos su procedencia o de los que se
recolectaron en campo, se concluye que proceden de bosques mixtos de Abies, Pinus y Quercus.
Comunmente, se ha dicho en la literatura que este grupo de hongos puede crecer en sustratos
muy diversos como arena, suelos ricos en humus, suelos calcareos y pantanosos. Moukha et al.
(2013) establecieron en su estudio que lo que ellos reconocen como ¢l complejo Tricholoma
equestre, se relaciona principalmente con Pinus sylvestris y Abies alba cuando se trata del
grupo conformado por T. equestre y T. flavovirens, mientras que en el caso de T. auratum se
asocia con Pinus pinaster. También describieron un caso particular donde uno de los ejemplares
recolectado en Francia (que en nuestro estudio también se posiciona dentro del complejo) que,
aunque se encontraba en un bosque de Abies alba, también se rodeaba de pequenos ejemplares

de Quercus pubescens.

Este caso se repite en los ejemplares que provienen de Chignahuapan, Puebla, que se
recolectaron en bosques mixtos de Pinus-Quercus, los cuales mediante los andlisis
filogenéticos se identificaron como especies también dentro del complejo, a lo que se nombro
como T. equestre y T. flavovirens. La relacion con los Quercus es de vital importancia, ya que
las especies europeas del complejo se ven asociadas principalmente con coniferas y no con

angiospermas como el encino (Moukha et al., 2013; Deng y Yao, 2005).

Por las anteriores razones, es importante que para futuros trabajos y para subir datos
taxondmicos sobre las especies del complejo a las bases de datos mundiales, tanto en México
como en América, se incluyan datos ecoldgicos que podrian brindar mayor informacion sobre
la identidad de los esporomas observados en campo. Este particular punto también debe ser

abordado con los ejemplares que venden los hongueros ya que los arboles con los que se
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relaciona a este hongo podrian ser clave para diferenciar especies que se consideran comestibles

de otras muy similares morfoldgicamente.

10.1.5 Las secuencias como un caracter para diferenciar a las especies

10.1.5.1 Los arboles obtenidos vs los antecedentes

Muchos de los macro hongos de Norteamérica se identificaron en el pasado bajo nombres
europeos; sin embargo, los nuevos datos aportados por la sistematica molecular en muchos
casos demuestran que esos nombres estan mal aplicados, como bien lo sefialan Nguyen et al.,
(2013). Esto en parte se debe a un uso de conceptos unicamente morfoldgicos de especie y en
casos como el de Tricholoma equestre s.I. donde su variacion fenotipica es amplia puede variar

segun las interpretaciones, razon por la cual causa confusion y controversia entre los micologos.

Al realizar la filogenia de ITS tanto con maxima verosimilitud como con el método bayesiano,
los arboles inferidos de manera separada (Figura 3), revelaron un patrén concordante de
topologia con buenos valores de soporte. Este patron indica que al menos hay siete especies
distintas de tricolomas amarillos que han sido identificados bajo el nombre de T. equestre s.I.
en el territorio mexicano. También del arbol se puede inferir que hay al menos dos nuevas
potenciales especies dentro del complejo que son exclusivamente mexicanas (T. equestre 1 y
2). Estos grupos, aunque presentan una morfologia similar a lo que se nombr6 como T. equestre
s.s de Europa, se diferencian del mismo por ciertas caracteristicas. Entre ellas se encuentran
variantes en su color, cistidios incrustados en el himenio y también su distribucidon geografica,

junto con vegetacion asociada.

Asimismo, hay diferencias en sus secuencias y es un patrén que se recupera tanto en los arboles
como en la red de haplotipos. Se tom6 como punto de comparacion sobre todo las secuencias
de Moukha et al. (2013) debido a que si consideraron el factor biogeografico para sus
secuencias de referencia de Francia y el mundo. En este mismo trabajo, para representar a las
especies de T. equestre s.s. usaron unicamente secuencias de ejemplares de procedencia
continental europea. De este modo, excluyeron a otros tricolomas; un ejemplo es a todo aquello

que consideraban como T. auratum de la costa Suroeste de Francia y Japon.

El caso de T. flavovirens, que se ha considerado como un sinénimo, puede ponerse en duda.
Mediante los andlisis filogenéticos de este trabajo, asi como los presentados por autores

anteriores (Moukha et al., 2013; Heilmann-Clausen et al., 2017; Reschke et al., 2018 y Cui et
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al., 2022) se puede encontrar un patron, que es la agrupacion de este tipo de secuencias en un
clado de origen claramente norteamericano. Este grupo se separa de las secuencias europeas de
T. flavovirens o del grupo T. equestre europeo, lo cual sugiere que se trata de una especie

hermana de distribucioén norteamericana.

10.1.5.2 La red de Haplotipos vs la filogenia del complejo T. equestre s.1.

Varios grupos que se segregan en la red de haplotipos, muestran un patrdn similar en el anélisis
filogenético. También aparecen como grupos diferenciados dentro del complejo Tricholoma
equestre s.l., lo cual refuerza la idea de que se trata de conjuntos bioldgicos ligeramente
distintos. Otra de las interpretaciones que podria tener el patron conformado, es que este grupo
de tricolomas amarillos estd pasando por un proceso de especiacion. Aunque esta ultima
posibilidad no lleva directamente a la conclusion de que son diferentes especies, puede explicar

la amplia variacion tanto morfoldgica como fisiologica.

En la red se genera un grupo de cuatro haplotipos que conforman lo que identificamos como el
grupo asiatico, los cuales se separan del resto de la red por cuatro mutaciones. Este grupo esta
formado por Hap 1, de donde descienden Hap 2 y Hap 3, este primer haplotipo se encuentra
en las tres de las cinco secuencias de T. auratum provenientes de Japon. Hap 4 es el mas
cercano y se encontrd en la secuencia china de T. equestre MW724470. Todo lo anterior se
respalda en el arbol bayesiano, ya que también se forma un clado con esa distribucion, el cual
tiene un soporte de 100% de MV y 1 de PP dentro del gran clado del complejo Tricholoma

equestre s.l.

Dentro de la red se observan dos grandes haplotipos que se identificaron como europeos. De
estos, se desprenden mas haplotipos que solo estdn contenidos en secuencias europeas, estos
son el Hap 37 y Hap 38. El segundo esta en la mayor parte de las secuencias de T. flavovirens
y T. equestre procedentes de Portugal y Polonia principalmente. Estas secuencias junto con los
haplotipos descendientes de Hap 37 y 38, pertenecen a las secuencias a las que en el arbol
denominamos como el clado de Tricholoma equestre s.S. A este clado lo identificamos también
como un grupo europeo que se separa del resto y la red muestra que estos haplotipos no se

encuentran ni en secuencias norteamericanas ni en asiaticas.

El siguiente grupo estd conformado por un haplotipo ancestral Hap 6. De este se desprenden

el mayor numero de conexiones con haplotipos norteamericanos, europeos y asiaticos. Lo cual
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nos puede estar hablando de un intercambio genético entre poblaciones. Este haplotipo se
encuentra principalmente en las secuencias norteamericanas de Canada, México y EUA; de este
se desprenden haplotipos norteamericanos, aunque también se encuentran excepciones con

algunos haplotipos de origen chino y finlandés.

Otro caso interesante es el Hap 16, ya que en el arbol bayesiano concuerda con una serie de
secuencias que se observan en peine provenientes de E.UA., Noruega, Finlandia y China. En
esa agrupacion, se encuentran secuencias de China que se identificaron como T. frondosae y el
resto de los nombres varian de T. equestre a T. flavovirens e incluso a Tricholoma sp. Este caso
puede reflejar una historia biogeografica comun de la region holértica del planeta; de otro

modo, el intercambio genético entre estos grupos seria poco probable.

Finalmente, el conjunto de secuencias mexicanas en el arbol se encuentran en una seccion mas
interna y forman parte de lo que se considera como un grupo principalmente norteamericano
derivado del Hap 6. Este haplotipo es compartido por secuencias procedentes de los tres paises
norteamericanos, los cuales se segregan por paises. En relacion con el arbol bayesiano, este
conjunto de haplotipos, se encuentra en secuencias que aparecen en el grupo de lo que se
identifico como T. flavovirens de Norteamérica y el resto de especies dentro del complejo T.
equestre s.l. Es de destacar que, aunque la mayor parte de las secuencias provienen de Europa,
la mayor cantidad de haplotipos son norteamericanos, lo que es un reflejo de que esa region es
el centro de diversificacion del género. En conclusion, se puede observar que tanto en la red de
haplotipos como en el arbol bayesiano se muestra un patron de segregacion geografica. Lo
anterior se puede interpretar como una segregacion al menos continental de varias especies
dentro del complejo equestre que en trabajos como el de Kalamees (2001) y el de Deng y Yao

(2005), se han tomado como sindnimos.

10.2 Diversidad de tricolomas amarillos y su aprovechamiento en México

Se sabe que el centro de riqueza del género Tricholoma se encuentra en Norteamérica, donde
mas de 100 especies han sido reportadas, mientras que en Europa se enlistan de 68 a 88 (Trudell
et al., 2013; Kibby, 2012). Por esta razon, es necesario explorar a mayor profundidad la
diversidad en el continente americano, de la cual se tiene poca informacién en comparacion
con los estudios europeos de la funga. Ademas, es de esperarse que existan especies

norteamericanas nuevas bajo nombres europeos.
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Partiendo de los analisis de las secuencias estudiadas, se decide considerar a T. flavovirens
como una especie distinta de T. equestre y no como un sinénimo, como lo habian considerado
Deng y Yang (2005). Esto se debe a que, en los arboles obtenidos, ambas especies se separan
en dos clados. Uno compuesto principalmente por secuencias bajo el nombre de T. equestre
que se encuentran por lo general en el centro de Europa y que podriamos nombrar como
Tricholoma equestre sensu stricto. Por otro lado, Tricholoma flavovirens se separa en otro gran

clado dentro del complejo que se establece como un grupo principalmente norteamericano.

Un punto importante en la discusion del complejo Tricholoma equestre, es que entre las
secuencias mexicanas que se buscaron mediante el algoritmo BLAST, no se encontr6 ninguna
coincidencia con Tricholoma auratum. El anterior es un clado que en los analisis siempre se
agrupa y genera un grupo japonés de buen soporte en los analisis filogenéticos, mismo que no
se mezcla con el resto de secuencias del mundo, excepto con algunas chinas. Esto puede ser un
argumento que respalde la idea de endemismo regional caracteristico de los hongos

ectomicorrizicos.

Se tiene que explorar la diversidad genética de todo el género ya que una posibilidad dentro de
este trabajo, es que se estén considerando como especies nuevas a aquellas que no empatan con
secuencias de tricolomas amarillos que se incluyeron dentro del estudio. Empero que podrian
empatar con otras secuencias de tricolomas ligeramente parecidos en su morfologia a un
“tricoloma amarillo” como es el caso de Tricholoma sulphureum y Tricholoma odorum, los
cuales pertenecen al grupo de tricolomas malolientes o Tricholoma arvernense que se considera

cercano a T. sejunctum, un tricholoma amarillento comestible.

10.3 Distribucion de las especies de tricolomas amarillos en México

En el caso especifico de México encontramos la presencia de siete especies de tricolomas
amarillos, siendo el Estado de México el sitio donde hay un mayor esfuerzo de muestreo. A
continuacion, se presenta la tabla 14, donde se resume la presencia de las especies identificadas

en los distintos estados de donde obtuvimos los datos.
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Estado T. cf. T. T. aff T. aestuans T. T. equestre T.equestre 2

sinoacerbu | saponaceum @ intermediu flavovirens 1
m m

CDMX 0 1 0 0 0 0 2

Edo. 1 2 2 2 0 3 5

Mex.

Puebla 0 0 0 0 1 1 0

Tlaxcala 0 1 0 0 0 0 0

Hidalgo 0 0 0 0 0 0 1*
Jalisco 0 0 0 0 0 0 0

Oaxaca 0 0 0 3% 0 0 0

Tabla 14. Distribucion de las distintas especies de Tricolomas amarillos en México de
acuerdo a los materiales estudiados. Los asteriscos representan al menos un registro

proveniente de secuencias del suelo.

Distribucion de los tricholomas amarillos en México

Grupo Clavede
color

Tricholoma of

f sinoacerbum
Tricholoma
? saponacsum

1 Tricholoma aff

intermediim

‘1 t ¢t * Tricholoma

aestuans

- =

Tricholoma
Savovivens

T Tricholoma

equestre 1

Tricholoma
egquestre 2

e I

Tricholoma
equestre 3

| Q/g 0 250 500 KM
p— ( Repiiblica Mexicana E

Figura 34. Mapa de la distribucion de las distintas especies identificadas en este estudio como

tricolomas amarillos en el territorio mexicano.
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A partir de la Tabla 10 y la Figura 26, se puede observar que la generalidad es que en las
regiones estudiadas del pais (con excepcion de Jalisco y Oaxaca) se registra mas de una especie
de tricholoma amarillo, de los cuales hay hongos que tanto en la Ciudad de México, como en
Puebla y el Estado de México se consumen como alimento. En este sentido, los hongos
identificados dentro del complejo (T. flavovirens, T. equestre 1 y T. equestre 2) tuvieron
registro en la Ciudad de México, el Estado de México, Puebla, Hidalgo y Jalisco, teniendo en
los casos de T. equestre 1 y 2, al menos una secuencia del suelo. Dentro de este grupo, sabemos
que T. flavovirens se consume en Puebla T. equestre 1 se consume en Puebla y Estado de

Meéxico y T. equestre 2 en Ciudad de México y Estado de México.

Las otras especies que no estan dentro del complejo pero que se comen en el territorio,
identificadas bajo los nombres comunes de “canario” y “escorpion” (usados también para las
especies del complejo) son: T. saponaceum con un registro como hongo comestible en
Cuajimalpa, CDMX. y T. aestuans con registro de comestibilidad en Rio Frio, Edo. Mex.

Teniendo en total cinco especies de tricolomas amarillos que se consumen en el centro del pais.

10.4 Comestibilidad e inocuidad alimenticia de los tricolomas amarillos en México

10.4.1 Resultados de este bioensayo, contrastados con los realizados anteriormente.

El bioensayo realizado con los nauplios de Artemia salina y las especies Tricholoma aestuans,
Tricholma equestre 1 y 2, dio como resultado un rango de la Concentracion Letal media de
19.2 a 79.2 pg/mL, lo cual deja a todos los extractos dentro de la clasificacion de altamente
toxicos. Esto coincide con los trabajos de Bedry et al. (2001), Nieminen et al. (2005; 2008),
Muszynska et al. (2018) que encontraron toxicidad de este hongo en modelos murinos.
También el resultado de este estudio, se podria comparar con el de Qiu et al. (2014) donde
obtuvieron inhibicion del crecimiento vegetal con los compuestos €, HsNO y 4-metoximetil-
2-metilindol, los cuales fueron aislados de hongos identificados bajo el nombre de Tricholoma

flavovirens.

No obstante, hay que contemplar ciertos factores que pueden diferenciar los resultados del
presente trabajo en comparacion a sus antecedentes. En primer lugar, en el ensayo toxicologico
realizado en este trabajo, se pusieron a prueba extracciones con metanol y no compuestos
aislados. Ademas, se trabajo con el modelo Artemia salina que no habia sido utilizado para

poner a prueba el potencial toxico del complejo T. equestre s.1.
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En principio, se desconoce si realmente los hongos utilizados en los trabajos que se tomaron
como referencia, pertenecian a la especie Tricholoma equestre sensu stricto descrita de Europa
o si se trata de especies cercanas. Mientras que en el caso de este estudio en México, en primer
lugar, no se encontraron secuencias a las que se les pudiera asignar el nombre de Tricholoma
equestre s.s. También se evidencio que se consumen en el territorio otros tricolomas amarillos
de especies fuera del complejo. De algunas de estas especies consumidas en el centro de
México, se sabe que se han reportado en Europa y Asia como no comestibles como Tricholoma

saponaceum o Tricholoma aestuans (Trudell et al., 2013).

Por otro lado, nuestros resultados son diferentes de lo que plantean Klimaszyk y Rzymski
(2018). Ellos realizaron una parte experimental donde dieron el hongo con identificacion
molecular de Tricholoma equestre a varios voluntarios como desayuno durante un dia. Debido
a que no encontraron elevaciones de la ceratin quinasa en sangre, llegaron a la conclusion de
que no se encontrd evidencia de la toxicidad de este hongo. Sin embargo, en principio no se
puede considerar replicable este experimento en otras partes del mundo donde esta prohibida

la venta de T. equestre como comestible.

Ademés, el anterior es un experimento que sin estar seguros de la inocuidad del consumo de
estos hongos, puede poner en riesgo la salud de los implicados. Asi mismo, en este estudio
solamente se dio una proporcion de 300 g del hongo durante un desayuno, lo cual no reflejaria
el efecto toxico acumulativo citado en otros trabajos. Sumado a todo lo anterior, los efectos de
este grupo de hongos se deben probar con mas modelos animales para que reflejen resultados

robustos, antes de hacer experimentos con seres humanos.

10.4.2 Tipo de consumo de los hongos del complejo en torno a su potencial téxico

En torno a los efectos toxicos acumulativos que desembocan en rabdomidlisis, se tiene que
discutir que pueden tener una explicacion biocultural. En principio, se tiene que tomar en cuenta
la biodiversidad del sitio y el actuar de la cultura que convive con ese medio. Las intoxicaciones
reportadas en el mundo son principalmente de Europa en un contexto donde las familias que
recolectan el hongo, llegan a comer una porcion de 300 g diarios en un rango de tres a siete
dias. Esto ultimo puede significar que el hongo es muy abundante en esos bosques o que tienen
en esas regiones la costumbre de consumir pocas especies en grandes cantidades. Estos hechos

son importantes ya que contrastan con el consumo de este hongo en el centro de México.
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En principio, hay una mayor diversidad de hongos comestibles durante la temporada de lluvias
en los bosques mexicanos. Por lo tanto, las personas que los consumen como alimento, suelen
variar las especies y las preparaciones, dependiendo de la disponibilidad y preferencias. En
general, los reportes etnomicologicos del consumo de Tricholoma equestre s.I. en México,
apuntaban a que no son hongos tan apreciados en la culinaria de los hongos silvestres. Esto
debido a que usualmente se suelen encontrar revueltos con otras especies en montones de
hongos. Estos montones por lo regular, tienen precios mas baratos en comparacion a otros
hongos cercanos a la especie, como lo es Tricholoma mesoamericanum (Montoya et al., 2008;
Pérez-Moreno et al., 2008).

No obstante, en este trabajo se llegd a observar, que las y los hongueros que consumen el
“escorpion” lo aprecian como un buen comestible. En general tanto en Chignahuapan, como en
Villa del Carbon, Estado de México y la Ciudad de México, lo siguen vendiendo en montones
con otros hongos. Pero al contrario de lo que se pudiera pensar, no lo hacen porque lo
consideren un hongo de baja calidad culinaria; este tipo de venta se relaciona mas con que no
es un hongo tan abundante en el bosque y a que crece de manera dispersa, de modo que no se

consiguen grandes cantidades de sus esporomas.

Ademas, es de resaltar que particularmente en la Parada del Hongo pueden vender cubetas solo
del “escorpion” bajo pedido y en su temporada que es principalmente en el mes de septiembre.
Tal es el aprecio a este hongo que, incluso cuando los recolectores llegan a encontrar pocos
esporomas, prefieren guardarlo para consumo personal. Si asumiremos que las especies de
tricolomas amarillos que se consumen en el centro de México también pueden tener un efecto
toxico acumulativo, es menos probable que se den intoxicaciones debido a que es un hongo que

no suele consumirse en abundancia.

Por lo anterior, es posible que la toxicidad asociada con estos hongos no esté relacionada
particularmente con una especie, sino con la cantidad de hongos consumidos; sobre todo, si
consideramos el efecto acumulativo reportado en los casos de intoxicaciones en Europa. Sin
embargo, ya que todos los extractos de las especies evaluadas en el bioensayo resultaron
altamente toxicos en crudo, se deben contemplar como potencialmente téxicas bajo ese
contexto. Asi mismo, ya que la mayoria de los morfos se encontraban mezclados con otras
especies, no sabemos exactamente cudles de ellas pueden presentar esta toxicidad. A pesar de

esto, tenemos este resultado con un conjunto de especies que se nombran, se venden y se comen
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bajo la misma identidad. También cabe la posibilidad que es una caracteristica compartida por

varios tricolomas amarillos presentes en México.

Ramirez-Terrazo et al. (2014), mencionan que los hongos pueden causar una serie de falsos
envenenamientos que no necesariamente corresponden a un micetismo. Ademas, los falsos
micetismos no indican el nivel de riesgo, sino que solo pueden dar indicios de sus casusas.
Entre dichas causas se pueden enumerar una mala digestion y consumo excesivo (asociada a
una respuesta individual). También se puede producir un envenenamiento psicosomatico y un

envenenamiento causado por hongos en mal estado (Bresinsky y Besl, 1990).

De las tres posibilidades antes mencionadas, se puede descartar la segunda. Esto debido a que,
en los casos clinicos relacionados con intoxicaciones con especies del complejo de interés, si
hay una respuesta en sangre donde suben drésticamente los niveles de creatina quinasa en los
pacientes (Bedry et al., 2001). Asi mismo, se puede descartar la tltima posibilidad ya que las
intoxicaciones no solo se quedan en malestares gastrointestinales, sino que presentan un patron
que desemboca en rabdomidlisis, sin embargo no se descarta la posibilidad de una respuesta

individual ante los componentes del esporoma.

Sin duda alguna, todo lo anterior nos indica que también se debe poner atencidn en la necesidad
de recuperar y revalorizar el conocimiento tradicional, ya que en la practica podemos responder
preguntas relacionadas a porqué en algunos sitios estos hongos que son potencialmente toxicos
se siguen consumiendo como alimento en la actualidad. Nos recuerda que estos conocimientos
estan en riesgo debido a la erosioén continua y acelerada a la que se han sometido, vinculada

con la pérdida de habitats naturales y aculturacion (Lopez-Garcia et al., 2020)

10.4.3 Ejemplares de Entoloma a la venta entre tricolomas amarillos

Debido a que se encontraron dos ejemplares cuyas secuencias empataron en un 90% con
secuencias del género Entoloma (FA-2021-001 y FA-2022-002), es necesario hacer una
pequeiia recapitulacion del potencial toxico de estos hongos que también se estdn consumiendo
bajo el concepto de “escorpion” o “canario” en la CDMX. En el mundo se han reportado
intoxicaciones con algunas especies del género Entoloma, entre ellas se encuentran Entoloma
niphoides en Europa, Entoloma omiense en China, Entoloma rhodopolium y Entoloma

sinuatum en Japon. Aunado a esto, se sabe de otros entolomas téxicos como Entoloma crassum,
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Entoloma lividum, Entoloma nidorosum, Entoloma vernum y Entoloma lividoalbum (Becker,
1960; Chunlei et al., 2021).

Las especies anteriores son los entolomas toxicos conocidos y algunos como E. lividum, E.
vernum, E. sinuatum se distribuyen en América. Esta Gltima especie si tiene registros en
México. Este ultimo es relevante ya que las intoxicaciones mas severas a nivel mundial son
causadas por esta especie, su micetismo provoca lesiones hepaticas graves, hemorragias,
diarrea y uremia. Los sintomas anteriores, entran dentro de un sindrome conocido como
“sindrome resinoideo severo”. Este hongo tiene el mayor nimero de registros de intoxicaciones
por su consumo en Europa y Asia. Se sabe que, en el territorio espafiol, provoca los micetismos
mas frecuentes en Navarra donde suele ser confundido con la especie comestible Clitocybe

nebularis (Pinillos et al., 2003).

Se considera como una de las principales toxinas en este género a la vinilglicina (acido 2-
amino-3-butenoico) aislada de E. nidorosum. Ademas de esta toxina, se han encontrado
alcaloides en E. sinuatum y una acumulacion alta de mercurio en registrada en algunos
esporomas provenientes de Polonia (Pomillo et al., 2019). La mayoria de los hongos toxicos de
este género producen sintomas de intoxicaciones gastrointestinales y otros como hemolisis,
pero nada semejante a la rabdomidlisis. Ademds de esto, la unica especie que podria ser
confundida por las coloraciones amarillentas con algin tricholoma amarillo es Entoloma

crassum.

En Norteamérica algunas especies registradas como comestibles del género son Entoloma
abortivum, Entoloma subvile, Entoloma carneogriseum y Entoloma clypeatum. Este ultimo, es
el caso de un entoloma representado en el territorio mexicano y considerado como buen
comestible. Solo existe un reporte de intoxicacioén en Turquia. Sin embargo, los sintomas que
se presentaron fueron vision borrosa en ambos ojos y dolor abdominal leve. Ademas, es
necesario remarcar que esta es la inica intoxicacion a nivel mundial relacionada con este hongo,
lo que no necesariamente apunta a un potencial toxico. Aunque en muchos reportes a nivel
mundial se considera como un buen comestible, existen dudas sobre su potencial toxico que se

mantienen en discusion (ISiloglu, et al., 2011).
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11. PERSPECTIVAS

11.1 Perspectivas a futuro sobre su estudio toxicologico

11.1.1 Mejoras metodoldgicas generales

Fuentes et al. (2001) en su trabajo titulado “La Etnofarmacologia y los bioensayos como nuevas
estrategias en la investigacion fitoquimica de la flora medicinal peruana”, proponen una serie
de pasos para analizar la quimica de plantas de importancia etnobotanica por sus usos
medicinales, que son los siguientes: 1) Seleccion, recoleccion, identificacion, secado y
preparacion del material. 2) Extraccion con solventes (preparacion del extracto adecuado) y
analisis preliminar en cromatografia de capa fina (TLC) o cromatografia liquida de alta presion
(HPLC). 3) Screening biologico y farmacoldgico de los extractos crudos. 4) Separacion
cromatografica de los constituyentes bioactivos puros (fraccionamiento guiado por el
bioensayo). 5) Verificacion de la pureza de los compuestos aislados y determinacion de la
estructura quimica por métodos quimicos y espectroscopicos. 6) Andlisis y perfil farmacologico

de compuestos puros. 7) Examen toxicoldgico y 8) Sintesis total y/o parcial.

El protocolo anterior contempla varias pruebas que al llevarlas a cabo pueden dar una idea
completa de la quimica de un organismo. Es un buen referente que se puede replicar para tener
un analisis quimico completo de los hongos estudiados. Identificando los compuestos quimicos
de estos hongos, se podria reconocer el o los componentes responsables de la supuesta toxicidad
en el grupo de tricolomas amarillos. Ademas, con esto se pueden ampliar las investigaciones
no solo al 4mbito del potencial toxico de estos hongos, sino también al potencial medicinal de
sus componentes. Tal es el ejemplo de su posible actividad anticancerigena estudiada por

Pachon-Peiia et al. (2009), el cual no se relaciona directamente con su consumo como alimento.

Asi mismo, podemos observar que también puede influir un factor de respuesta individual
involucrado en los casos de rabdomiolisis que quizas no tenga que ver directamente con una
toxina, sino con otra sustancia y la reaccion individual ante ella en grandes cantidades. Lo
anterior, se tendria que estudiar con relacion a la susceptibilidad que tienen distintas
poblaciones humanas con el consumo de ciertos hongos silvestres. Una problemaética asociada
con esto y con que no se ha encontrado la identidad de la o las sustancias que estan involucradas
en las intoxicaciones, es que no es posible establecer un umbral exacto para el consumo seguro

de este hongo.
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11.1.2 Procesamiento de los extractos

Los factores mas comunes que afectan al proceso de extraccidon de cualquier sustancia son el
solvente, la temperatura, la presion y el tiempo (Hernandez et al., 2009). Los bioproductos
encontrados en los extractos de plantas, o en este caso hongos, se caracterizan por la presencia
de determinadas sustancias como compuestos fendlicos, terpenoides, compuestos nitrogenados
o alcaloides. Estos tienen una naturaleza quimica diferente en cuanto a su polaridad, efectos
bioldgicos, volatilidad, entre otras caracteristicas. Por lo tanto, la eleccion del método de
extraccion dependerd de la naturaleza quimica de las sustancias presentes, su afinidad
molecular con el solvente, la transferencia de masa, la toxicidad de los solventes y la viabilidad

financiera (Azmir et al., 2013).

Considerando todo lo anterior y el método de maceracion utilizado, donde el tipo de solvente
es crucial para la obtencidén de los compuestos, se tiene que ampliar el tipo de solventes
utilizados en el bioensayo para extraer los componentes quimicos de los hongos de interés.

Cada solvente tiene una polaridad particular y por tanto, se tiende a arrastrar cierto tipo de

solventes (Modificada de Cowan, 1999).
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compuestos:

Agua Metanol Etanol Cloroformo | Hexano
Terpenoides = Terpenoides Terpenoides | Terpenoides | Terpenoides
Taninos Taninos Taninos - -
Antocianinas | Antocianinas - - -
Saponinas Saponinas - - -

- Polifenoles Polifenoles - -

- - Alcaloides - Alcaloides

- - Flavonol - -

- Flavonas - - -

- - - Flavonoides -

- - - - Hidrocarburo

s terpénicos
Tabla 15. Clasificacion de algunos compuestos bioactivos extraidos a partir de diferentes



Usando unicamente metanol (como se hizo en este estudio) se extraen compuestos polares. Sin
embargo, se requiere de otro tipo de solventes como el hexano para que se arrastren
componentes quimicos no polares. Esta modificacion al protocolo utilizado, aportaria una idea
mas completa sobre los componentes quimicos que poseen estos hongos. Por otro lado, es
importante siempre considerar que los solventes organicos que se utilizan para los extractos
suelen ser toxicos a determinadas concentraciones. Por esta razon, en este trabajo se tomaron
todas las medidas posibles para que los extractos estuvieran secos por completo, eliminando
restos del solvente que pudiesen crear un sesgo en los resultados de la mortalidad asociada a

los extractos.

Otro punto importante a considerar dentro de estos resultados, es que los extractos analizados
se deben considerar como crudos. Si efectivamente el extracto resulta con una toxicidad similar
para otros modelos animales como murinos que, son mas cercanos a los seres humanos;
podemos considerar la hipdtesis de que se trata de una toxina que se volatiliza en su mayoria
durante la coccion de los hongos. Empero que puede permanecer en pequeias cantidades que

se van acumulando en el organismo si se consumen estos hongos por un tiempo prolongado.

Otro de los factores mas importantes que influyen en el proceso de extraccion es la temperatura.
La infusion o el cocimiento a una temperatura cercana a los 100° C favorece las extracciones
de ciertos componentes que solo pasarian al solvente con ayuda de calor (Guerra, 2005), pero
también es importante saber que componentes en crudo podrian modificar el potencial toxico
sobre todo en especies de hongos silvestres que son consumidas como alimento. Retomando la
informacion anterior, se requieren pruebas a futuro donde se procese el hongo de manera que
se imite el proceso de coccion, donde se utilicen solventes con distinta polaridad. Finalmente,
se resalta la necesidad de contrastar estos resultados con otros modelos animales como los

murinos o embriones de pez cebra.

11.1.3 Respuesta individual de los organismos ante el consumo de T. equestre s.1.

Analizando las posibles causas relacionadas a las intoxicaciones provocadas por el consumo de
hongos bajo el nombre de T. equestre s.l., es importante resaltar que existe una variabilidad de
la respuesta individual de manera repetida. Tanto en los estudios de los polacos como en los
finlandeses, lo cual sugiere que puede haber un factor de susceptibilidad individual. En los

casos clinicos abordados por Laubner y Mikulevi¢iené (2016); Chodorowski et al. (2002)
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observan como algo repetitivo el hecho de que a pesar de que hay familias que consumen
cantidades similares del hongo, no todos son susceptibles a desarrollar un cuadro de

intoxicacion severo que desemboque en rabdomiolisis.

12. CONCLUSIONES
El complejo Tricholoma equestre esta conformado por mas de una especie e incluye a
Tricholoma equestre s.s. en Europa, Tricholoma auratum en Asia, Tricholoma flavovirens en
Norteamérica, Tricholoma frondosae y al menos dos especies potencialmente nuevas de
México. En el territorio mexicano se consumen cinco tricolomas amarillos que se encuentran
tanto dentro como fuera del complejo Tricholoma equestre s.lI. (T. saponaceum, T. aestuans, T.
flavovirens, T. equestre 1 y T.equestre 2). Dos de estas especies no se habian considerado antes
para la discusion de la identidad taxondémica de este hongo amarillo: Tricholoma aestuans, y
Tricholoma saponaceum. El potencial toxico de las especies del complejo sigue en duda; sin
embargo, en este estudio se encontrd que los cuatro extractos analizados en el modelo animal
Artemia salina, de las especies Tricholoma aestuans, Tricholoma equestre 1 y Tricholoma
equestre 2, son altamente toxicos en crudo y se tienen que hacer mas bioensayos con otros

modelos como el murino.
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14.  Anexos
Descripciones originales de cada especie
Tricholoma c.f. sinoacerbum Hosen, M. 1., Li, T. H., Li, T., Zhong, X. J., y Chen, Y.
Tricholoma sinoacerbum, a bitter species from Guangdong Province of China.
Mycoscience: 57(4), 233-238 (2016).

Basidiomas con pileo de 5 a 12 cm de ancho, es convexo
cuando es joven y se va haciendo plano-convexo, de color crema a amarillo palido,
ligeramente mas oscura en el centro. Su superficie es seca, pero es ligeramente viscosa
cuando estd humedo. Es generalmente estriado y ligeramente curvado hacia el margen,
el cudl es de color crema a amarillo palido o ante parduzco. Su contexto es solido, de
color blanco y no presenta cambios de coloracion debido al maltrato y tiene un aroma
muy fuerte sobre todo al secarse. Sus laminas se encuentran muy juntas, son adnadas-
emarginadas y su coloracion va de blanco a blanco-amarillento. Su estipite es de 7-12x
1-1.8 cm igual o finamente engrosado en la base. Es también seco, blanco opaco o
blanquecino y su sabor es amargo.

Pileipellis con ixotricodermos. Las hifas estan
libremente dispuestas, se observan como hifas filamentosas, cilindricas y a menudo
ramificadas. Son de incoloras a amarillo palido en KOH. La trama himenoforal es
ancha, regular y compuesta por hifas paralelas densamente dispuestas. Los basidios son
clavados, estrechamente clavados, hialinos o amarillo palido, con generalmente cuatro
esterigmas, pero puede presentar tres o dos. Sus basidiosporas son de ovoides a
elipsoides, de pared delgada y amarillas palidas en H2O, con un valor Q de 1.18. No
presenta ningun tipo de cistidios en el himenio.

Habita en suelos subtropicales del bosque

siempre verde latifoliado, bajo los arboles de Castanopsis fissa, C. chinensis, C. fabri,
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Schima superba y algunos otros arboles frondosos. Solo se conoce en la Reserva

Nacional Natural de Xiangtoushan de la Provincia de Guangdong en China.

Tricholoma saponaceum (Fr.) P. Kumm, sensu Trudell, S. A. V., Bessette, A. R., y
Roody, W. C. Tricolomas of North America: a mushroom field guide: 134 (2013).

Basidiomas de coloraciones muy variables: amarillo
verdoso palido, verde grisaceo, oliva grisacea, gris plomo, azul grisaceo, gris verdoso o
marron, grisdceo marron o incluso negruzcos. A menudo son agrietados o escamosos
en la madurez, estas escamas pueden ser grisaceas y estar ampliamente distribuidas en
su superficie. Posee un amplio y bajo umbo de superficie lisa himeda-resbaladiza
cuando es joven y agrietada cuando llega a su madurez. Tiene un didmetro de 2.5 a
15cm o mas, es convexo y cuando madura llega a ser aplanado. Su margen es enrollado
cuando es joven y se va expandiendo al madurar, puede presentar coloraciones de
blanquecinas a marrén-rosado decolorado. Sus laminas son emarginadas, casi adnadas
o anexadas y amplias, aunque pueden empezar siendo amarillentas o blancuzcas, van
tomando con la madurez tonos marron-rosados o marrdén-anaranjado y también pueden
presentar coloraciones verdosas. Su contexto es de blanco a verde-palido, puede
presentarse marrdn rosado o anaranjado en su base con el paso del tiempo. El estipite
tiene una longitud de 3.5 a 10 cm, con un grosor de 1 a 4 cm, es ventricoso o clavado
con una base que, si no se observa conica, puede ser bulbosa y a menudo presenta
escamas negras en su superficie. Su aroma y sabor son distintivos ya que son similares
a un jabon neutro, aunque puede también presentarse levemente fariniceo o no
distintivo.

La pileipellis de estos hongos se describe como
compuesta por hifas anchas, hialinas y lisas. Su trama himenoforal es paralela, sus
basidios son por lo general de cuatro esterigmas y ocasionalmente dos. Las
basidiosporas son hialinas, inamiloides, de ovoides a elipsoides, con pared delgada y no
presentan ornamentacion, sus medidas van de 5-7.6 x 3.5 -5 um. No presenta ni queilo
ni pleurocistidios, pero si conexiones de abrazadera esparcidas por todas partes.

Crece solitario, disperso o en grupos bajo
coniferas, incluso a veces en maderas duras. Estd distribuido ampliamente en
Norteamérica, también es comun en Europa, asi como en Japén y existen algunos
registros en Latinoamérica y Oceania. Estos hongos proliferan sobre todo en primavera

y en general se encuentra clasificado como no comestible.
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Tricholoma intermedium Peck, sensu Trudell, S. A. V., Bessette, A. R., y Roody, W.
C. Tricolomas of North America: a mushroom field guide: 134 (2013).

Basidioma de coloraciones amarillentas, su pileo es de
4 a 10cm, convexo cuando es joven y se va haciendo plano en la madurez. Su superficie
es ligeramente viscida cuando estd himedo en ejemplares jovenes y se va haciendo seca
con el paso del tiempo. Se presenta con un amplio umbo y su superficie estd cubierta
por diminutas escamas y fibrillas aplanadas de color marrén-dorado a marrén-
amarillento o marrdn-rojizo. Su margen es enrollado al principio y luego decurvado. Su
contexto es blanco con un sabor y aroma farindceo. Sus laminas son sinuosas, apifiadas,
libres o ligeramente adosadas, cerradas, de coloraciones blancas a blanquecinas, con
lamelulas y sus bordes a menudo se erosionan al madurar. Su estipite mide de 3-9cm de
largo y de 1 a 2.5cm de grosor, es de colores blancos y cerca de la base tiende a tefiirse
de marrdn, es glabro y firme.

Sus basidiosporas son hialinas, elipticas de 5-7 x 3.7-
4.8 um y a veces puede presentar queilocistidios de formas variadas en abundancia.

Crece disperso o en grupos bajo coniferas, es

un hongo ampliamente distribuido en Norteamérica. Se clasifica como posiblemente

comestible, pero no se ha puesto a prueba.

Tricholoma aestuans (Fries) Gillet, sensu Bigelow, H. E. Contribution to Tricholoma.
Sydowia; Annales mycologici, Beihefte: 56 (1979).

Basidiomas con un pileo obtuso o hemisférico a
convexo que mide de 1.5 a9 cm de didmetro, con un margen curvado y enrollado cuando
es joven, este Ultimo se va expandiendo e incluso pasa a ser plano, ondulado o irregular,
no se hace estriado, pero puede expandirse e incluso pasar a levemente elevado. Su
superficie es brillante en las periferias, donde presenta coloraciones amarillo-verdosas
a amarillo-grisaceas, mientras que en el umbo es opaco y se observa parduzco con la
edad. Tiene un umbo bajo y ancho que se vuelve deprimido con la edad. Sus laminas
son casi libres en esporomas jovenes, luego pasan a ser a ser sinuosas y anchas, con
coloraciones amarillo-palidas, también presentan tonalidades amarillo-verdosas e
incluso grises-pardas donde puede presentar bordes erosionados y ondulados. Su

contexto es blanco a blanco-grisaceo e incluso se puede observar de color verde-
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grisaceo, es delgado y de textura firme, estos hongos no tienen un aroma distintivo y su
sabor puede no ser distintivo, pero también puede ser suave en principio y luego acre.
Su estipite es de 1.5 a 5 cm de largo, clavado del mismo grosor o estrechandose hacia
la base. Es so6lido, blanco, hueco por dentro y de superficie fibrilosa, ligeramente
amarillo como el pileo, verde blanquecino o con tonalidades grisaceas cerca de la base
conforme va madurando.

Epicutis subgelatinoso en KOH, amarillento o en
lugares rojizo en KOH, sus hifas son cilindricas con pigmento incrustado o con paredes
engrosadas. Su trama himenoforal estd compuesta por hifas cilindricas o ligeramente
infladas en un arreglo paralelo. Basidios en su mayoria de cuatro esterigmas y en
algunas ocasiones de dos. Basidiosporas elipsoides inamiloides de 5.5-7-7 x 4.5-5.5 um.
Queilocistidios pedicelados, calviformes, lisos, delgados, amurallados, hialinos de 10-
15 pm.

Gregarios, creciendo entre hojas y musgos,
bajo arboles de maderas duras. Se encuentra en Norteamérica y en Europa, sobre todo

en habitats boreales y montafiosos.

Tricholoma flavovirens (Peck), Bull sensu Bigelow, H. E. contribution to Tricholoma.
Sydowia; Annales mycologici, Beihefte: 55 (1979)

Basidioma con un pileo de 3-11.5 cm de diametro, es
convexo o conico cuando es joven. Se caracteriza por una superficie viscida cuando esta
himedo, mientras que es glabro cuando esta seco. Tiene escamas adpresas cerca del
umbo posee coloraciones de amarillo palido a un amarillo sulfuroso en el pileo, el cual
puede volverse rojizo a ligeramente marrén en el umbo y su margen ampliamente
ondulado. Sus laminas son sinuadas, cerradas, estrechas hacia el borde del pileo de color
amarillo sulfuroso. El contexto de estos hongos es blanco, firme pero quebradizo y tanto
su aroma como sabor son levemente farinaceos. Estipite de 4 a 9 cm de largo, de tipo
fibriloso, igual de grosor en la base que en el resto del estipite o engrosado en la base.
Se describe que en “variedades” como T. flavovirens var albipes se diferencia de la
especie T. flavovirens por tener tonalidades mas blanquecinas que amarillentas.

Epicutis gelatinosa en KOH, compuesta por hifas
cilindricas, lisas y paredes delgadas, con hipocutis vinaceo en KOH de hifas paralelas,
las cuales pueden tener paredes engrosadas con incrustaciones. Su trama himenoforal,

se compone por hifas en un arreglo paralelo, en su mayoria infladas. Tiene basidios con

152



cuatro basidiosporas y sus basidiosporas son elipticas, inamiloides de 6.5-7.5 x 4-
4.5um. Abrazadera conexiones presentes.

Se distribuye tipicamente en Norteamérica. Es
de gregario a cespitoso, se le encuentra creciendo en suelo y humus bajo pino o abeto o
en maderas mixtas de pino-abedul-alamo temblon, en los meses de septiembre a

noviembre.

Tricholoma equestre (L.) P. Kummer sensu Klimaszyk, P., y Rzymski, P.. The yellow
knight fights back: toxicological, epidemiological, and survey studies defend edibility
of Tricholoma equestre. Toxins (2018)

Basidioma con un pileo ampliamente convexo a casi
plano con la edad, con un margen enrollado en ejemplares jovenes y casi plano en los
mas viejos, su didmetro varia de 3 a 15cm. Las coloraciones de su superficie van de
amarillo brillante a amarillo-verdoso cuando estan inmaduros y su umbo suele presentar
coloraciones marrones. Conforme va pasando el tiempo, su color suele cambiar a verde
oliva con tonos marrén o marrdn-rojizo. La superficie en los ejemplares jovenes o
himedos es pegajosa y se van secando cuando maduran. Sus ldminas son marginadas,
anchas, medianamente espaciadas y con bordes enteros. Pueden presentar en un inicio
colores de amarillo a amarillo-palido, que se pueden tornar en un amarillo pardo con
tintes verdosos conforme el ejemplar madura. El estipite suele ser de amarillo a
amarillo-verdoso de 3 a 10 cm de largo. Su contexto es de color blanco a blanco-
amarillento muy palido cerca de la superficie del pileo y no cambia con el maltrato.

Las basidiosporas son elipticas, blancas, de 5-8.5x3 a6

um
Es un hongo que se encuentra asociado con
coniferas, especificamente con especies de los géneros Pinus, Abies y Picea, a menudo
asociados con suelos pobres en humus y nutrientes. Usualmente en bosques frios y altos
al norte. Su época de fructificacion comienza a finales de verano y otono, durando hasta
principios de noviembre, es tradicionalmente considerado como un hongo comestible,

pero se ha estado cuestionando su comestibilidad.
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