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RESUMEN

Se realizé la extraccién con cloroformo-metanol de 88 especimenes del género
Collybia (Fr.)- Staude y 8 de géneros afines con la finalidad de determinar sus perfiles
cromatogréficos, los cuales fueron usados junto con los caracteres morfoldgicos para tratar
de establecer limites discretos entre los taxa.

El andlisis fenético de los perfiles cromatograficos permite segregar grupos, de los
cuales los més inclusivos permiten observar la posibilidad de que esie tipo de caracteres
sean usados para el reconocimiento y/o separacion de niveles especificos y
supraespecificos (secciones, subgéneros y géneros, entre otros).

La revisién de los caracteres morfolégicos de las especies estudiadas permitié
reconocer las dos variedades citadas para México de Collybia butyracea Fr. (variedad
asama Fr. y variedad butyracea Fr.); esta Ultima, en el presente trabajo se logra separar 2
formas distintas, una representada por los especimenes con esporas grandes y la otra con
los de esporas pequenas. En los especimenes de Collybia dryophila (Bull.: Fr) Kummer no
se logré reconocer ningln grupo infraespecifico (subespecies, variedades y formas)
reportados por algunos autores, De hecho, la revisién de dichos caracteres hizo evidente la
enorme plasticidad fenotipica de la especie.

Los grupos formados por la similitud quimica y aquellos reconocidos por caracteres
morfoldgicos a niveleé infraespecificos no demuestran estar correlacionados por lo que es
dificil establecer unidades discretas tomando en cuenta ambos criterios,



1. INTRODUCCION

Una de las principales aportaciones de los investigadores en taxonomia es la
elaboracién de metodologias por las cuales se logre una répida y certera identificacién
de los seres vivos. Sin embargo no se limitan sélo a determinar sisteméticamente a las
aspecies, sino que también se encargan de implementar metodologias apropiadas que
permiten establecer posibles relaciones naturales (de semejanza y/o parentesco) entre
ellas.

El trabajo que desamoiia e} taxénomo juega un papel muy importante para el
conocimiento de la biodiversidad, ya que dentro de sus metas estan el determinar el
ntmero, la variacién, y la variabilidad de los seres vivos (World Conservation Monitoring
Centre, 1992). Sin embargo, el conocimiento que se tiene de esta diversidad alin es
incompleto si nos basamos en la idea de que existen grupos que todavia no se han
estudiado o que requieren de tratamientos especiales (Toledo, 1988).

Dentro de los macromicetos el reconocimiento de las especies se basa
principalmente en la comparacién de los caracteres morfoldgicos, sin embargo muchos
de estos caracteres son demasiado variables lo que ocasiona serios problemas al
momento de querer establecer criterios discretos de separacién entre los taxa. Por otro
lado, existen otras fuentes de informacién (como los datos citoldgicos, genéticos,
quimicos, ultraestructurales, reproductivos, etc.) que pueden contribuir a establecer
nuevos criterios de separacién entre las especies (Radford, 1986).

La manipulacién de evidencia quimica ha dado origen a la quimiotaxonomia, la
cual se define como la disciplina que usa los caracteres quimicos de los organismos
para determinar su posicién en una clasificacion jerarquizada. La utilizacién de este tipo
de caracteres en la mayoria de los casos s6lo ha afadido evidencia confirmatoria a las
clasificaciones taxonémicas clasicas, pero es indudable que la adicién de informacién
quimica a los caracteres macro y micromorfoldgicos hard més seguras las decisiones
taxonémicas (Dominguez, 1988).

LI Justificacién



Los criterios morfolégicos en los que se basa la taxonomia cldsica algunas
veces no permiten establecer limites bien definidos entre algunos taxa debido a que los
caracteres morfoldgicos son en algunos casos muy variables, siendo evidente con esto
la necesidad de aplicar nuevos tépicos que permitan establecer nuevos criterios de
separacién. Caso concreto tenemos . al género Collybla (Fr) Staude, taxon
aparentemente bien definido a pesar de que existe cierta dificultad para distinguir y
delimitar a las especies, debido a que muchos de los caracteres morfolégicos
considerados con valor taxonémico no permiten establecer limites discretos entre las
especies, o que hacen al grupo muy complejo (Villarruel-Ordaz et al., 1993).

Ademds, el manejo de nuevas ponderaciones en la sistemdtica de
macromicetos tiene vital importancia en los estudios svolutivos y filcgensticos, ya que la
utilidad de los caracteres morfolégicos como criterio primario para este tipo de estudios -
es frecuentemente limitados debido a la ausencia de conocimiento concemiente a la
homologia de los caracteres (Vilgalys, 1991).



Il. ANTECEDENTES

1.t Fundamentos taxonémicos

Los investigadores interesados en la clasificacién biolégica al menos deben estar
convencidos de que la variacion entre los organismos en [a naturaleza no es continua. Esto
permite que los especimenes sean armeglados en un sistema jerérquico donde la unidad
bésica y fundamental es la especie, y la cual existe en la naturaleza como una entidad real
e independiente de nuestra habilidad para percibifas (Kuyper, 1988).

La delimitacién de especies esta trazada por el uso de una combinacién de
caracteres, los cuales son definidos como cualquier atributo de! organismo. Bajo ese
contexto los caracteres quimicos son tan vélidos como cualquier otro caracter morfolégico,
citolégico o reproductivo, por mencionar algunos.

El problema que existe en determinar qué carcter tiene mayor peso taxonémico no
depende de que tipo sea (morfoldgico o quimico), sino a que nivel taxondémico se puede
aplicar; de esta manera los caracteres llegan a ser herramientas Utiles en sisteratica
.cuando ellos muestran variacion en estados discretos y en un determinado rango
taxonémico. ' . .

Kohn (1992) propone un protocolo general para determinar el nivel resolutivo de un
carécter potencial de ser usado en taxonomia y que permita responder las preguntas
apropiadas a ese rango. Dicho protocolo se fundamenta en los siguientes tres pasos:

1) Definicién de! problema taxondmico y determinacion del nivel resolutivo deseado para el
caracter.

2) Disefio de un estudio comparativo preliminar en donde el nivel resolutivo de los
caracteres potenciales son probados.

3) Andlisis de los datos usando las técnicas mas apropiadas para probar las hipétesis
correspondientes.

La formacién de grupos y asignacidn de categorias taxondmicas es el paso posterior
a la seleccidn de los caracteres dentro del proceso taxonémico. A este respecto, las
clasificaciones bioldgicas son un tipo de hipétesis cientifica acerca del orden natural, por lo
tanto una clasificacién estd sujeta a producir predicciones que pueden ser falseadas o



refutadas (Kuyper, 1988), por lo que una agrupacién jerarquizada es mejor que otra en la
medida que resista y sugiera mejores hipétesis explicativas de ese orden natural.

La organizacién jerarquica de los seres vivos es una caracteristica intrinseca
derivada de procesos naturales. Esta vision es congruente con la premisa de la biologia
evolutiva de que el ordenamiento de los organismos es el resultado combinado de procesos
histéricos (herencia con modificacion) y procesos ecoldgicos. Bajo esta vision evolutiva, las
unidades (naturales) existen auin sin que el investigador pueda reconocertas (Ogata y Luna,
1995).

Los grupos naturales puede ser conceptualizados como entidades con limites
temporales y espaciales bien definidos. Estas entidades se denominan "clases” y pueden
ser reconocidas por una serie de atributos exclusivos. De esta manera, los organismos se
ordenan en grupos que son reconocidos por un cierto nimero de caracteristicas que los
definen (Cracraft, 1983), pero también pueden ser conceptualizados como "individuos", los
cuales son reconocidos por "conectores” espacioc-temporales entre el estado (e1) de una
propiedad en:un tiempo-espacio (te1) y su nuevo estado (e2) en un tiempo-espacio (te2).
"Los individuos" tienen realidad en el sentido de que existen independientemente de
‘nuestra capacidad para reconocerios (Ogata y Luna, 1995).

Un aspecto dificil de comparar son los criterios para el reconocimiento de grupos y la
asignacién de rangos diferentes. Algunos taxénomos asignan el rango de especie a
algunos grupos con base en procesos, como el aislamiento reproductivo, y otros, de
acuerdo a discontinuidades en los patrones de similitud principalmente morfoldgica (Ogata y
Luna, 1995).

ILi Generalidades del género Collybla

El género Collybia (Fr.) Staude (Halling, 1983) representa un grupo de Agaricales
donde existe cierta dificultad para delimitar y distinguir a sus especies. Basandose
unicamente en su morfologia macroscépica, algunas espacies de este génerc con
frecuencia pueden ser confundidas con algunos miembros de los géneros Tricholoma (Fr.)
Quél., Clitocybe Kumm. y Marasmius Fr.; sin embargo, de acuerdo con Lennox (1978), la
utilizacién de los caracteres microscopicos ha penni@ldo establecer limites bien definidos



con dichos géneros y con otros como Oudemansiella Speg., Calocybe Kihn. ex Donk, -
Lyophyllum Karst., Clitocybula (Sing.) Metr. y Marasmielfus Murr.

Recientemente se han propuesto tres clasificaciones diferentes para este género.
Lennox (1979) segrega el género Rhodocollybia Sing. por presentar una reaccién
dextrinoide en las esporas (positiva con el reactivo de Melzer) y por la coloracién rosada de
la esporada. En este género él reconoce dos secciones: Maculatae (Sing.) Lennox y
Butyracea (Sing.) Lennox basadas en la coloracién y talla del basidioma, mientras que el
género Collybia, Lennox no proporciona una clasificacion infragenérica. Halling (1983) en
cambio reconoce dos subgéneros: Rhodocollybia (Sing.) Halling y Collybia reconocidas de
igual manera por la coloracion de la esporada y reaccion de las esporas con el reactivo de
Melzer. Rhodocollybia presenta una sola seccion Maculatae (Sing.) Lennox ex Halling y
Collybia seis secciones locephalae Sing. ex Halling, Collybia, Vestipedes (Fr.) Quél,
Subfumosae Sing. ex Halling, Strijpedes (Fr.) Quél. y Levipedes (Fr.) Quél., las cuales se
separan por caracteristicas del pileipelis. Por dltimo Singer (1986) considera al género
Collybia Kumm. dividido en nueve secciones, sels corresponden a las mismas que Halling
propone para el subgénero Collybia y tres secciones mdas que son; Cystidiatae Sing.,
Dictyoplocae (Mont.) Sing. e /xatrama Sing.; Singer no reconoce subgéneros ni la seccién
Maculatae, en cambio a la seccién Stn'ipedeS la divide en-tres estirpes: Maculatae,
Butyracea y Fbsipes. El reconocimiento de secciones por Singer se basa principaimente en
caracteres macroscopicos.

A nivel mundial existen varios trabajos morfodescriptivos de algunas especies del
género Collybia como los de Murrill (1916), Coker y Beardslee (1921), Lennox (1979) y
Halling (1983}, sin embarge cuando se comparan las descripciones de las especies y las
claves taxondémicas que se presentan en algunos de estos trabajos, se hace evidente el
manejo de un conceptd morfolégico muy amplio en la delimitacién de algunas de ellas,
slendo necesario evaluar otros criterios para la separacidn de las especies.

Tanto Hawksworth ef al. (1983) como Singer (1986) consideran 74 especies
reconocidas a nivel mundial, aigunas de ellas con amplia distribucién; sin embargo, aun se
desconocen muchas especies, especialmente las tropicales, las cuales todavia no han sido
descritas y/o requieren de observaciones adicionales. Actualmente Antonin y Noordeloos
estén desarrollando una revisién de las especies europeas mientras que Halling lo estd



haclendo para América, principalmente en Centro y Sudamérica (Antonin y Noordeloos,
1993).

En México son escasas las publicaciones que sobre la problematica que existe en
delimitar a las especies del género Collybia. Estos trabajos son del tipo descriptivo y de
inventariado' de algunas especies, basandose principalmente en el andlisis de los
caracteres macro y microscopicos con valor taxonémico, como por ejemplo los trabajos
realizados por Murrill (1916), Guzman (1980), Halling (1990), Guzmdn et al. (1992) y
Villarruel-Ordaz ef al. (1993).

A nive! nacional se citan a la fecha 20 especies reportadas en 19 estados, pero el
conocimiento taxondmico que se tiene de ellas es escaso, ya que muchas de estas
especies requieren de mayores observaciones (Villarruel-Ordaz et al., 1993), como son los
casos de Collybia butyracea Fr. y Collybia dryophila (Bull.: Fr.) Kumm, las cuales son
particularmente abundantes en los bosques caducifolios y de coniferas, principaimente en
los estados del centro de México.

C. dryophila es quiza la especie de este género mas comunmente recolectada y
més ampliamente distribuida a nivel mundial, y atin cuando numerosos taxa han sido
segregados, el alto nivel de plasticidad fenotipica dentro del grupo hace dificil 1a
comparacién y circunscripcién taxonémica, por lo que generalmente es referida como una
especie polimérfica (Vilgalys y Miller, 1987).

La variabllidad dentro de C. dryophila es mas clara con algunos ejemplos: el color
del pileo puede variar desde color de ante claro hasta color café castaiio en la misma
recolecta, como también varios especimenes pueden presentar sombras de color ocre,
amarillo y rojizo. Las asociaclones ecoldgicas también pueden variar, el sustrato puede ser
terricola, humicola o lignicola (madera en descomposicién), presentdndose en una gran
variedad de bosques de coniferas y bosques deciduos (Vilgalys y Miller, 1983).

Estudios de compatibilidad reproductiva han mostrado que el grupo de C. dryophila
en Norte América estd compuesto de por lo menos 4 especies biolgicas taxanémicamente
distinguibles (Vilgalys y Miller, 1883), mientras que ias especies bioldgicas presentes en
Europa pueden ser diagnosticadas por una combinacién de criterios morfolégicos,
acoldgicos y reproductivos (Vilgalys y Miller, 1987). )

Vilgalys (1991) ha logrado determinar que bajo un concepto amplio de C. dryophila
s8 han incluido varias especles morfoldgicamente similares, sin embargo se ha logrado



corroborar su separacién principalmente por los trabajos realizados sobre capacidad de
entracruzamiento bioldgico, hibridacion de ADN y andlisis de isoenzimas. Se piensa que
bajo este criterio es probable que algunos de los materiales mexicanos se adscriban a
algunos de los grupos considerados por diche autor.

En el caso de C. butyracea es factible que también bajo un concepto amplio se
esté incluyendo a varias especies, a juzgar por la variacién que se observa en algunos
caracteres morfoldgicos, como por ejemplo el tamaiio de las esporas. Una comparacion de
los intervalos en los tamanios de esporas citados para algunos especimenes de Norte
América, Europa y México, permite observar que los ajemplares inexicanos son mas
parecidos a los representanies europeos (Villarruel-Ordaz et al.,, 1993); sin embargo, la
dificultad para la separacion morfoldgica de esta especie ocasiona que en determinado
momento exista una gran confusion para determinar si se trata de especies diferentes o si
sélo representan una variedad, una forma o una mera variante, como lo citan Breitenbach'y
Krénzlin (1991).

En los trabajos donde se provee tna descripcién de C. butyracea invariablemente
se hace una comparacién con C. dryophila. Las diferencias entre estas dos especies son
fundamentales; C. dryophila se distingue por la coloracién café amarillenta a naranja que
presenta el estipite, asi como la esporada blanca y la reaccién inamiloide de las esporas, a
diferencia del color café rofizo a café rosado del estipite, la esporada con tintes rosados y
asporas dextrinoides que presenta C. butyracea (Villarruel-Ordaz et al., 1993).

LIl Consideraciones quimicas

El uso de los datos quimicos (en particular los metabolitos secundarios) en
taxonomia ha sido fuertemente criticado por los taxénomos clésicos debido a que existen
algunos problemas de indole bioldgico como son:
a) Presencia o ausencia de ciertos caracteres quimicos. Aunque es relativamente sencillo
demostrar la presencia de una sustancla, es difict demostrar en forma definitiva su
ausencia. La ausencia de un compuesto en un grupo de organismos que en general lo
presenta, se puede deber a la sustitucién de uno parecido, desempetando la misma
funcidn y el cual hay que detectar.



b) Variacién -de estructura a estructura. Existen compuestos que sélo aparecen en
determinada estructura por lo cual es deseable estudiar por separado las partes
constituyentes de los organismos. )

¢) Variacién intra e interespecifica de los componentes, Estas pueden ser tanto en calidad
como en cantidad y pueden depender de la ubicacién en el espacio de las poblaciones.

Todos estos factores se deben de tomar en cuenta al hacer los estudios
quimiotaxonémicos, puesto que se trabaja con seres vivos que no se encuentran estaticos,
ademds de que se trabaja con muestras de individuos de una poblacion.

La utilizacion de los metaboiitos secundarics con fines taxondmicos cfrecs una
alternativa para tratar de clasificar a los seres vivos de una manera natural no sin antes
considerar los problemas antes mencionados (Dominguez, 1988).

De las técnicas quimicas la que presenta grandes ventajas es el andlisis de los
metabolitos secundarios por métodos cromatogréficos, ya que ademds de ser un método de
alto grado de confiabilidad y precisién, da la oportunidad de ser aplicada con fines tanto
cualitativos como cuantitativos. De los diferentes tipos de cromatografia la que mas
aplicacién ha alcanzado en los mas variados campos, es la cromatografia en capa fina
(CCF) debido fundamentalmente a la sencillez, rapidez, reproductividad y sensibilidad que
ofrece (Huerta y Madero, 1992).

Uné de las aplicaciones de la CCF como método cualitativo y con aplicacién en la
taxonomia se basa en la comparacion de los perfiles cromatograficos de las especies. Se

. ha observado con bastante frecuencia que dos especies poseen uno o mas metabolitos en
comtin; sin embargo, se presentan otros que permiten discriminar entre ellas, por lo que se
dice que cada especie posee un perfil cromatogréfico Unico (Andersen, 1994).

También existe la posibilidad de identificar una serie de compuestos y compararios
con otros de referencia permitiendo establecer una separacién entre [os taxa, esto implica
que es necesario conocer de antemano que compuestos estén presentes en las especies a
estudiar. Para Collybia existe informacién en cuanto a la presencia de algunos compuestos
dentro de las especies, como por ejemplo los trabajos de Aguilar (1967) quien reporta
algunos esteroles en Collybia albuminosa Petch; Bui et al. (1974) determinan la existencia
de dos sesquiterpenos (colibdlido e isocolibdlido) en Collybia maculata (Alb. et Sch.: Fr.)
Kummer, mientras que Fogedal y Norberg (1986) reportan la presencia de otro
sesquiterpeno denominado desoxicolibolidol en Collybia peronata (Bolt.:Fr.) - Sing.;



Stadelmann et al. (1978) reportan muscarina, epl y alo-muscarina (esterecisémeros de la
muscarina) y Higham et al. (1974) denotan la presencia de poliacetilenos en esa misma
especie; Dominguez et al. (1981) detectan la presencia de manitol y ergosterol en Collybia
acervala (Fr.) Kummer. .
En referencia a los trabajos relacionados con el uso de los caracteres quimicos con
fines taxonémicos aplicados en el género Collybia solo un trabajo se reporta y es el de Tyler
et al, (1965) quiénes determina la existencla de urea en algunos grupos de Ascomycstes y
Basidiomycetes. En este trabajo Collybia confluens (Fr.) Kummer y C. dryophila se reportan
como especies que acumulan urea mientras que C. acervata y C. maculata no lo hacen.

ILIV Importancia del género

Existen trabajos de bastante interés para otras dreas de investigacién como lo
describen los trabajos de Higham et al. (1974) quiénes reportan la presencia de
poliacetilenos con actividad antibi6tica en C. peronata y Leonhardt et al. (1987) denotan la
actividad antiviral de algunos metabolitos de C. macufata, asf como el trabajo de Pemberton
(1994) quien describe la existencia de compuestos hemoliticos en C. bufyracea y C.
maculata. .

Much'as de las especles de género Collybia representan a. los descomponedores
primarios de la hojarasca y son ampliamente distribuidos en climas templados, por los que
su Importancia biolégica se sustenta en el hecho de ser de los principales organismos que
incorporan nutrientes a los suelos forestales mediante la degradacién de la materia
orgénica.

En México algunas especies como C. butyracea y C. dryophila se reportan como
comestible de acuerdo a los trabajos de Guzman-Davalos y Guzman (1979), Guzmén y
Villarreal (1984), Aroche et al. (1984) y Estrada-Torres y Aroche (1987), entre otros.
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“Ill. OBJETIVOS

Con la finalidad de contribuir a un mejor conocimiento del género Collybia y .
establecer nuevos criterios en la definicion e identificacion de las especies se propone
que el presente trabajo cubra los sigulentes objetivos:

- Contribuir al conocimiento de la diversidad macrofingica de México.

- Determinacién taxonémica de algunos ejemplares herborizados pertenecientes al
género Collybia depositados en el herbario FCME.

- Describir y analizar la variacién morfolégica entre diferentes especimenes del grupo C.
dryophila y C. bulyracea en el centro de México.

- Valorar el criterio cromatografico para distinguir a los taxa del grupo de C. dryophilay C.
butyracea con respecto a los criterios morfolégicos.

Bajo este contexto, en el presente trabajo los lineamientos que se siguieron
(andlisis fenético de los perfiles cromatograficos, anélisis estadistico del largo de las
esporas y la comparacion de grupos formados con los perfiles cromatogréficos y los
formados por caracteres morfolégicos) fueron para responder los siguientes
cuestionamientos:

- ¢Los especimenes de C. dryophila depositados en el Herbario FCME son una misma
especie o es un compléjo de especies? !

- ¢Se pueden reconocer categorias infraespecificas dentro de los especimenes de C.
butyracea del Herbario FCME con base en los andlisis cromatograficos y morfolégicos?

- ¢los datos cromatograficos permiten segregar categorfas especificas  y
supraespecificas (especies, secciones, subsecciones y géneros) como lo sugiere los
datos morfolégicos? ’

11



IV. METODOLOGIA

Para el desarrollo de este trabajo se utilizé particularmente material biolégico del
género Collybia y algunos géneros afines depositado en el herbario de la Facultad de
Ciencias (FCME) UNAM, el cual se ha venido recolectando por el personal de la seccién
de Micologia principalmente en el centro de México (particularmente la franja central del
Eje Neovolcanico y la parte guerrerense de la Sierra Madre del Sur), abarcando al
Estado de México, Guerrero, Hidalgo, RMichoacan, Morsios, Pucbla y Tlaxeala,

Para la determinacién de las especies se utilizaron guias de campo, claves y
descripciones especializadas como las de Dennis (1970), Pegler (19877, 1983, 1988),
Moser (1978), Cetto (1979), Lennox (1979), Smith et al. (1979), Guzman (1980), Miller
(1980), Halling, (1981), Lincoff (1981), Halling (1983), Phillips (1983, 1991), Vilgalys y
Miller (1983, 1987), Bessette y Sundberg (1987), Bon (1987), Breitenbach y Krédnzlin
(1991), Vilgalys (1981), Guzman et al. (1992), Villarruel-Ordaz (1992) y Villarruel-Ordaz
et al. (1993), entre otras.

V.l Andlisis cromatogréfico

Los especimenes de estudio se seleccionaron teniendo en cuenta que cada
recolecta presentara por lo menos 4 6 5 basidiomas para que existiera suficiente material
como referencia de herbario. ’

El método de extraccion empleado constituye una modificacién de la técnica
propuesta por Fogedal y Norberg (1986) para la extraccidn del metabolito secundario
llamado desoxicolibolidol (factona sesquiterpénica aislada de C. peronata).

La técnica consistié en realizar una extraccién de aproximadamente 150 mg de
pileo herborizado y pulverizado, utilizando 5 ml de cloroformo-metanol (2:1) como
solvente. Este procedimiento se realizé por triplicado, combinando los extractos para
posteriormente concentrarlos usando el rotavapor.

Una vez concentrado el extracto se redisolvié en 15 ml de cloroformo-metanol-
agua (8:4:3). En esta mezcla de solventes se forman dos fases, de las cuales se separa

) la porcidn inferior (fase cloroférmica) para ser concentrada nuevamente con el rotavapor.
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~ Este concentrado se disuelve con 1 ml de metanol para hacer las aplicaciones'a
las placas, usando en cada corrimiento 5 pl.

Se usaron placas "activadas" de gel de silice 80 para cromatografia en capa fina
de alta resolucién (HPTLC), las cuales fueron desamolladas en una sola direccién
utilizando cloroformo-metanol (9:1) como sistema de eluyentes.

La "activacién" de las placas consistié en colocarlas dentro de un homo a una
temperatura de 100-120 oc por lo menos 1 hora antes de ser aplicados los extractos. El
objeto de esto es el de eliminar la humedad que pueda haber absorbido el gel de silice.

Concluido el corrimiento se procedié a observar las placas bajo la luz U.V. (365
nm) para evidenciar algunas manchas cromatogréficas y posteriormente rociarias con
sulfato cérico que actia como revelador.

La técnica para hacer evidente el perfil cromatografico consistié6 en colocar la
placa, una vez que se asperso con el revelador, en una parrilla eléctrica y calentar hasta
que las manchas tengan su maxima coloracién.

Ya una vez determinados los perfiles en cada ejemplar se procedié a calcular
los valores de Rf (distancia recorrida por la mancha entre la distancia recorrida por el
solvente empleado) de cada una de las manchas observadas con los cuales se elaboréd
una matriz de presencia-ausencia la cual se analiz6 fenéticamente, empleando el
coeficiente de similitud de Jaccard y el método de agrupamiento UPGMA para elaborar el
dendrograma correspondiente.

En cada uno de los corrimientos se utilizé un marcador quimico de referencia el
cual sirvid para tener un marco de comparacién entre las manchas que se presentan. El
marcador que se empleé fue la lactona sesquiterpénica aislada de C. 'maculata
(colibélido) el cual fue proporcionado por el Dr. Pierre Potier del Centre National de ia
Recherche Scientifique en Francia. '

La metodologia antes descrita fue aplicada también a especimenes
pertenecientes de otros géneros que estan cémanamante relacionados, como son
algunos miembros de Marasmius, Laccania Berk. & Br., Lyophyllum Karsten y Mycena
(Fr.) S.F. Gray para observar las diferencias a nivel genérico,

IV, Il Andlisis morfolégico
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Los ejemplares de estudio se revisaron macro y microscopicamente siguiendo
las técnicas convencionales para la descripcién de los caracteres morfoldgicos
pr%puestas por Largent y Johnson (1977), Largent y Thiers (1977), Largent et al. (1979),
Cifuentes et al. (1988) y Largent y Baroni (1988)

Particularmente en los ejemplares pertenecientes al complejo C. dryophlla se
aplicaron los criterios que proponen Vilgalys (1991) y Vilgalys y Miller (1983, 1987), los
cuales consisten en la revision de clertos caracteres morfol6gicos cuyas combinaciones
permiten segregar especies afines.

En el caso de C. butyracea se realizé un andlisis estadistico del tamaiio de las
esporas para tratar de separar grupos discretos basados en ese caracter.

. Se conoce que el nimeroc minimo de §sporas para ser utilizadas en un estudio
estadistico depende del intervalo en el cual se desea estimar la longitud media para una .
poblacién (Parmasto y Parmasto, 1987). El tamaiio de la muestra se determina con la
formula n = (Z(0,95))2(8)/82, donde n=tamaio de muestra requerida, Z(g gs)= nive! de
significacién (1.98), S= desviacldn estdndar y é= intervalo de error deseado (para
nuestro caso se considerdé 0.5 um). Ya una vez determinado el tamario de la muestra se
realizaron las mediciones apropiadas, haciendo notar que las medidas se tomaron sélo
en aquellas esporas observadas en posicién lateral.

El largo esporal promedio de los especimenes estudiados se sometié a pruebas
de hipétesis de Igualdad entre dos muestras mediante la prueba estadistica: Z= Xq-
Xo+(S21 / n + 825 / n)2 donde X4 y X3 comesponden al valor promedio de la variable
de las muestras a contrastar, Sq y Sz la varianza respectivas de cada variable y n= al
tamafio de la muestra, La. hipdtesis nula a probar es que X4=Xg a un nivel de
significacion de Z(g,g5y= 1.96
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V. RESULTADOS

Para este trabajo se utilizaron 96 especimenes herborizados, de los cuales 88
corresponden al género Collybia y los 8 restantes a géneros afines (2 especimenes de
Laccaria, 2 de Lyophyllum, 2 de Marasmius y 2 mas de Mycena), De los 88 especimenes
de Collybia, la mayor parte pertenecen a los grupos de C. butyracea (28) y C. dryophila
(44), mientras que los restantes corresponden a las especies Collybia alkalivirens Sing.
(1), Collybia fuscopurpurea (Pers.: Fr.) Kummer (1), C. maculata (3), Collybia polyphyila

(Pk.) Sing. ex Halling (2), Collybla subdryophila Atkinson (7) y Collybia subnuda (Ellis ex
Pk.) Guilliam (2).

V.l Consideraciones generales

En cada uno de los corrimientos se traté de determinar la preéencla del marcador
(colibdlido) y atin cuando no se pudo precisar con exactitud se piensa que realmente
puede estar presente en la mayoria de los espécimenes. El marcador utilizado sélo es
evidente cuairido la placa es revelada con sulfato cérico y no presenta fluorescencia .
cuando es irradiada con luz U.V. En los perfiles estudiados se presenta una serie de
manchas denotadas 'con las letras J, K y L las cuales representan compuestos de
mediana polaridad cuyos valores de Rf se aproximan al valor del marcador taxonémico.
Considerando que cada mancha puede estar constituida de 1 6 més compuestos es
posible que cualquiera de estas manchas represente o incluyan al colibdlido (tablas 1, 4,
7y8). ’

‘

V.Il Complojo Collybla buiyracea

En los perfiles cromatogréficos se determind la presencia de 10 manchas, 5 de
las cuales (G, J, K, My Q) estan presentes en todos los especimenes, mientras que las §
. restantes varian dependiendo de la concentracién a la cual se encuentren dentro del
organismo (tabla 1, figura 1).
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Tabla 1. Rf de las manchas observadas en los i al j
Para estandarizar los valores se multiplic por un factor de 10 para tmbajar con unidades y dos deumales

C. butyracea Mancha
# Ejemplar (FCME) D E G H J K M N ] Q
13232 70 1 328 [ 405 1450 1 527 | o1 [ 002 738 1 8,78
3279 270 | 341 405 {473 | 527 |5 5,52 84 [ 8,78
1508 345 [ 417 [ 4,79 | 540 [ 554 | 6.58 | 7.6 | 7.81 [ 8.7
[ 573% 288 | 3, 3T 4,66_75.75‘J‘STE§ .71 ; 8,84
10787 pA:LY 397 532 | 541 | 635 | 689 | 7.73 |8,
12326 254 397 [ 4 514 [ 5, 551 [ 703 [ 7. [:X:5)
1914 405 [ 451 | 5,27 | 550 | 649 | 7,05 | 7,86 | 8,73
[ 5735 254 FIT 541 | 5068 | 662 | 7,03 | 7.0 X
| 5735 2,78 321 564 | 584 | 6,83 844
13957 LX 556 | 5.71 | 672 B,
13172 258 370 | 474 | 551 |5, [:X£:] 540
| %) 254 335 | 487 | 553 | 592 | 649 3.3
2312 2,60 354 4, 557 | 658 7.73 | 858 |
351 259 3587 {450 | 518 | 550 | 6,40 756 | 860 |
3257 2,58 3389 19| L'5'5!? X 769 1 8,75
[ 5138 2,70 387 ~5.27 | 5548 | 635 757 | B,
11307 7 | 447 | 541 | 5,81 | 6,62 555 _|
13105 258 471 [ 457 | 564 | 6,08 (689 832
14201 258 | 3.38 [ 4. 537 [ 579 | 6,04 | 7.03 3,02
~ 1727 280 | 347 | 429 (493 | 587 1627 | 707 887
2 378 | 446 | 500 ) 6522 | 7, 892
12312 287 [ 3.8 | 455 | 527 | 554 (6,35 [ 7.06 70 | 857
71553 256 | 3,87 | 4.7 533 | 5,65 | 647 | 693 | 7,60 [ 8,
227 | 392 (459 29 | 5,13 [ 640 | 7.07 | 752 [ 8,
5327 34T [ 4,18 ~E41 | 581 | 65, 855 |
13314 250 | 2. X 334 | 539 [571 [ 658 763 | 8,55 |
359 [ 4,23 [474 | 5, 5,79 845 |
5730 297 [3. ; 433 | 541 15068 | 6,35 | 689 | 7,00 | 834
0 o 582
D E G H J K M N [) Q
27 1 280 | 381 | 433 [ 514 [ 541 1535 | 6. 52 [ 8.4
dio] 2,72 | 341 [ 412 | 488 | 544 | 580 | 666 | 7,02 [ 7.73 | 8,66 |
Maximo| 237 [ 3,52 [ 459 [ 527 | 5585 (635 [ 1.6 | - 892
27 4|28 | 19 | 28 | 28 | 28 37 28|
Desv. Estandarf 0,17 | 033 | 0,22 | 028 | 020 | 023 | 023 | 0,2 | 031 | 0,18 |
Vari 03 10,37 | 0,05 [0,08 | 004 | 0,05 | O 0,01 1001 | 0,03
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Figura 1. Perfil cromatografico de los especimenes estudiados pertenecientes
al complejo C. butyracea. Las letras indican un valor promedio de Rf (ver tabla 1).
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Fig. 2. Fenograma mostrando las relaclones de similitud quimica entre los

espocfmenes de Collybia butyracea.
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Tabla 2, Datos estadisticos para el largo de las basidiosporas de los especimenes
de C. butyracea.

# Ejemplar (FCME) Lentn. Lprom Lens, S
2312 6,4 6,6 6,7 0,46
5738 7.1 7.3 7.5 0,43 °
3281 6,2 6,4 6,5 0,37
3257 7,0 7,2 73 0,37

13185 i 6,3 6,5 6,6 0,46
1908 63 6,4 6,5 0,37
10181 6,0 6,2 6,3 0,41
12326 6,4 6,6 6,7 0,51
1914 6,1 6,2 6,3 0,34
5736 6,3 6,5 6,7 0,69
3279 6,3 6,4 6,5 0,37
13957 7,1 7.3 7.4 0,35
13314 6,2 6,4 6,5 0,38
14172 6,2 6,3 6,5 0,37
5735 6,6 6,8 7,0 0,61
5739 6,4 6,7 6,9 0,63
3253 6,2 7.5 76 0,46
14232 73 7.5 76 0,43
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Figura 3. Promedio del largo de las esporas de algunos especimenes de C. butyracea.
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Tabla3.C enla 6n con los grupos q delos del jo C. buty .
* Ejemplares considerados en el analisis estadlstico de fas esporas.
# Ejemplar VEGEI'ACION SUSTRATO LOCALIDAD COLOR DEL PILEO LARGO DE ESPORAS (um)

ver. butyracea 14232 BM T-H €F8, 6D4 (café grisacea, “camelia) 742015

- 3279 BPA H 3 6D8 {calé claro) 642013

- s728" BPE H 10 6E7, 6F7 ("cognac”, calé cbscurs) 652021

- 12312 MM H 17 Nannp. cafe claro 70277

var. asema  13314° BMM T-H 23 B3 (naranja-grisaceo) 6420.13

~« 5730 BMM H 23 5F4, sea (sepia, calé grisscec) 60a75
var, butynnl 2312 8MM H 15 6D8, 3,4A4,3 (café claro, amarilio claro-palido) 66+0.16

. 321" BPA H 2 7F8 (café obscuro) 641013

G{A . - asr BPA H 2 6E8, 7E8 (calé, "dgata’) 722013
R - - 5738 BPA H ar 7D6, 6D6 (café rojfizo, “caneia’) 732015
u . . 10181° BMM H 27 “paja” £210.15
P - A 7 BPE H 37 6C7, 7F7.8 (dorado rofzo, calé obscuro) 671023
[+] var. asema  12326" BMM H 17 calé chocolate, grisdceo 66£0.18
- = 11553 BPE H 33 café grisdceo, oliviceo 52a75

Q var. bufyracos 10354 BE H 1 café rosado 60a75
u * - 1908" BMM H 18 café-naranja 6.420.13
I var assma  1914" BMM H 18 calé grsacoa 622012
L var. butyracos BPE H 10 7E7, 5C5 (calé, calé-naranja) 681022
| R 73 o BMM H 30 7EB, 607 (dgata”, slena) 631013
[ - - 3253* BPA H 2 6F7, 6EB, 4A3 (calé obscuro grisdceo, "crema’) 751018
o var.asema 13105 BMM H 2 6F4, 6E3 (calé chocolate, calé grisices) 60a75
var. bufyracea 11307 8PA H 31 6D7 (siena) 63a70

B - s 14201 BPE H 36 7ES, 604 (café, “camello”) 56a70

var. asema 11721 BPE H 32 4BS (amarilio griséceo) 42a63

var. bulyracea 3282 BPA H 2 586, 3A3 ("durazno®, amarilio pdlido) 56a77
- " 13155" BMM H 2 4A4,3 (amarillo claro-paiido) 6520.16
. 13957 BA H 3 7E5, 6D6 (calé, caté dam) 724013

var, asoma 6921 BPE T-H 21 café obscuro, naranja grisaceo 60a75

H

:A.Bmd;mo BEBosqcndeuL;drn BMM: Bonwenméﬁlodemonhﬂa BPABosquedeplmibdn BPE: Bosque de pinc-encino.

de recolecta estin citadas en

ﬂeuordaummmmmamumumwamum)



El andlisis fenético de los valores de Rf segregd 2 grupos mas inclusivos (A y B)
tomando como criterio un 60 a 80% de similitud en los perfiles (figura 2).

Por otro lado, el tamaiio de muestra requerido en el anélisis estadistico fue de 16
esporas; sin embargo, para hacer mas representativa la muestra se opt6é por considerar
la medicién de 30 esporas como lo propone Parmasto y Parmasto (1987). Considerando
los resultados de las pruebas estadisticas se logré determinar que los ejemplares FCME
3257, FCME 3253, FCME 5738, FCME 14232 y FCME 13957 forman un grupo de
especimenes con esporas grandes (mayor de 7 um) (tabla 2, figura 3).

Se pueden establecer otros criterios de agrupacidn entre los especimenes como
por ejemplo la coloracién del pileo, la cual permite la separacién de 1a especie en dos
variedades: C. bulyracea var. asema Fr. (coloraciones café grisdceo-olivo) y C.
butyracea var. butyracea Fr. (coloraciones café naranja-rosado). Si se considera la
coloracién del pileo y el tamario de las esporas, se pueden segregar 2 grupos dentro de
la variedad butyracea, uno correspondiendo a los especimenes con el largo promedio de
las esporas mayor de 7 um y otro con esporas pequeias menor de 7um, observandose
estados intermedios entre estas dos medidas.

Tomando como criterio el agrupamiento promedio, los dos grupos segregados en
el andlisis fenético no muestran correlacion con los grupos elaborados con base en los
criterios morfolégicos. De hecho, dichos grupos quimicos no permiten establecer una
relacién con ofros atributos como son la vegetacién y sustrato. Con respecto al sitio de
recolecta, los especimenes recolectados en una misma localidad pueden quedar dentro
de un mismo grupo quimico o en grupos separados (tabla 3).

V.l Complejo Collybla dryophlla

Los perfiles cromatogréficos permiten establecer la presencia de 12 manchas, 5
de las cuales (A, J, K, M y Q) estén presentes en todos los espacimenes y las 7
restantes varian dependiendo de la concentracién a la cual se encuentren dentro del
organismo (tabla 4, figura 4).

El agrupamiento fenético de los valores de Rf segregé 4 grupos mas inclusivos
(A, B!, B" y C) tomando como criterio un nivel de similitud en los perfiles de 60 a 80%.
Existe un ejemplar (FCME 5731), el cual no quedd incluido en los grupos antes
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TaBIa 4, Rt de las manchas observadas en los especimenes estudiados pertenecientes al complejo C. dryoghila.
Para estandarizar los valores se muitiplicé por un factor de 10 para trabajar con unidades y dos decimales.

C. dryaphila Mancha
MElemplar{fFCME) A B D F 6 H J K M N O a
| T OB0 [ 1,741 260 ] NCNRACTNRIN X
BaT. ;) T3 2741 0715, 4% .53 |
2] B9 173273 . .62 | 6.58 | A
T BI (T3 278 | 389 ,254". X 75
12453 19 AL ECENCR X
333 , 421 4, X éa .85 | 7301755 55_1
6315 78 | 337 [3.35 (472 [ 5.28 | 5591 657 | 7,3 | B.06 | B/
] AFAELAAEAL 28583 | 65| 750 B.UG] BEY]
fsitted X ; 47 (485 28158316671 7,367,921 BBI]
X 07 . X 07 | &) .45 |
4718 X 07 X X .55 | 6,89 .51
05 X X 50 .47 [ 573 [ B, 33
1) 73 3 .76 X3l
BT 173 2] 480|526 (6,18 42 |
X 74 .34 [ 5,89 6,77 .77 ]
5733 .80 (.74 ( 243 3, X 51 | 645 .55 |
| 573 . A7 3, 0I5 8T, K
[ 1ameT 50 EXE) 0 | 54215, XAN
3273 X 303 421 532 8.7 kL)
T ; A0 ] AT 530708 353
0, 55 732 20| 5EZ B4 ERT | 773 B5E]
TI17 D, 114 3, 5, .73 [ 653 | 75018,
10937 [+) B0 1 333 (A0 (AJA (5, 871 550 87
0,59 .53 ~.ég_1 73 16,40 | 693 | 500 (8,87 |
BY15 0, X 355 535,39 [6.45 750|849
 oa5 2 X 462 | 5.2 | 554 [ 5.67 72
585 59 | 256 | 35942 [506 5. A) ;
[0 X 63 | 355414 06| 553 | 658 55 |
V25 X 50 [ 356 403 B9 [ 53918, 57
2508 CaREAEA EARAENNAET Xi)
6920 [e2:0] 50 ¥ 72 | B, .55 |
5732 X AT 38T 13 | 5,60 | 553 37
14557 .89 A , 1) 57 | 635 .78
ZL 0; XERERST ) .25 [ 6,18 X
| 5Er T omiTs I53 (4,73 [ 5A7| 650 07}
TI510° 0,89 ¥4) 479 . 551703 .45 ]
e
i) 0, . ; 85 [ B X
‘U?EQ" gr31%] 376 X "'ZNJ‘:. 75
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Figdra 4. Perfil cromatografico de los especimenes estudiados pertenecientes
al complejo C. dryophila. Las letras indican un valor promedio de Rf (ver tabla 4).
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EJEMPLAR DE HERBARIO

o senala las manchas evidenciadas con luz U.V.; < indica las manchas .
reveladas con sulfato cérico,y @ representa a las manchas evidenciados tanto
con luz U.V. como reveladas con sulfato cérico.



Flg. 5. Fenograma mostrando las relaclones de similitud quimica entre los
especimenes de Collybia dryophiia.
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Tabla 5. C: iderados en fa comparacién con los grupos guimicos de los espect del lejo C. dryophia.
. ; - . ) "

92

P no "
8 EJEMPLAR VEGETACION SUSTRATO_LOCAUMD COLOR DELPILEO - RIZOMORFOS QUEILOCISTIDINS -‘ .
6917 BE T 80-E6, 7C5, 6AS (calé rojizo, wlb-mn[aciam) blanquocinos - . RS
6914 BE H 6 2.5YRAS, 7.5YRE/ (rojo, bla indricos-clavad X
5854 BE H 5 EBC7 (rananja’ ‘nmhoda dorado rofizo) blanquacinas.
12122 BV H 7 calé 3 Pﬂ evidentes il
A 280 8PA H 3 7F8, 5C6 (café obscuro, café-naranja) amarillenlos clavados-cllindricos -
6025 BE H 8 60-E6, 5A2,3 (café “canela”, J; amatillontos it
6086 BE TH s ,585,4 (café, naranja prisdcoc)
10931° BPE H 28 calé naranja pilido, cafd amatilontos .
13153 aa H 2 705,805 (caté claro) no gvidentes. globosos-cilindricos
|| 1s087 B H 17 ufb-namn 0o evidentes '
BE H [ i
€913 BE T 8 7.5YRS/5, 75VREB. (ﬂfé fuesta, lrnm'llo rojizo) blanco-razadas
2608 BPE H 4 5A3,4, 584 (blanco naranja pdlida, naranja grisacec) na evidentes cilindricos-globosos
6045 BE T 8 TDES, 6DS (café claro, cafd umeh’) bia clavad
12453* B H 19 6C4 (cufé-naranja “patirofo’ smarillenios .
G 14085 BPE H 36 484 (amarillo grisiceo) i clavados-
R R0 BPA H 3 5A4.S, 608 (naranja claro, café clara) amarifienios clavados ,
u{ e 14609 BPE H 12 SA3, 443, 584 (naranja pdfido grisiceo, amarilio pilido) i globow
P €918 BPE H 9 6D7 (café claro."siena”) na avidentes cilindricos-clavados-globosos
-] 13126 BM H 20 7D6 (café rojizo) vidont: i
6920 BPE H 19 5A4, 7D7 (naranja claro, café claro) blanco-amarillentos cillndricos~clavados-globosos.
5732 BPE H 12 608 {calé claro) blanquacinos
Q 14591 BPE H 2” 7ES (café) blangy
U 2302 BMM TH 15 7C7 (cafd-naranja) gmariliantos lobosos
i . A = TOT, 60T (E’Fﬁﬁm o8 i
M 10843 BE H 9 calé nacanja pdlido no evidentes flamentosos-ilindricos.
[} 14718 BPA H 3 607 (café “tiena?) no evidentes il
c 114058 BPE H 2 607 (calé claro) M
o 13302 BPE H 2 sin datos de campo amariliontos cillndricos
11510 BPA H 7 6C8 (café-naranfa) i cilindricos
B* 6518 BPA H 11 6CS,6 (café “caramelo”) no avidenies ibgichogos-flameniosas
6319 BMM H 24 605,4A4 (dé cﬂml: amarilio pafido) no evidonles cillndricos-globosos.
enr BE H 25 o evidentes .
14083 BPE H 507(umzmbwa) clavados-cillndrk
5133 BPE H ay TE7, 535 (café, naranja grisécon) banquecinos .
ST34* BPE H a7 TE-F7, TE6 (café obscuro, cafs) amarillentos. M
14082 BPE H 36 607 (café "siena’ il cillndricos-clavados
TAT B i) T
11549° BFE R k=] 0o evidentes. *
10180 BE H 9 no evidenies cilindricosfiamentosos
c 615" ot H 16 ammaciientos *
1603* BEJ H 2% café nao evidentes N
12172 B H 17 no evidantes filamentosos-giobasos.
5731 B8PE H 10 cilfoddicos
encina; BEl: Bosque de If BMM: B il de montafia; BPA: Bosqua de pino-abeto, BPE: Bosque de pino-encina.
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Figura 6. Tipos de quellocistidios observados en algunos especimenes del complejo Collybia
dryophila. (Af: Queilocistidios cilindricos con proyecciones cortas (FCME 57312, (B): Quellocistidios
clavados-sublobosos .con proyecciones irregulares &FCME 6913). (C): Queilocistidios clavados-
cilindricos con proyecciones -(FCME 3280()1. (D). Queilocistidios filamentosos diverticulados y
globosos con proyecciones (FCME 12172). (E): Quesiliocistidios clavados-subglobosos con

proyecciones irregulares y filamentosos dlverllcula(dos (FCME 69186). Linea de escala= 10um.




Tabla 6. Lista de las localidades geograficas de los especimenes estudiados del género Coliybia.

Km 1, desv. a Pathe, car. a Ixtiah Mpio. de Acambay, EDO. MEX.

Poblado Agua Bendita. Mplo. de Amanalco, EDO, MEX,

Km 39, Toluca-Amanalco-Valle de Bravo. Mpio. de Amanalco, EDO, MEX.

Km 31.5, carr. Jilotepec-Atlacomulco, Cerro de la Rosa. Mplo. de Atlacomulco, EDO. MEX.
Km 1, cam, al Observ. Astron,, Chapa de Mota. Mpio. de Chapa de Mota, EDO, MEX.

Km 4.5, cam. a! Observ. Astron., Chapa de Mota, Mplo, de Chapa de Mota, EDO, MEX.
Liano Grande. Mpio. de Ixtapaluca, EDO. MEX.

Km 7.5, car. Jilotepec-Chapa de Mota. Mpio. de Jilotepec, EDO, MEX.

Km 15, cam. Jilotepec-ixtiah Mplo. de Jilotepec, EDO. MEX,

10 Cerro Jocotitldn, "Microondas®. Mpio. de Jocotitlan, EDO. MEX.

11 Km 10, cam. Tres Marlas-Chalma, Mpio. de Ocuilan, EDO. MEX.

12 Km 71, carm. Toluca-Tejupilco, Presa Chica. Mplo. de Temascattepec, EDO, MEX.

13 Ladera Este, Cerro Sn. Fco. Tepexoxuca. Mplo. de Tenango del Valle, EDO. MEX.

14 Km 21.5, cam. Sn. Fco, Oxototilpa-Vaile de Bravo, Mpio. de Valle de Brave, EDC, MEX.

15 Km. 21, desv. a Valls de Bravo, cam. Toluca-Temascaltepec, Mpio. de Valle de Bravo, EDO. MEX.
16 Cam. a Tlacoapa, Mpio. de Alpoyeca, GRO.

17 Km 4.5, entre el Carmizal y Atoyac. Mplo. de Chichiualco, GRO.

18 Km 8.5, entre el Carrizal y Atoyac. Mplo. de Chichlualco, GRO.

19 Km 3, carr. a Pto. del Gallo. Mplo. de Chichihualco, GRO.

OONONAWN =

20 Agua de las Tablas, O Mpio. de Chilpanci GRO.
21 Cafiada Agua Fria, O Mpio. de Chilpancingo, GRO.
22 Cafiada La Perra, O i. Mplo, de Chilpanci GRO.

23 Cerro El Huizteco. Mpio. de Taxco, GRO.

24 Km 32, carr, Taxco-Ixcateopan. Mpio. de Taxco, GRO,

25 E! Ahuejote, carr. Chilpancinge-Chilapa. Mplo. de Tixtla de Guerrero, GRO.
26 Km 5, carr. Omitlan de Judrez-Pachuca. Mpio. de OmitiAn de Juarez, HGO,
27 Km. 24, desv. a Tenango de Doria. Mpio. de Tenango de Dora, HGO.

28 Km 84, carr. México-Tulancingo. Mplo. de Tulantepec, HGO.

29 Parque Nacional J.M. Morelos. Mpio. de Charo, MICH.

30 Cafiada Agua Azul, Los Azufres, Mplo. de Cd. Hidalgo, MICH.

31 Cerro Gamica. Mpio. de Cd. Hidalgo, MICH. -

32 Km 170, cam. Toluca-Morelia. Mpio. de Cd. Hidalgo, MICH.

33 Km 186, carr. Toluca-Morelia. Mplo. de Cd. Hidalgo, MICH,

34 Laguna Larga, Los Azufres, Mplo. de Zinapécuaro, MICH

35 Los Tejamaniles, Los Azufres. Mpio. de Zinapécuaro, MICH,

36 Km 5.5, cam. San Pedro Jacuaro-Los Azufres. Mpio. de Zinapécuaro, MICH,
-37 Cerro El Pefi6n. Mplo. de Tlaxco, TLAX. :
38 San Fco. Temetzonta. Mpio. de Totolac, TLAX.
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mencionados (figura 5). Una explicacidén puede estar basada en el hecho de que la
recolecta contenga solamente especimenes en stapas tempranas de desarrollo, a juzgar
por {a talla pequeiia que presentan. Un detalle interesante tamblén de este ejemplar es
la reaccién macroquimica positiva con KOH (10%) que se presenta en el contexto de los
especimenes en frasco. Hesler (1957) reporta una coloracién similar (grisécea-olivaceo)
con KOH (15%)- en ejemplares de Collybia agricola (Murr.) Murrill, y Vilgalys y Miller
(1983) en especimenes de Collybia earfeae (Murr.) Murrill con KOH (3%). La misma
reaccién aunque mucho més evidente (vercie intenso) se observa en C. alkalivirens y
aspecies relacionades {Halling, 1981}, y es significativo que la reaccién verdosa es
comdn a varios miembros de la seccion Levipedes incluyendo a C. dryophifa.

Los criterios morfolégicos que propone Vilgalys (1891) para el reconocimiento de
especies y subespecies entre grupos biogeograficamente distintos del complejo C..
dryophila permiten segregar a C. ocior (Pers.) Vilgalys & Miller, C. alpina Vilgalys & Miller,
C. aquosa (Bull.: Fr.) Kummer C. dryophila s.s. y C. earleae (Murr.) Murr,

C. dryophila en Norte América, Europa, Japon y Corea presenta la siguiente
combinacién de caracteres: color del pileo ocre u ocre-castafio, ldminas blancas,
rizomorfos blancos, sustrato variable, largo de las esporas de 5a 7 um y queilocistidios
filamentosos y globosos (Vilgalys, 1991). La mayoria de los especimenes mexicanos se
apegan a esta delimitacién pero existen algunos detalles interesantes; por ejemplo, el
especimen FCME 6913 presenta un color blanco-rosado en los rizomorfos, sustrato
terricola, pileo color castafio, laminas amarillentas y queilocistidios filamentosos y
globosos, por lo que se apega a la delimitacién de Collybia ocior ssp. ocior, sin embargo
el ejemplar FCME 6045, el cual fue recolectado en la misma localidad (probablemente la
misma poblacion biolégica), presenta la misma combinacidn de caracteres a excepcion
del color de los rizomorfos los cuales son de color blanco amarillento. La gran mayoria
de los especimenes estudiados presentan rizomorfos de color amarillento, psro cabe
hacer notar que también en muchos de esos casos el color estd caracterizado en
material herborizado y que tamblén en muchas de las etiquetas descriptivas de campo
no se hace mencién a la presencia y color de los rizomorfos. Aun asl, el ejemplar FCME
6913 es potencial de ser considerado como C. ocior ssp. ocior (tabla 5).

De igual manera se presentan otros caracleres que son dificiles de trabajar
sistaméticamente como el color de fas laminas, el cual es considerado actualmente como
un carécter polimérfico. Se puede presentar toda una gama de colores que van desde el
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blanco hasta el amarillo pélido. La coloracién amarillenta de las ldminas se presenta en
C. oclor ssp. ocio, Callybia alpina ssp. subsulphurea (Peck) Vilgalis y C. earleae, pero la
combinacién con otros caracteres no permnen reconocer a estas especies en los
espec[menes estudiados. )

Un cardcter que muestra bastante inconsistencia es la forma de queilocistidios.
Aun cuando se reportan dos estados fundamentales para C. dryophila en sentido
extricto: globosos o globosos y filamentosos (Vilgalys, 1991), en los especimenes
revisados se presentan hasta 4 diferentes tipos de qusilocistidios (filamentosos,
cilindricos, clavados y globosos) los cuales se distribuyen de manera heterogénea dentro
de los ejemplares, es decir, dentro del mismo especimen se puede presentar cualquier
combinacién de formas de los cistidios (figura 6).

Tomando como criterio los cuatro grupos mds inclusivos segregados en el
andlisis fenético no permiten establecer una relacién con otros atributos como son la
morfologia, vegetacion y sustrato. Con respecto al sitio de recolecta, los especimenes
recolectados en una misma localidad pueden quedar incluidos dentro de un mismo grupo
quimico o en grupos separados (tabla 5).

V.IV Relaciones interespecificas

Los perfiles cromatograficos sefialan la presencia de 16 manchas, de las cuales 8
.manchas (A, J, K, N, Oy Q) son comunes en todas las especies consideradas en este
trabajo (tabla 7, figura 7).

La similitud quimica determinada por métodos fenéticos permite segregar dos
grandes grupos mas inclusivos; uno constituido por la mayor parte de los especimenes
de C. dryophila y con 3 especimenes de C. bufyracea, y el otro formado por el resto de
los especimenes, en donde se puede reconocer un grupo constituido por varios
especimenes de C. butyracea. En relacién con las especies restantes es poco lo que se
puede discemir; el andlisis fenético no permite reconocer similitudes quimicas entre los
especimenes perteneclentes a la misma especie; de hecho no se logra tampoco
correlacionar a las especies que pertenecen a la misma seccidn o incluso a nivel de
subgéneros (figura 8).
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Tabla7.Rfdelas h das en los i avarias ies del género Coliybia.
Para estandarizar los valores se muttiplicé por un factor de 10 para traba;ar con unidades y dos decimales.

) Mancha
# Ejemplar (FCME) A 8 [»] 1] E F G H 1 J
. luscopurpuraa T.10 3, 437 3,34
T alkahwens 5128 A A 317 378|344 553 |
] [ 707 3K | 373 453 4TS 5,
14084 71T 3421 4. 4,7 X
C. maculala var. scorzoneres 2963 2 2| 306 35V 352 | 43T 5, 537 |
Bt o e (P P
A ala V. 5 TEY 2R X X 2 00 | 547
T sibnude 185 T 7% | 2, X X LAY 5,14
11235 | oo} TET 3 32| ABE| 547
~C subdyophia TA0BE | 0BT 1B 2B 35 455 388 5.27]
14087 | 052 247 3013, B3] 3.5 2791 5,21
11955 H’E’.f 08| 370 3971 45| 479 5.2 |
10971 | 0BT | 70317 4} 473514
1ee2  [IW 331 300 FIRRX X
23 E I e TR AR i Ay
202 2| 252 306 3 AT 472 X
—Colbdldo |
A B P
Minimo] DET T 1, X
Promedio] 055 | 155 33
Ma:dm': T 15 Y]
2z
Desv. Estandar] U131 0.0
Varianza| 0,07] 001
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Figura 7 Perfil cromatografico de los especimenes estudiados pertenecientes a varias
Q

especies del género Collybia. Las letras indican un valor promedio de Rf (ver tabla 7).
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Fig. 8. Fenograma mostrando las relaciones de similitud qufmica entre los
especimenes de diferentes especlas del género Collybia
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Morfolégicamente las especias del género Collybia se separan en subgéneros por

‘la reaccién microquimica de las esporas con Melzer, y en secciones por las

caracteristicas del pileipelis, sin embargo no se logran corroborar dichas separaciones
con los datos cromatograficos.

V.V Relaciones intergenéricas

La revision de los perfiles cromatogréficos de géneros afines a Collybia permite
determinar ia presencia de 15 marichas, 8 de las cuales (&, H, |, K, N, Q) son constanies
en todos los especimenes (tabla 8, figura 9).

Todas las manchas observadas en los perfiles cromatograficos presentan una
cierta distribucién dentro de los especimenes estudiados. Un detalle interesante es que
de la§ 16 manchas identlﬁ-cadas solo la denotada con la letra P no se presenta en el
género Collybia. También es notable que la diferencia entre C. butyracea y C. dryophila
es la presencia o ausencia de 4 manchas denotadas con las letras A, B, E y E (tabla 9).

El anélisis fenético de los valores de Rf permite reconocer al género Collybia
como un grupo en donde quedan incluidos casi todos los especimenes de las especies
estudiadas, a excepcioén de un ejemplar {(C. subnuda FCME 11235) el cual se agrupa con
los especimenes pertenecientes a otros géneros, en particular a Marasmius y Mycena
(figura 10). Este ejemblar de Igual manera se segrega de todos los grupos posibles que
se pueden formar en el analisis de la similitud quimica entre las especies (ver figura 8).
Un detalle importante para C. subnuda es que varios autores la han considerado como
miembro del género Marasmius por lo que su posicidn taxonémica ain permanece
incierta. Posiblemente se trate de una especie que forma un enlace natural entre
Collybia y Marasmius.
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Tabla 8, Rf de las manchas observadas en los tudiad ientes a géneros afines a Collybia.
Para estandarizar los valores se multiplic por un fador de 10 para trabajar con unidades y dos decimales.

Mancha
# (FCME) A 8 [ D E F H 0 P Q
3.3 32 783 [ 611 13
13983 3.8 35 KA B51 {917
AL ] X 2 374 753 [ BIE | B
13645 (T8 1203 | 257 | 287 | 3.8 | 419 | 455 | 12
[~ LYOPAYLLOM 13554 2,54 339 | pAL) 8,78
2710 253 327 X
[ WYCENA 3213 Uo7 | T8 252 [ 381 1 431 RA) BES ]
3730 | 099 | 187 30 35T H.03 515
A 8 c [>] £ 3 H <] P Q
Minimof DT T 17T | 257 T 287 ] 283 [ 381 [ 227 [ 75 o a.g'_'
Promedio) (188 [ 257 207 | 3.2 | q_g_ 238 [ B.37 |
Maimol 1,18 § 203 | 257 {297 § 378 _F 4, 355 803 | 851§ 915
4y 4 7 T 1°s 3 | 8 K3 )
Oesv. StA] TIT [ 0I5 | .00 J 000 § 034 | U025 | 0.0 U7 {022 [ 015 |
Vartanza{ 00T {0027 { 000 _{ 000 0.1 0.5} "0'05“ | 005 1005 {007
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Figura 9. Perfil cromatcgréfico de los esbecimenes estudiados pertenecientes a varios
géneros afines a Collybia. Las letras indican un valor promedio de Rf (ver tabla 8).
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EJEMPLAR DE HERBARIO

o senala las manchas evidenciadas con luz U.V,; <O indica las manchas
revelados con sulfato cérico,y @ representa a las manchas evidenciadas tanto
con luz U.V. como reveladas con sulfato cérico.



Fig. 10. Fenograma mostrando las relaciones de similltud quimica entre
algunas géneros afines a Collybia.
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Tabla 9. Comparacian de los valores de f determinados en cada una de las manchas cbservadas en diferentes rangos taxonémicos
Para estandarizar los valores se multiplico por un factor de 10 para trabajar con unidades y dos decimales.

Mancha
A B [ D E F G H | J K L M N 2] P Q
Collybia spp. 095 1,85 241 ] 296] 3,35] 3,74 4,21 4,59 486 538 577 6,04 644 7,02 7,71 8,68
C. bulyracea 272 341 4,12 | 468 544 | 581 5,66( 702| 7,73 8,66
C. dryophila 0,89 ] 1,74 2,79 3,59 | 4321 471 5221 569 6,611 724 7,77 8,66
Géneros afines 4,07} 1,88} 257 2,97 | 322 3,87 4,48 | 5,04 581)615] 679 | 717 783 | 8,32} 8,98




VI. DISCUSION

Los grupos de especimenes reconocidos por su similitud quimica dentro de C.
butyracea 'y C. dryophila se consideran como “clases” los cuales son reconocidos por una
serie de caracteristicas que las definen, en este caso ios perfiles cromatograficos; sin
e_mbargo, estos grupos no pueden ser categorizados dentro de un esquema taxonémico
donde impera la morfologia, ademés de que no existe correlacién entre los criterios quimicos
y los criterios morfolégicos. Atn asi, los grupos quimicos formados pueden ser considerados
como hipétesis se semejanza en estudios posteriores si se toma en cuenta que, puede
haber diferenciacién morfoldgica sin que haya diferenciacién quimica o viceversa.

Se puede decir que es dificil que los perfiles cromatogréficos, al menas en estas
especies, puedan segregar grupos infraespecificos reconocidos taxonémicamente ya que
estas unidades son las que presentan mayor varlacién,. a juzgar por los resultados
obtrenidos.

Una de las limitantes para aplicar los criterios quiimicos en la taxonomia esta dada
por el manejo del concepto de especie morfoldgica. Clasicamente se han reconocido y
delimitado a las especles con base en la combinacién de cietos caracteres morfol6gicos, por
lo cual se refieren como morfoespecies. De igual manera, el manejo de cualquier otro
concepto de especie (biologica, filogenética, quimica, ecolégica, entre ofros) permite
reconocer grupos que comparten clertas caracteristicas; sin embargo el problema resurge
cuando se requieren categorizarlos. En este punto la formacién de grupos basados en
;:ritén'os quimicos, bioldgicos, morfolégicos, etc. pueden comesponder a categorias
taxonémicas diferentes, por ejemplo, un grupo reconccido por sus caracteristicas

reproductivas puede incluir a varios grupos morfoldgicos con un diferente rango taxonémico,
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Tal es bel caso del complejo C. dryophila en donde los aspectos reproductivos permiten
segregar subegpecies, mientras que algunas de estas subespecies pueden ser segregadas
en variedades considerando los caracteres morfol6gicos.

Con base en el protocolo propuesto por Kohn (1992) y en Ios' cuestionamientos
planteados en los objetivos de este trabajo, los resultados aqui obtenidos permiten
determinar en términos generales la potencialidad de usar los datos quimicos a niveles
especificos y supraespecificos, siempre y cuando los tamarios de las muestras de
esbeclmenes sean representativos, de tal manera que puedan ser comparables entre sl,
ademas de estudiar con mas detalle los perfiles cromatograficas, como por ejemplo la

identificacién de algunos compuestos que permitan corroborar dicha aseveracion.
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" Vil. CONCLUSION

El presente trabajo puede ser consldera;io como prospectivo y a este respecto es
necesario mencionar que [os resultados obtenidos sdlo reflejan parciaimente ia
potencialidad del uso de los caracteres quimicos y morfolégicos en la taxonomia.

En relacién al agrupamiento de los perfiles cromatograficos por métodos fenéticos
s2 puede decir que la elahoracion de un dendrograma de agrupamiente promedio as
suficiente criterio para establecer limites de separacién, sin embargo la taxonomlia
fenética no solo consta de la elaboracién de dicho dendrograma, sino que también
implica el desarrollo de otras metodologias como es el andlisis de componentes
principales, entre otras.

De igual manera los andlisis estadisticos de los perfiles cromatogréficos pueden
amojar datos interesantes, por lo que se recomiendan andlisis especificos (analisis no
variado, multivariado y de varianza) utilizando los datos aqui presentados. Estos mismos
andlisis pueden ser recomendados para analizar los datos obtenidos en la medicién de
las esporas.

Como conclusién final se puede decir que se cumplié con el objetivo principal de
contribuir al conocimiento del género Collybia y valorar algunos criterios de separacion
entre las especies. -
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