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Resumen

En la actualidad el hongo comestible que indudablemente es el mas cultivado es 4.
bisporus (J.E. Lange) Pilat. Hoy en dia es solicitado en diversas partes del mundo para ser
cultivado, pero a pesar de la gran demanda que tiene este hongo, éste no puede ser cultivado en
zonas calidas y tropicales.

No obstante, existen mas de 200 especies del geénero Agaricus, las cuales crecen en
diversas partes del mundo y poseen caracteristicas, como: la resistencia a ciertas enfermedades y
el poder fructificar a temperaturas mayores que A. bisporus. Por lo que desde 1990 se conformé
el proyecto Agaricus, el cual tiene el proposito de recolectar, aislar y preservar el germoplasma
silvestre, el cual podria ser usado para mejoras genéticas.

En el Colegio de Posgraduados han recolectado ejemplares silvestres de diversas
regiones de México, estas cepas ya han sido caracterizadas tentativamente con base a rasgos
morfologicos del cuerpo fructifero y evaluadas en el mismo substrato que A. bisporus,
demostrando tener potencial para su cultivo. Ahora en este estudio se ha empezado a evaluar
parte de estas cepas con las nuevas herramientas moleculares, empleado el ADN y aplicando
métodos para conocer las distancias genéticas entre las cepas, para en un futuro proponer la
formacion de hibridos para realizar mejoras genéticas entre ellas y con A. bisporus por medio de
las nuevas técnicas de transformacién genética.

En este estudio se seleccionaron cepas silvestres identificadas tentativamente
pertenecientes a 5 especies: CP-54 A. campestris, CP-43,128 y 130 A. bitorquis, CP-125 y 83
A. osecanus, CP- 123 A. subrufescens, C.P-138 A. abruptibulbus 'y 2 sp. Estas cepas se le
aplicé un primer nivel de anilisis, en el cual se buscaron las secuencias de las 5 especies mas
similares a cada una de ellas en la base de datos internacional EBI, ademas de aplicarles un
segundo nivel de anélisis, en el cual se compararon las cepas de estudio con cepas que ya habian
sido empleadas en estudios filogenéticos moleculares por expertos en el género Agaricus.

Para conocer la distancia genética existente entre ellas, se extrajo el ADN el cual fue
amplificado en la region ITS del ADNr nuclear. A las secuencias obtenidas se les aplico el
modelo de sustitucion de nucledtidos de Tajima-nei y el método agrupacion de Neighbor-
Joining, el cual generé dendrogramas.

En el dendrogrgama del primer nivel de analisis se conformaron 2 grandes grupos, en el
grupo I se agruparon especies pertenecientes a 2 secciones del género Agaricus, las cuales
fueron de la seccion Duploannulatae y la seccién Xanthodermatei, quedando 4 de las cepas de
estudio en este grupo, esta agrupacién resulto peculiar ya que no coincide con algunas
clasificaciones tradicionales morfol6gicas igual forma la seccién Arvenses también presente en
este estudio y Xhanthodermatei son de la misma seccion, sin embargo, quedaron separadas. No
obstante esta distancia entre estas secciones Xhantodermatei y Duploannulatae ya se ha
reportado en los nuevos estudios moleculares.

En el grupo II del primer nivel de analisis se congregaron especies provenientes de la
base de datos pertenecientes a la seccion Arvenses, y las cepas de estudio 54, 83, 89,125,128y
130, por lo que se sugiere que estas cepas sean de dicha seccién.

En el segundo nivel de andlisis las cepas de estudio se anexaron en diversos grupos los
cuales pertenecian a diversas secciones las cuales formaron clados en estudios previos,
anexandose las cepas 54, 83, 89, 125, 128 y 130 a la seccién Arvenses, la cepa 43 a la seccion
Duplonnulatae y las cepas 123, 138 y 237 a la seccién Xhantodermatei, confirmando con estos
resultados los resultados del primer nivel de anélisis. Con este segundo nivel de analisis se pudo
observar que probablemente las cepas 123 y 138 sean una nueva especie de la seccién
Xhanthodermatei , ya que formaron un grupo separado de las otras cepas de este grupo, de
igual forma las cepas 54 y 83 pude que sean una nueva especie ya que no se agruparon con
cepas conocidas de la seccién Arvenses, no obstante también se tendré que analizar a las cepas
89, 128 y 130 ya que probablemente debido a la distancia con otras cepas de la seccion
Arvenses pude ser que estas también sean ofras nuevas especies o al menos cepas que no
estaban presentes sus secuencias en la base de datos internacional EBI.



Con estos métodos ademés de conocer las distancias genéticas entre las cepas de
estudio con otras cepas de la base de datos también nos ayudo a corroborar su identidad como
en el caso de A. bitorquis CP-43 y la CP. 237, en otros casos como las CP-83, CP-89, oriento al
grupo o seccion al que pueden pertenecer, de igual forma con otras cepa este estudio nos ayudo
a modificar su determinacion previa como es el caso de la C -138, CP-130, CP-128, CP-123,
CP-54,
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1. INTRODIICCION

L1 Caracteristicas generales de los hongos

Durante mucho tiempo los hongos fueron ubicados en el reino de las plantas, pero
&Sl0s tienen caracteristicas muy especificas por lo que en la clasificacion de los seres vivos
s=alizada a partir de 1969 (Whittaker, 1969), fueron ubicados en un reino independiente
semocido como Fungi. Estas caracteristicas fueron vistas durante el siglo X VIII por botanicos

‘@ue hicieron las primeras observaciones v descrinciones microsconicas describiendo hifas N
=sporas (Carlile y Watkinson, 1996), posteriormente, estudios fisiologicos y quimicos
Pemmitieron conocer mas detalles acerca de las caracteristicas de este reino; en la actualidad
“on las modernas técnicas moleculares como las que evidencian las diferencias en secuencias
&= ADN 18S ribosomal se ha corroborado que el reino Fungi es diferente de las plantas y los
#mmales, siendo incluso mas cercano a los animales que a las plantas (Wessels, 2001). Hoy en

=5 reino se ha estimado que en el planeta existen alrededor de 1.5 millones de especies
Siferentes, de las cuales 64,000 han sido descritas (Oei, 2003).

Entre las caracteristicas que hacen particular al reino Fungi resalta que son organismos
®0 fotosintéticos aue evolucionaron a partir de algas (Stamets v Chilton, 1983), al ser

@rganismos carentes de clorofila, no pueden generar ellos mismos sus nutrimentos, por lo que

S8 1asgo que tienen en comiun es su modo de nutricién la cual es heterétrofa (Moore-

Landecker. 1990). Los hongos consumen una gran variedad de organismos. la manera de

consumirlos es liberando enzimas digestivas, que simplifican a las moléculas de los

“rganismos consumidos para asi poder pasar al interior de la célula los nutrimentos por medio

&@¢ la absorcion, siendo este proceso el que los va a diferenciar de otros reinos como los

ammales que también son heterétrofos y eucariontes. Otra diferencia entre los hongos vy los
amimales es que los animales tienen colesterol en la membrana plasmatica y los hongos poseen
erzosterol (Carlile v Watkinson, 1996). no obstante. utilizan glucégeno como un polimero de

Feserva pero no almidon a diferencia de las plantas (Wessels, 2001).



Asimismo. otra particularidad del reino fungi es que casi todos poseen células rodeadas
por pared celular, la composicion quimica de las paredes de la célula no es la misma en todos
‘os hongos ya que contienen quitina o celulosa, junto con algunos otros complejos de
molcculas organicas (Alexopoulos v Mims, 1979). la quitina es un polisacarido presente en la
mayoria de los hongos y es mucho mas resistente a la degradacion por microorganismos que la
- eclulosa y la lignina que constituyen las paredes de las plantas (Solomon y cols. 2001)

La mavoria de las especies de hongos son multicelulares, ademas generan esporas que
pusden germinar y producir un tubo elongado el cual puede desarrollar una hifa que
“omunmente es multicelular, en algunas especies el interior de las hifas es continuo
fesmocitico) v en otras tiene divisiones celulares llamadas septos (Brvce, 2001). Las hifas
‘“sando tienen un crecimiento colonial son 1lamadas micelio (Carlile y Watkinson, 1996). EI
mucelio es la fase vegetativa del crecimiento fungal (Elliot, 1985), y tiene funciones
Smoortantes en la vida de los hongos: una es la de expandirse, otra es la de transportar
Summentos y también el desarrollo de estructuras reproductivas (Moore-Landecker, 1990). El
‘micehio puede expandirse de forma variable y formar colonias; algunas especies pueden estar
‘sesinneidas al interior de un grano de volen v en otros casos ser de gran tamafio. como el
Samoso clon de miles de afios de Armillaria ostoyae (Romagn.) Herink, el cual se calcula que

%= extendi6 aproximadamente sobre 1500 acres del bosque y tiene una biomasa de miles de
Semeiadas (Solomon v cols., 2001).

. En algunos de los hongos multicelulares mas complejos, se forman estructuras

llamadas cuerpos fructiferos o esporocarpos. El rol de los cuerpos fructiferos es la

muon de un gran nimero de esporas para la dispersion (Carlile v Watkinson 1996). El

es el soporte de esporas y es nutrido por el micelio (Moore-Landecker, 1990).

La mayor parte de los hongos se reproduce por medio de esporas microscopicas que se
Dor viento, agua o animales (Solomon v cols.. 2001). Las esporas ademas de servir

1a dispersion del hongo también tienen el papel de ayudar a la sobrevivencia del hongo, si

condiciones ambientales cambian el hongo puede sobrevivir en una condicién de latencia
‘S S presenta en las esporas (Carlile v Watkinson, 1996).



L.L1. Principales grupos de hongos

Aunque el registro fosil es insuficiente, éste muestra que los hongos surgieron en el
- cambrico al mismo tiempo que plantas v animales. Las hifas primitivas probablemente
wiwieron como liquenes en simbiosis con cianobacterias (Wessels, 2001). En la actualidad los
Bemeos estan presentes en la mayoria de los habitats. Algunos ej emplos de habitats asociados a
Jes bongos son: suelo, agua (dulce v salada), superficie de plantas v animales incluvendo el
Sembre, ademas de ambientes con condiciones extremas que s6lo unas pocas especies pueden
Wlerar (Carlile y Watkinson, 1996).
T Existe una gran variabilidad de esoecies en este reino v hov se ha incrementado la

molecular de que los hongos constituyen un grupo natural el cual puede ser
@do como los hongos verdaderos.

Los eumvcota son denominados hongos verdaderos v hov en dia se asigna a estos
smos 6 fila los cuales son: Chytridiomycota (quitidriomicetes), Zygomycota
icetes), Ascomycota (ascomicetes), Basidiomycota (basidiomicetes), Deuteromycota
sromicetes) (Solomon v cols.. 2001) v Glomeromyvcota (Schiibler v cols. 2001).
Quitidriomicetes: antes se pensaba que eran protistas fungoides, sin embargo, las
aciones moleculares con base en secuencias de DNA y RNA han aportado pruebas en
s de 750 especies de aue €stos son mas cercanos a los hongos v no a los protistas. Estos
ISmOs se caracterizan porque tienen gametos flagelados, tienen alternancia de
sones n y 2n, talos haploides los cuales forman gametangios en donde se forman los
flagelados formando un cigoto diploide. Estos hongos se pueden encontrar
wente en aguas dulces, ambientes himedos vy marinos, son parésitos vy
onedores, un ejemplo de ellos es el hongo Allomyces.
Cigomicetes: forman esporas sexuales 1lamadas cigosporas, las que protegen al cigoto el
“micamente va a ser diploide. Casi todos son descomponedores y algunos parésitos, un
de estos organismos es el moho negro del pan Rhizopos stolonifer.
Ascomicetes: hav més de 30 000 especies descritas, 3000 de las cuales son levaduras. Las
s¢ producen en sacos microscopicos generalmente formando 8 esporas. Algunos

antes de ellos son las levaduras, mohos verdes y azules, morillas y trufas.




Deuteromicetes: son conocidos como hongos imperfectos poraue en muchos de ellos
% se ha observado en muchos de ellos la fase sexual en el ciclo de vida. Se reproducen por
‘Semsdios y se relaciona mas con ascomicetes y menos con los basidiomicetes.
L Glomeromicetos: incluven a los hongos formadores de micorriza arbuscular. v uno de
Ses muembros forma una asociacién simbidtica mutualista con cianobacterias, recientemente
%am sudo analizados a través de la pequefia sub unidad del ARN ribosomal encontrando que
' un grupo aparte de los Zigomicetes, por lo que han sido puestos dentro de un nuevo
¢l Glomeromycota (Schiibler y cols., 2001)

Basidiomicetos: forman basidios que son estructuras microscopicas que a forman las

S exogenamente v producen en la mavoria de los casos 4 esvoras. En este gruno se
=tran los hongos mas conocidos por el hombre ya que varios de ellos son empleados

alimento desde la antigiiedad como son los casos de los generos: Amanitas, Agaricus,
CS0Ss. etc.

Funcién de los hongos en la naturaleza

En el reino fungi se pueden encontrar diversos papeles aue realizan las diferentes

s de hongos en la naturaleza, algunos son mutualistas y se asocian con otros
ssmos, como sucede en las raices de las plantas, existiendo aproximadamente en el 90%
s las plantas (Solomon v cols.. 2001), otros hongos son parasitos v adquieren sus

smmentos de organismos vivos, otros son saprotrofos y obtienen sus nutrimentos de
os muertos (Carlile y Watkinson, 1996).

- Los hongos saprotrofos tienen gran importancia ecoldgica en el planeta, va que
l yen en gran medida a guardar el equilibrio ecolodgico, esto a través de realizar
funciones que contribuyen a la reintegracion de elementos en los ciclos bioldgicos.
=0s son los agentes responsables de mucha de la desintegracion de la materia organica
alos y Mims, 1979), ya que son el principal grupo de organismos responsables de
los componentes de las plantas muertas, la descomposicion de los remanentes de
=S ¥ microorganismos incluvendo hongos v bacterias (Carlile v Watkinson, 1996) Los

al degradar desechos y organismos muertos liberan agua, carbono y componentes



‘mumerales. tales elementos recirculan volviendo a ser utiles para otros organismos (Solomon v
‘@0is 2001). Hoy en dia esta caracteristica degradadora de los hongos saprotréfos es empleada
pers diversos fines, como es el cultivo de hongos en desechos agricolas, ya que, al mismo

D0 aue se contribuve a reciclar desechos agricolas se obtienen cuerpos fructiferos

Importancia del reino Fungi para el hombre

Los hongos han jugado un papel significativo en el curso de las culturas humanas de
¢l mundo (Stamets y Chilton, 1983). Varias culturas han tenido conocimiento de los
s desde hace cientos de afios, como los egipcios, griegos, romanos, grupos étnicos
v guatemaltecos (Alexopoulos v Mims, 1979). Se tiene conocimiento de diferentes
=es de hongos han sido empleados desde la antigiiedad, ya que se cuenta con diversas
como esculturas, pinturas, cddices y escritos que hacen referencia a ellos y que
an sus usos por diferentes culturas. En diferentes partes del mundo se les han dado
s categorias antropocéntricas como: comestibles, combustibles, forrajeros, herramientas
& W=bajo, juguetes, uso magico- religioso o sagrado, medicinales, narcéticos y anestésicos,

ales. perfumeria v cosmético. pesticidas. pigmentos v colorantes, para la produccién
sdas y alimentos fermentados, toxicos y vestimenta (Estrada-Torres, 1989).

Varios de estos usos estdn desapareciendo, pero lo que aun se preservan e incluso se
mesorado en la actualidad por medio de los avances biotecnologicos, son el uso medicinal.
wual ha sido base para estudiar las propiedades tradicionalmente atribuidas a diversas
scses de hongos. En algunos estudios hongos medicinales se han agrupado de acuerdo con
#ctvidades medicinales como: productores de antibi6ticos v vitaminas, anticancerigenos.
alucindgenos, antineuralgicos, antituberosos, inmunodepresores,
sestimuladores entre otras (Calonge, 1993). Por lo que hoy son usados para obtener sus
s activos para la produccién comercial. por eiemplo, en la elaboracién de

como la penicilina y la griseofulvina. Por todo lo anterior, los hongos han sido



20 de estudios de gran valor quimico v también son empleados para estudios genéticos
e y Watkinson, 1996).

Otro ejemplo es el uso para la elaboracién de bebidas y alimentos fermentados los
45 han sido empleados desde la antigiiedad pero aue hov en dia se siguen empleando en un
= sumero de procesos industriales como la produccion de alcohol por medio de levaduras,
> de vino, cerveza, la fermentacion de cacao y la preparacion de ciertos quesos
v cols. 2001).

No obstante, hoy en dia han surgido nuevas aplicaciones para los hongos, ya que son
como organismos modelos para la investigacion, como por ejemplo, el estudio
» por Tatum (1940) en Carlile v Watkinson. (1996). en el cual emple6 al hongo
“pora crassa y se establecio el concepto de que una enzima es especifica de un gen, y
semtes estudios desarrollados en recombinacion genética de ADN que han permitido que
w0s sean usados vara producir hormonas v vacunas (Carlile v Watkinson, 1996). Por lo
los hongos son un campo no solo exclusivo de mic6logos, sino también de
genetistas y bioquimicos que han encontrado en ellos una importante herramienta en
1eacion en los estudios de procesos bioldgicos por su rapido crecimiento, ademas
- Tequiere poco espacio y equipo para estudiarlos (Alexopoulos y Mims, 1979).
£l uso comestible de los hongos ha perdurado a través del tiempo, aunque se carece de
donde se sefiale el consumo. pero seguramente el hombre primitivo empezd a
w hongos silvestres. Posteriormente se tienen registros histéricos del consumo de
= especies comestibles por diversas culturas del mundo. En la actualidad el consumo
Bongos comestibles se ha incrementado desde aue se desarrollaron empiricamente
rusticas para poder cultivarlos, siendo actualmente una gran industria.
Por lo anterior, los hongos son fundamentales hoy en dia como modelos en las
sones biologicas. ademas de la importancia econémica que ellos proporcionan como

=
DEICO.




consumo de hongos comestibles cultivados

Se tienen registros muy antiguos del cultivo de diferentes especies de hongos, por
desde hace mas de 2000 afios. la gente en Jandn cultivaba el hongo Auwricularia. asi
%as formas primitivas del cultivo de Shiitake (Lentinus edodes) que se reportan por
vez en China durante los siglos X-XIII d.c. (Martinez-Carrera y cols. 2004).
~ En la actualidad el cultivo de hongos comestibles es una actividad de importancia
Wemica v social la cual se ha incrementado en todo el mundo. La FAO (The Food and
Organization of the United Nations) indicé que hubo un incremento extraordinario
aie total de la produccion de hongos durante el afio de 1996 (Whiteford v Thurston,
" Moy en dia la produccion es de 6.2 millones de toneladas de hongos frescos por afio
z 1 un valor econémico de 30 billones de délares (Martinez-Carrera y cols., 2004).
-' £n América Latina durante el veriodo de 1995-2001 la produccién de hongos se
memio 32%, de 49,975 a 65, 951 toneladas por afio y en México en el afio 2001 se
38,708 toneladas (Martinez—Carrera, 2002). En la actualidad la produccion en
#enera una estimacion anual de 150 millones de dolares v anroximadamente 20.000
‘@irectos e indirectos (Martinez-Carrera y cols., 2004).
=& aumento en la produccion se ha debido entre otros motivos al mejoramiento de
s de cultivo. al uso de suplementos v al meioramiento de la composta (Sonnenberg,
Tambicn se ha incrementado el cultivo de hongos porque ahora son considerados
aliernativa en la agricultura, ya que con las nuevas técnicas de cultivo se han
movedosos v diversos substratos, los cuales eran considerados desperdicios
iales pero ahora se pueden reutilizar para el crecimiento de los hongos y de esta
% gue antes era considerado un desperdicio actualmente brinda la posibilidad de
sinas de origen no animal. Por este motivo se han llevado a cabo varios provectos
hongos en diversas partes del mundo para combatir la pobreza, estos proyectos
un soporte de varias organizaciones internacionales y locales, adecuando los
& cada region. usando métodos o sistemas de acuerdo con cada situacién particular

L por lo que hoy los cultivos de hongos comestibles son considerados para



s productivos alternativos Vv en algunos casos son los cultivos principales. siendo asi

@pcion importante en la agricultura,

Tradicionalmente el cultivo de hongos se ha llevado a cabo en el sur de Asia, en China
¥ por otro lado en Europa, Norte América v Australia (Whiteford v Thurston, 2000),

8oy en dia el cultivo de hongos se ha ido esparciendo en todo el mundo, cultivdndose
s especies, siendo las mas importantes: Agaricus bisporus (J.E.Lange) Pilat, Lentinula

. Pleurotus sov., Auricula SoD. V Flamulina velutipes (Stop v Mooibroek, 1999).

4 El cultivo de Agaricus bisporus (J. E. Lange) Pilat

£l hongo comestible mas importante en las regiones de Europa v Norte América es

=mente A. bisporus (Singer, 1986), el cual es nombrado popularmente como
Son. Este comenzé a ser cultivado en Francia y después en otros sitios de Europa,
=830se posteriormente a América en donde comenzo a ser cultivado en Estados Unidos
subsecuentemente en 1912 se cultivé en Canadéd en 1912 Yy se inicia su cultivo en
&n 1933 por un inmigrante italiano, el Sr. José Leben Zdravie (Martinez-

Carrera y
. 1957\ Después de la segunda guerra mundial el cultivo de A. bisporus s

e disparo
en todo el mundo (Oei, 2003), aunque las bases gencticas del desarrollo en la

300 de este hongo fueron elucidadas a principios de los setentas (Fritsche G., 1991),
sdad es el hongo cultivado de mavor importancia econoémica, el mas ampliamente
¥ <l mas vendido a nivel mundial.
Ea el afio de 1997 se produjeron en el mundo seis millones de toneladas de 4. bisporus
1999 Para ese mismo afio las estimaciones de produccion del champifién en México
&= 26,000 toneladas por afio con un valor de 70 millones de délare
k. 1997)
& pesar de dicho incremento en la produccién de 4. bisporus. en México la
wm estaba limitada al altiplano, porque esta especie fructifica inicamente en regiones

¥2 que la semilla comercial que se cultiva en México tiene sy origenen E. U. y

s (Martinez-Carrera

semilla para los cultivos est4 basada en un pequefio numero de cepas hibridas
@wersidad genética (Loftus y cols., 1998; Kerrigan y cols., 1998 en Whiteford y




- 2000). derivadas de tan sélo 20 cepas aisladas de Europa (Sonnenberg, 2000), lo
Stz su produccién en regiones subtropicales y tropicales (Martinez-Carrera y cols,,

ademas, en la actualidad existen pocos trabajos sobre cepas de Agaricus que puedan
en climas célidos.

i6n taxonémica
La clasificacion taxonémica del geénero Agaricus es:
Dominio Eucariota,

Reino Fungi.

Phyllum Basidiomycota.

La clasificacion de acuerdo con Singer 1986:
Orden Agaricales
Suborden  Agaricineae

Familia Agaricaceae
Tribu Agariceae
Género Agaricus

D% acuerdo con Capelli ( 1984). desde Linneo (1753), varios estudios se han realizado
Agaricus, como los de Moller (1950-1952), Pilat (1951), Konrad y Maublanc

v Romagnesi (1953), Moser (1967-1983), Singer (1975), Heinemann (1978),

{ 1. Cappelli (1984). Todos estos autores han considerado diversos rasgos de los
%0 que la taxonomia del género Agaricus esta basada en macro y micro morfologia,
%0s rasgos microscopicos particularmente en las dimensiones de las esporas,

| &= otras caracteristicas tales como reacciones quimicas, colorimétricas '
scas (Evered y cols., 2000).




Los diferentes arreglos del género varian de autor a autor, va que algunos dependiendo
caracteristicas que emplearon algunos los ubican por abajo del género en diversas
ias como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Arreglo taxondémico del género Agaricus por diferentes autores empleando criterios

morfologicos.
. Génera | Suhgénera | Seccion | Suhseccidn | Grono
3 | Kubescentes ' Equiis, Stivatica,
Psalliota Vaporaria, Spissa,
Campestris
Majores Augusta, Arvensis,
Minores h
FEuagaricus Rufescentes,
Agaricus Flaventes
Sanminnlantas
| Melanophylfum
Campestres Edulis, Silvaticus,
Agaricus Vaporarius, Spissus,
Maiores Camnester
Arvenses Augustus, Arvensis,
Xanthodermus,
Macrosporus
Rubescentes Bitorques, Rufescentes,
& Psalliota Sanguinolentae
Flavescentes Augustae, Silvicolae,
Xanthodermae, Minores
Agaricus Edules,
Rubescentes,
Flavescentes
Minnrae
Xanthodermatei
Agaricus | Agaricus Agaricus,
Sanguinolenti,
Arvensis
Lanagaricus
Conioagaricus
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| Gémern | Suhgénera ! Seceidn | Quhceccidn Gruna
Agaricus | Agaricus Agaricus Agaricus,
Hortenses,
Spissicaules.
Bitorques
Arvenses Minores,
Arvenses
Xanthodermatei
Brunneopicti
Lanagaricus
Conioagaricus
Agaricus | Agaricus Agaricus Rufescentes,
Sanguinolentae
Duploannulatae
Flavoagaricus | Majores Flavescentes,
Minores
Lanagaricus
Agaricus | Agaricus Bitorques Bitorquis, Gennadi,
Bisporus
Agaricug Camnestres. Vannrarine
S i Silvaticus, Langei, Altipes
Aigincient Fusco- Fibrillosus
Arvenses | Arvensis, Spissicaulis,
: | i UspU as, SV,
Aestiva]is,Au_ggstus
Minores Comtulus, Semotus
Xanthodermatei | AamIUGETE, Fhatans,
Pseudopratensis
Lanagaricus
! Pnnimgmim:.v
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Recientemente, ademas de la morfologia tanto del cuerpo fructifero como de las
¥ las pruebas quimicas, también se ha empezado a usar pruebas de infertilidad y
moleculares (Evered y cols., 2000), tales como RAPD, RFLP,LSU rDNA, ITS.

Eatre los nuevos métodos moleculares que han empleado al ADN se han realizado
estudios que han tratado de ver las relaciones filogenéticas entre varias especies del
otros han estudiado algunas especies seleccionadas y han visto sus similitudes
©on otros grunos dentro del género Agaricus. como los trabaios de Challen v cols.
¥ cols. 2004 a; 2004b y Kerrigan 2005.

| del género Agaricus

Agaricus ha sido explotado muy poco puesto que solamente se cultivan
e las especies A. bisporus y A. bitorquis, no obstante, se considera que existen
200 especies del género Aearicus alrededor del mundo (Calvo-Bado v cols.. 2000 a).
especialistas reconocen cerca de 250 especies pero se podria asumir que el
=cies de Agaricus podria estar entre 300 y 400 (Bas, 1991), éste calculo es debido

ia distribucion que tiene el género, va aue es considerado como cosmonolita,

de las especies silvestres

esoecies silvestres del género Agaricus tienen un gran potencial va aue son pocas
ligeramente toxicas, éstas se encuentran sélo en la seccién Xanthodermus, las
scies son comestibles en un rango de excelentes a pobres en valor nutrimental
18881 de igual forma. otras especies contienen vropiedades medicinales como A.
zts, 2000).

s de las especies silvestres del género Agaricus tienen demanda en Europa, en
= de Asia. Liberia. Indochina, China, Pakistan, Java, Japon. Filipinas v Chile
b).

Mexico, Gutiérrez (1990), reporté 28 especies del género Agaricus en 15 estados
Sca. en ese mismo afio Gutiérrez v Cifuentes realizaron la descrincion de 14 taxa

¢ los cuales siete fueron nuevos registros para el pais (Cifuentes y Gutiérrez,
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* Bandala v Montova (1993). realizaron un nuevo registro de una especie para México,
=se-fuentes y cols., (1994) realizaron el registro de una especie para Chihuahua, por lo
para Mexico se han reportado 39 especies en 19 estados de la Republica, éstas se

en la tabla 2. consumiéndose tradicionalmente varias de estas especies silvestres en
estados de la Republica,

Deferentes especies reportadas del género Agaricus en diversos estados de la Repuiblica Mexicana.

=
£ |3 ERE :
B85 [Bi5lal ol 313l 8ll ol ol o 8|45l
81515131 8121 3 31 21 213/ 81 2 31 #1313 8
Sctme® Ex Fr. ; |
=
Hemem.
. pud. Cke Et Quél
:
aeclaresquamosus
s Sceme™ Ex Fr.
B | Ml ) var caroli (Pil) P,
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Seree & Goos
'__J_L_;_:_._
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Se han realizado algunos estudios de esoecies silvestres de Aearicus de diversos sitios

» ¥ se han encontrando diversas caracteristicas genéticas que se desearia que tuviesen
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“=oas comerciales de A. bisporus. como son' la resistencia a ciertos patégenos como

um fungicola (dry bubble), algunos virus, LIV (Sonnenberg y cols. 1996) y la
ia natural a cepas agresivas de Trichoderma (Kerrigan, 2000; 2004),

Otra ventaja de algunas cepas silvestres son las especies trovicales. como la W19 \
¥& que pueden crecer en climas tropicales a 28°C siendo la temperatura 6ptima de las
convencionales de 24-25°C (Smith y Love, 1991).

Por las caracteristicas que tienen estos hongos silvestres se han realizado estudios aue
#=tado de identificar y utilizar la variacién genética de las poblaciones silvestres de
para el mejoramiento de cepas de A. bisporus  (Anderson y cols. 1984). La
ilidad del germonlasma silvestre para la reproduccion de los hongos ha expandido el
para el desarrollo de cepas nuevas y mejoradas (Khush y cols. 1995). Algunas
silvestres de este género también tienen un gran potencial econémico ya que, se han
pruebas v al igual que las cepas comerciales éstas también pueden ser cultivadas en
substrato en que es cultivado A. bisporus (Martinez-Carrera y cols., 1997). Esta no
una tarea facil ya que son contadas las especies del género Agaricus que han sido
seriamente debido a la dificultad de aislarlas v cultivarlas (Bas, 1991). asi como de
mfraestructura y de diversas metodologias para satisfacer los requerimientos de cada
fas especies. Este proceso es complejo desde el principio debido a diversos factores
% son desde la toma de muestra de teiido del cuerpo fructifero que debe ser tomada en
estériles, la cual es principalmente importante para preparar cultivos de cepas de

que no han sido cultivadas previamente como lo son las cepas silvestres (Fritsche,
Hoy en dia debido al potencial que tienen las diferentes especies del género Agaricus
realizando diversas pruebas para el mejoramiento de las cepas comerciales, e incluso
incorporado las nuevas técnicas moleculares para realizar nuevas cepas meioradas.

0 de técnicas moleculares para el mejoramiento genético

Para el mejoramiento genético entre especies se han utilizado técnicas de

iento, empleando organismos morfologicamente similares y de preferencia que
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un parentesco cercano, el cual ha sido realizado por métodos convencionales
los criterios como la  morfologia, que provee rasgos de valor para su
ademas de otros datos como de nutrici6n, fisiolégicos y bioquimicos, pero esto
ser laborioso, no obstante en cada célula la secuencia de nucledtidos representa una
suma de informacién, por lo que la tecnologia del ADN ha empezado a tener un
en la identificacion, clasificacion y filogenia, y esta empezando a incrementarse su
ia taxonomia de hongos (Carlile v Watkinson. 1996). Asimismo, hasta hace poco la
de los hongos tradicionalmente se basaba sobre todo en las caracteristicas de
y de los cuerpos fructiferos, pero datos moleculares como los resultados de
'ones en secuencias de ADN v RNA son cada vez mas importantes para determinar
entre hongos (Solomon y cols., 2001).

Abora, con el desarrollo de herramientas moleculares para analisis taxonomicos se
clucidar los sistemas de reproduccion aue pueden avudar en la explotacion de
2 traves del género (Calvo-Bado y cols., 2000a).

“Algunas ventajas de comparar a los organismos por ADN son: que éste contiene cuatro
& nucledtidos (A T G C) v pueden ser usados para comparar cualauier grupo de

ya que en los agrupamientos cldsicos esto es virtualmente imposible (Nei y
2000).

Par= poder clonar al ADN la técnica empleada es la reaccién en cadena de la
(PCR). Se han encontrado aplicaciones extensivas para la PCR en algunos
&< la micologia, incluyendo la genética, la sistematica, la ecologia, la microbiologia

ia patologia de plantas, la micologia medica v la biotecnologia de hongos (Edel.

L2 PCR ha podido ampliar el conocimiento acerca de las especies, porque ésta provee
ranido v sensible para estudios taxonémicos v ecoldgicos en especies de hongos
¥ cols,, 1991) y ya ha sido empleado con 4. bisporus en programas de reproduccion
¥ cols, 1991).

& PCR puede amplificar diversas secciones del ADN, incluvendo los ITS (Internally
Spacer). La region ITS ha sido utilizada en varios organismos incluyendo a los

&= stos organismos se ha empleado esta region principalmente en especies de interés
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economico. medicinal v alimenticio. Dichos estudios se han usado para diversos
o estudios filogenéticos, caracterizaciones moleculares, variaciones entre las
¥ para determinarlas y para determinar su identidad. En todos estos estudios la region
W Ssdo resultados muy confiables debido a aue esta regidon no codificante esta ubicada
= ADNr entre la pequefia subunidad altamente conservada 5.8S y la subunidad larga
pucde apreciar en la figura 1, por esto es ampliamente usada porque evoluciona
v puede variar entre especies dentro del género o entre poblaciones (White v
#). Muchas caracteristicas hacen a esta regién un blanco conveniente para la
won de hongos, porque en éstos la regiéon completa frecuentemente abarca de 600 a
s de bases que pueden ser amplificadas con primers universales. asimismo, muchos
demuestran que esta region es con frecuencia altamente variable entre especies

ologicamente distintas (Gardes y Bruns, 1991), por lo que es ampliamente usada

srencias entre las especies.

NS5 NS7 1185 181 1S3

aa -~

B Nuclear Smatt DNA & T rs 1888 Trs | Nudoar Large roNA \\

- > N ' TR Loy Kotk NN

NS4 NS6 NS6 1TS2 IS4

! Localizacion del ADNr y de los diferentes primers empleados (esquema tomado de White y

es estudios del género Agaricus que han empleado la regién ITS
genero Agaricus ya existe un registro en la base de datos de European

nes Institute (EBI) de 43 especies v 71 secuencias de la especie 4. bisporus de la

las cuales se incrementan constantemente (www.ebi.ac.uk).
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- 5S¢ han realizado diversos estudios con esta region: como el de Calvo-Bado v cols.
% quienes realizaron estudios en el género Agaricus, empleando la regién ITS para
la identidad de las especies.

Bado v cols. (2000 b), emplearon la secuencia ITS para determinar la identidad

colecciones silvestres de la seccion Arvenses del género Agaricus, para fines

- Tambeen se han realizado estudios filogenéticos en el género Agaricus a partir de esta
womo el de Challen y cols. (2003), quienes hicieron una reconstruccion de la seccion
empleando para su evaluacion el criterio de méxima parsimonia en el
de sofware PAUP.

estudio filogenético del género Agaricus a partir de region ITS fue el de Geml y
1. quienes emplearon esta region para ver las interrelaciones de las especies
ecnero empleando las siguientes metodologias: el programa de software PAUP.
maxima parsimonia y maxima probabilidad.

¥ Guinberteau (2005), realizaron una caracterizacion morfolégica y molecular
especies de la seccion Xanthodermatei, para la caracterizacion molecular
§a region ITS.

¥ cols. (2005), trabajaron en la seccion Xanthodermatei usando la region ITS,
una reconstruccion filogenética, las secuencias fueron evaluadas baio el
@stancia de maxima parsimonia y maxima similitud.

(2005 a), de igual forma empleo la region ITS para determinar la variacion
especies consideradas como sindnimos. ademas con esta informacion propone la
& hibridos.

ngan (2005 b), realizé un estudio filogenético en el género Agaricus en la seccidn
. empleado los métodos de maxima parsimonia v maxima probabilidad.

amtenior la region ITS empieza ha ser ampliamente usada para diversos tipos de
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de similitud con datos moleculares a través de secuencias de ADN

mformacion molecular también puede ser usada para producir clasificaciones y
Sloeenia. también vor el método de taxonomia numeérica los datos pueden ser
para generar un agrupamiento el cual genera un fenograma o un dendrograma
parecido (Carlile y Watkinson, 1996).

realizar un dendograma se pueden emplear los 4 nucle6tidos del ADN. estos
%as unidades que mediante operaciones matematicas y la aplicacién de modelos

de nucledtidos se puede generar una matriz basica de datos y asi poder ver las

de sustitucion de nucleétidos

estmar el nimero de sustituciones de nucledtidos es necesario usar un modelo
&e sustitucion de nucledtidos (Nei v Kumar, 2000). Las distancias entre un par
usualmente son medidas por el numero de nucle6tidos y las sustituciones que
ellas, para este efecto se han generado diversos modelos de sustitucion de

%o cuales consideran diversos aspectos del ADN, estos se muestran en la tabla
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Tabla 3 Principales modelos de sustitucion de nucledtidos

para estimar la
de nucleétidos

Caracteristicas que toma
en cuenta

Observaciones

Compara dos secuencias y

se obtiene al dividir
nimero de nucleotldos

3 ux?..-r—hrn.‘ TIRE &1 feadiaiocdas
e T g e

s ok 1&;

nucledtidos comparados.

La estimacion del tiempo 1

divergente de dos
secuencias no es una buena

simedey

A WWEARG ko

Asume que la sustitucion
de nucleohdos es la mlsma

| wix \.i.ru\}q l\JfJ }'.Fsuvu o luu _l'

nucledtidos y se da en
cualquier sitio con la

misma frecuencia y

> .F'.“"_ "...._,"..‘ e ....‘....-
| PEUUGUIGGU Uy CaTiioiai

por cualquiera de los otros
3 nucledtidos (A T G C).

Cuando el niimero de
nucle(')tidos examinado es

A}-\-Al

l.r‘u\.l\un.«xlv \lz.t’vf.tu. '& TGy T
este método tiende a sobre
estimar el verdadero

niimero de sustituciones de

4 Pl i
U g S,

Asume que se tiene una

Propuidion 1gual i 1a

sustitucion entre 1os sitios
con transiciones y
transversiones. Este
modelo ademas considera
solamente a las parejas de
nucledtidos que coinciden
v los vacios son ionaradag.

I Cantor, ademas es

Da una melor estimacion 4‘
UCL llUlllClU UC bUblllublUll

de nucleétidos que la
distancia de Jukes y

aplicapbie a una gran
variedad de casos cuando
el niimero de sustitucién de

| nucledtidos es muvy laron.

| ‘l'oma en cuenta las

proporciones de
sustituciones de las

! trancicianac lac cnalac ann

| frecuentemente mas altas

que las transversiones.

| Esta distancia se aplica

principalmente en ADN
mitocondrial.

Analiza DNA

smm o e Al

PORRRIIRALANIIITISG,

Es empleado para realizar

sl ] P e

diirvdiTaireigl IZiir iiTiilaal

con méxima probabilidad I

Desoués de aplicar un coeficiente de sustitucion de nucleétidos v obtener una matriz.

diversos métodos que nos permiten hacer agrupaciones calculando los coeficientes

genéticas, estos métodos conforman el llamado analisis de agrupamiento, uno
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‘s metodos mas empleados para realizar agrupamientos es el método de NEIGHBOR-
. este es usado para crear dendégramas, principalmente con secuencias de ADN o
de proteinas, el algoritmo que emplea requiere conocimiento de la distancia entre
wma de las secuencias va sea de ADN o de aminoacidos (Saitou v Nei. 1987). Después
“emocer las distancias genéticas el método de NEIGHBOR-JOINING genera
en los cuales se elige el que tenga menor cantidad de cambios, esto lo realiza
de un algoritmo v puede elegir el dendégrama correcto con alta probabilidad, va
wirtud de éste es la alta eficiencia que tiene, ademas, este método es recomendado
¢ realizan alineamientos de multiples secuencias (Nei y Kumar, 2000).

“am estas nuevas metodologias utilizando ADN ahora se tiene una nueva opcién para
‘as similitudes entre las especies del género Agaricus que se puede aplicar en un
para realizar programas de mejoramiento genético. El estudio con otras especies de
oodria ser usado como recurso de variacion genética que podria ser introducido en
(Elliot, 1978).
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7 MISTTRICACTON

fas diversas ventajas y potencial econémico que tienen las especies silvestres de
snontario describirlas desde varios puntos de vista. por eiemplo molecularmente.
de estas habitan en selvas tropicales y en areas remotas pudieran desaparecer
i ciencia pueda si quiera descubrirlas por ellos es particularmente importante el

nativas v devositarlas en colecciones (Oei. 2003). A pesar de la dificultad de

wepes silvestres, desde 1990 se conformo el Programa de Recursos de Agaricus con
acceso a especies silvestres para su reproduccion (Stoop y Mooibroek, 1999).
Calegio de Posgraduados Camous Puebla. también es particioe del provecto del
Searicus (Martinez-Carrera, 2002). Desde 1997 se ha recuperado y preservado el
silvestre de especies de Agaricus, los cuales son consumidos en comunidades y
“Martinez-Carrera v cols. 2001). estos eiemolares se han recolectado v aislado de
s=zones climaticas de México como: las tropicales, y subtropicales y bosques
Gue pertenecen a diversos estados de la Republica como Puebla, Tlaxcala y
\en. se cuenta con varias cenas de diversas vartes del mundo. En este nrovecto
el aislamiento y caracterizacion empleando técnicas cldsicas con el fin de
gue muestren tolerancia a fructificar en altas temperaturas.
eemplares fueron identificados tentativamente basandose en la morfologia del
vy ademas evaluadas comparativamente para probar su desarrollo y eficiencia
sustrato que es usado para las cepas comerciales. Los resultados demostraron que
Wiwestres poseen cierta resistencia genética al ataaue de Trichoderma v aue tienen
pars fructificar a altas temperaturas (Martinez-Carrera y cols., 1997). No obstante,
sealizado caracterizaciones moleculares en estas cepas € incluso no hay estudios
&n especies mexicanas silvestres del eénero Aearicus. Por lo aue es orioritario
molecularmente  a estas cepas mexicanas silvestres, evaluando las distancias
“as similitudes que existen entre ellas y las distancias con cepas de otras especies

50 con la idea de desarrollar a futuro un programa de meioramiento del eénero

21



oor medio de diferentes vias como los métodos clasicos de entrecruzamiento o las

de fusion de protoplastos, la cual ya ha sido empleada en hongos para

entre poblaciones, especies e incluso entre géneros (Elliott, 1985), esta técnica

mrobada con A. bisporus. obteniendo hibridos estables (Khush v cols. 1995). e

%an obtenido altas frecuencias (30%) de regeneracién entre diferentes especies
e=nero Agaricus (Fritsche y Sonnenberg, 1988).

‘2 formacién de nuevas cepbas aue tuvieran rasgos comercialmente acentados de

4 otras especies de Agaricus, se podrian realizar cultivos en México en zonas
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3. OBJETIVOS

la distancia genética entre cepas silvestres de Meéxico del género Aearicus. a
megion ITS del ADN.

amplificar y secuenciar la region ITS del ADNr de cepas silvestres del género
mrocedentes de diversas partes de México.

la distancia genética entre las cepas de Agaricus seleccionadas, analizando

2 traves de un orograma computacional.

las secuencias del ADN obtenidas con las secuencias registradas en las bases

ionales v con secuencias de especies emoleadas previamente por expertos
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4 METONNT NCTA

del material fangico

“epes estudiadas se obtuvieron del Centro de Recursos Genéticos de Hongos
Colegio de Poseraduados Campus Puebla en donde estdn depositadas.

¥ especies seleccionadas

10 cepas del laboratorio de biotecnologia. entre las cuales se incluvo la

s proveniente de Tailandia, la que se incluyo para conocer la region ITS y

#si como de referencia. Seis cepas mas provenientes de diversas regiones de
seleccionadas. 4 de ellas fueron determinadas tentativamente en el laboratorio
Posgraduados Campus Puebla a nivel de especie, empleando métodos clésicos
¥ 2 mas a nivel de género: A. abruptibulbus 1 cepa: CP-138. A. bitorquis 3
-128 v CP-130. 1 cepa de A. campestris: CP-54. A. osecanus 2 cepas: CP-83
% 2 cepas: CP-89 y CP-237. A. subrufescens 1 cepa: CP-123, todas se muestran

% para el primer nivel de analisis la cepa CPM-64 Trichoderma aeresivum.
nivel de andlisis fueron seleccionadas cepas que fueron empleadas en

por expertos en el género Agaricus, ademés de la cepa proveniente de
Chloroohvilum.
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=2 zbla se muestran las especies seleccionadas para el estudio,

& lugar de origen de cada una.

CFPA | ESPRCTR HUGARDE |
PRUCEDENCIA

P43 Agaricus bitorquis Tailandia

(Quel)Sacc.

(F.H. Moller) Pilt

Tecali, Puebla

r CP-83 Agaricus osecanus El Oasis
Pilat Valsequillo,
i_ -89 Agaricus sp. Sto. Domingo,
} Chiapas 4‘
‘ Peck
CP-125 Agaricus osecanus Col. Romero
b Pilat Vargas, Puebla.
'CP-128 Agaricus bitorquis Africam
i (Quel)Sacc. Valsequillo
'CP-130 Agaricus bitorquis Valsequillo Tecali |
, (UELDace.
IQ’-138 Agaricus Xoxtla, Puebla
_ abruptibulbus Peck
CP-237 Agaricus sp. Colegio de
Posgraduados.
Campus Puebla

de las cepas

el nimero de cepa al cual

las cepas de estudio estaban en medio CYM sélido (CYM liquido:

£ peptona 2 g. extracto de levadura 2 ¢. MeSO, 7H->0. 0.5¢. KH-PO,. 0.46 ¢.

£ 2gua destilada 1000mL y 20 g de

12 cosecha de estas cepas, €stas tuvieron que ser resembradas en el medio

agar bacterioldgico). Para facilitar
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Por lo aue se elaboré medio comoleto para levaduras. liquido ( CYM con los
¥ propotciones ya sefialadas pero sin agar) Este medio fue esterilizado en
121° C por 20 minutos, se dejo reposar durante una semana para evitar posibles
v fue vertido en caias de Petri para posterior siembra de las cepas.

#=alizar el proceso de pasar las cepas del medio sélido al medio liquido se utilizo

& flujo laminar para evitar contaminaciones, se tomé cada muestra del medio

en las caias de Petri emnleando un vobote estéril. el cual fue incrustado en el
&=l que se tomé  aproximadamente medio centimetro del micelio. Con la ayuda
esieril cada muestra fue depositada en el medio liquido contenido en las cajas de

rotuladas con la fecha v ntimero de cepa correspondiente. posteriormente
fueron mantenidas a una temperatura de 22 grados centigrados durante 20 a 30

“osechar las cepas Las cepas una vez colonizadas vara ello se emples papel filtro

absorbente para agregar en ellos e micelio y quitar el exceso de medio. Fl
“alocado con una espatula estéril fue colocado el micelio en tubos Eppendorf de
los cuales fueron posteriormente rotulados con la fecha v nimero de la cena

depdsito en nitrogeno liquido durante algunos minutos, después las muestras
en un refrigerador (REVCO) a una temperatura de

—20°C para su posterior
wmuestras fueron liofilizados en un liofilizador marca Labconco freeze dry system

L2 temperatura del colector llego a -50° y el vaci6 a 53 x 10° milibares, las

retiradas 24 horas después v almacenadas en un desecador con silica gel para
amalisis,

del ADN

s muestras se les aplicé el protocolo de extraccién de ADN en hongos

“roouesto vor Challen v cols. (1995). Este método consisti en moler con la
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varilla de oléstico estéril al micelio liofilizado. posteriormente se agrego 650 ul

‘anexo 1) y 3 pL de ribonucleasa A (SIGMA). La muestra se colocé en bafio
TE lue) a 70°

-
C por 30 minutos, agitando la muestra cada 15 minutos. A
s< centrifue6 en una microcentrifuea (Eppendorf 5415C) a 13000 rom durante
A mismo tiempo se prepararon columnas de Qiagen (EUA) y se le agregé 1 mL
e equilibrio QTB (anexo 1), una vez que éste bajo por gravedad se agrego la

=madante) a la columna de Oiagen v por eravedad se dei aue pasara la muestra.
esfumna se lavo 4 veces por separado con 1000 uL de buffer QC (anexo 1).
=nie se le agreg6 a la columna 700 nL de QF (anexo 1), el cual lavé al ADN y
&0 un tubo de Eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente se afiadié 700 ul, de
1 100%) y se centrifugé en la microcentrifuga a 13000 rpm durante 20 minutos.
“wado este proceso, sobre un papel absorbente se volteé de manera rapida el tubo
@erz eliminar el isobrovanol. auedando del dentro del tubo de Eppendorf la

N en un pellet.

Pt se le afiadio 500 plL de etanol (70%) para lavar la muestra, y moviéndose

s volvié a centrifugar a 13.000 rom durante 10 minutos. A continuacion se

it ld

t¢ y se colocd en una gradilla en el horno (Lab line) a 32° C durante 30
=mormente, se le afiadié 50 pL de TE 1X (anexo 1) agitdndolo ligeramente y se
» Maria a 55° C por 30 minutos agitindolo cada 10 minutos. Una vez pasado los
centrifugo la muestra con un solo pulso.

ificacion del ADN v visualizacién del gel

un gel de agarosa al 1%, disolviendo 1 gr. de agarosa (PROMEGA) en 1X
*o acetico EDTA) (anexo 1) el cual se disolvié en un horno de microondas. A la
#sarosa se le afiadié 2 puL de bromuro de etidio (SIGMA) y se vertié en una
&= peine de 15 pozos para que se solidificara. Después de que el gel se solidificé

e v el gel fue devositado en el tanaue de electroforesis al cual se le agrego el
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ion del nroducto de PCR

s de realizar la PCR de las muestras, éstas fueron purificadas para eliminar
oroceso PCR. El producto de PCR se purificé directamente usando el WIZARD
and PCR CLEAN UP SYSTEM kit (PROMEGA E. U. A.), siguiendo las
del proveedor. Se agregd 250 pL de Buffer PB a al muestra y se agitd
posteriormente todas las muestras fueron agregadas a sus respectivas columnas
Spin  Columns QIAGEN) las cuales fueron previamente rotuladas,
. las columnas con la muestra se centrifugaron en una microcentrifuga
3215C) durante un minuto a 13000 rom.

wez concluido este proceso se tird el sobrenadante quedando el ADN en la
esta hecha de una resina de silica, a la cual se adhiere el ADN, a continuacion
fueron lavadas con 750 uL de Buffer PE. para desoués ser centrifugado vor 1
#3000 pm, posteriormente fue tirado el sobrenadante y se volvié a centrifugar
| mmuto, para después agregarle 30 pL de agua libre de nucleasa y dejar reposar a la
¢ minuto. Para finalizar. la muestra fue centrifugada durante un minuto. se tomé
cantidad de la muestra para confirmar la presencia de ADN, por lo que se preparo
al 1%, el cual fue corrido con todas las muestras, posteriormente la muestra fue

&= un tubo Epvendorf v congelada hasta su secuenciacion.
del producto del PCR

wmmer ITS4 v las muestras purificadas fueron depositadas en tubos de Epnendorf.

#meron a la compafiia SEQWRIGHT, INC, HOUSTON, TX, USA para su
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n de las secuencias de estudio con la base de datos EBI

Secuencias obtenidas fueron ingresadas y comparadas en la base de datos EBI
=5 ac.uk). Asimismo se baiaron las 5 secuencias mas parecidas a cada cepa de la

Para su comparacion con las muestras.

de agrunamiento v modelo de sustitucién de nucledtidos

de sustitucion de nucledtidos y el método de agrupamiento se llevaron a
soerama DS Gene 1.5 (E. U. A.) en donde se procesaron las secuencias de ADN
2=l laboratorio de biotecnologia y las secuencias obtenidas de la base de datos.
“ss provenientes de la base de datos fueron alineadas y recortadas, seleccionando
correspondiente ITS  para aue contaran con el mismo numero de nucleétidos
@< estudio de 500-582 nucleétidos (anexo 4), para asi llevar a cabo los analisis,
% imtrodujo la especie externa Trichoderma sp. CP-64 otorgada por el Centro de
sticos de Hongos Comestibles del Colegio de Poseraduados Campus Puebla.
con el fin de separar todas las especies en sus respectivos grupos.
ias secuencias fueron alineadas por el programa haciéndolas coincidir en las
& los orimers. posteriormente el programa emoleo el modelo de sustitucion de

&= Tajima-Nei's obteniendo una matriz, para posteriormente emplear el método
% NEIGHBOR JOINING para obtener los dendrogramas.
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S. RESULTADOS

del ADN

el ADN de las muestras éstas fueron corridas en un gel de agarosa al 1%. Una
‘2 corrida del gel con las muestras de ADN, éste fue sacado de la bandeja de
¥ s procedio a colocarlo en el aparato GELDOC 2000 (BIORAD). Por medio

2= one se obtuvieron las sicuientes imagenes aue se muestran en la fisura 2.

-
b
j
W
£
th
a
~1
-]
=
: =

sgsrosa al 1% con las muestras de ADN. Gel de la izquierda: linea 1: DNA Molecular Weight
Germany), linea 2: CP- 54, linea 3;: CP 125. Gel de la derecha: linea 1 CP43, linea 2: CP-83,
Wmes & CP-123, linea 5: CP-128, linea 6; CP-130, linea 7: CP-138, linea 8: CP-237, linea 9: 1uL
DNA uncut, linea 10 SuL. de marcador lambda DNA uncut.

del ADN

gel one cuantificé comparativamente las muestras y las comparé con una

de ADN obteniendo los resultados que se ven en la Tabla 5.

al



Tabla 5. Cuantificacion de las concentraciones obtenidas de ADN de las cepas

CEPA CUANTIFICACION DE ADN

MDD A2 i Ap S o

CP-54 85 ng/uL
CP-83 86.41 ng/uL
Cr-8y 54.3 ng/pL
CP-123 20.3 ng/uL
MN 118 WY i dea T
CP-128 41.4 ng/uL
CP-130 77.9 ng/uL
CP-13% 11.5 ng/pL
CP-237 68.4 ng/puL

para la region ITS

confirmada la extraccion de ADN, se llevé a cabo el protocolo para la regién

empleados de ADN v de PCR agua fueron variables dependiendo de la

ebienida de la extraccion de ADN de cada muestra. Para el PCR master mix y

TS0 ITS4 las cantidades empleadas fueron constantes, la tabla 6 muestra las
para cada muestra.
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= Componentes para la amplificacion de ADN en cada muestra estudiada.

PCR | PCR AGUA [1TS 1 [ITS 4 | VOL. 1
MASTER TOTAL
- o
25l 14 uL 5uL 5ul 50 uL
25ul 14 pL 5uL 5uL 50 uL
2Sul 14 uL 5L 5L 50 pL
iZSuL 13 uL 5uL 5ulL 50 uL
25ul 14 uL SuL Sl 50 uL

25 ul 14.5 UL 5L 5uL 50 L

125 L 13 4L 5uL 5ul 50 L

25 ul 14 uL 5 uL 5uL 50 uL
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e vez realizado la PCR se tomaron las muestras del oroducto de PCR. estas fueron

un gel de agarosa al 1% y se visualizd en un aparato GELDOC 2000 (BIORAD),
l0s resultados que se muestran en la figura 3.

p—
(]
L
E=S
L¥.]
—
2
L
=
Ln

&= szarosa al 1% con las muestras de ADN. Gel de la izquierda: linea 1: DNA Molecular Weight
Germany), linea 2: CP- 54, linea 3: CP 125. Gel de en medio: linea 1: DNA Molecular Weight
Germany), linea 2: CP-89, linea 3: 123, linea 4 130, linea 5: CP-138. Gel de la derecha:
“mea 2- CP-83, linea 3;: CP-128, linea 4: CP-237, linea 5: DNA Molecular Weight market IT1
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) el producto de PCR por medio del programa gel one. Las concentraciones
“ purificacién del PCR se muestran en la tabla 7.

Concentracion obtenida del producto de PCR de las muestras.

CEPA | CONCENTRACION

s s 4 a4 a i

[

CP-54 |10.67 ng/uL

s S ¥ N A, T Ala Pl.l_l

CP-89 | 12.67 ng/uL

Lr-145 | 2.8/ ng/puL

CP-125 | 11.63 ng/uL

CP-128 | 2.36 ng/uL

CP-130 | 17.10 ng/uL

CP-138 | 1 ng/uL

CP-237 [ 22.10 ng/uL

[ 1 S—

del producto de PCR

W=z confirmada la presencia del ADN, se procedio a purificar las muestras. Por
la presencia de ADN en las muestras vurificadas. se prepar6 un gel de

<on el cual se confirmo la presencia del ADN, el gel es mostrado en la figura
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= 2garosa al 1% que corrobora la presencia de ADN en las muestras ya purificadas. Linea 1:
Weight market IIT (Roche Germany), linea 2: CP- 43, linea 3: CP 54, linea 4: CP- 83, Linea 5:
& CPI23, linea 7: CP 125, linea 8: CP 128, linea 9: CP-130, linea 10: CP-138, linea 11: CP-237,
W &= marcador lamda DNA uncut, linea 13: 5pL de marcador lamda DNA uncut.

ion del producto del PCR

= msultado de la secuenciacion de las cepas fue enviado via internet, mostrando el

&= las secuencias con los cromatogramas (anexo 2) de cada muestra de ADN,
Samafios variables de 500 a 582 pares de bases.




de las secuencias de estudio en la base de datos EBI
secuencias de estudio fueron capturadas y comparadas en la base de datos EBI,
“as 5 cepas més parecidas a cada una de ellas, las cuales se muestran en la tabla 8.

¥ Las cepas de estudio comparadas con las 5 cepas a las que fueron maés parecidas en la base de

% muestra el nombre de la especie a la cual pertenece, el numero de acceso que tiene en la base

& %% de parecido entre de la secuencias de ADN de ambas.

Cepas del Nimero de acceso en la base de
____ cepario/especies datos EBI
§ Cepa CP-43
. A bitorquis (Quél.)
Sacc.
A bitorquis AJ301620
_A. bitorquis AF432898
A. bitorquis AJ884648
- A.bisporus (J.E. Lange ) AJ301619
- Pilat
A. bisporus AY484696
Cepa CP- 54
A. campestris
(F. H. Moeller) Pilat
A. diminutivus  Peck AY84681
A. romagnesii  Wasser AJ884640
A maskae Pilat AJ884642
A. arvensis  Schaeff, AJ887993
A. abruptibulbus Peck Y484673
Cepa CP-83
A. osecanus Pilat
A diminutivus AY484681
A. romagnesii AJ884640
A. arvensis AJ887993
A. maskae AJ884642
A. abruptibulbus AY484673
Cepa CP-89
_- Agaricus spp.
_A. diminutivus Y484681
A. romagnesii AJ884640
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Cepas del

Numero de acceso en la base de

cepario/especies datos EBI
A maskae AJ884642
- A arvensis AJ887993
A. abruptibulbus AY484673
Cepa CP-123
A. subrufescens Peck
A moelleri Wasser AY899264
A. moelleri AY899263
|4 xanthodermus AYA484689
Genev.
A tolloacanensis AY703913
A rtolloacanensis AY703912
Cepa CP-125
A. osecanus
A rufotegulis Nauta Y818649
A subrufescens AY818660
A blazei Murrill AY484697
- A brasiliensis Wasser. AY818650
A blazei AF161013
Cepa CP-128
A bitorquis
A diminutivus AY484681
A maskae AJ884642
A romagnesii AJ884640
A arvensis AJ887993
Cepa CP-130
A. bitorquis
A diminutivus Y484681
A romagnesii AJ884640
A maskae AJ884642
A arvensis AJ887993
Cepa CP-138
A. abruptibulbus
A moelleri AY899264
A moelleri AY899263
A xanthodermus AY484689
A 1ollocanensis AY703913
A tollocanensis AY703912
Cepa CP-237 Agaricus
spp.
A 1ollocanensis Y703913
A tollocanensis AY703912
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Cepas del Numero de acceso en la base de
cepario/especies datos EBI
A. pocillator U85308
A moelleri AY899264
A moelleri AY899263

de analisis de las especies estudiadas

pomer nivel de andlisis se incluyeron un total de 32 cepas, las ¢
& 18 especies y 2 sin determinar, de las cuales 5 especies y 2 cepas
2=l Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles del Colegio
“ampus Puebla y las otras 11 de la base de datos, estas especies

10n.

Peck
i¢ se cuenta con 2 cepas en este estudio, una del cepario, la CP-138 y «
Sase de datos con el nimero de acceso AY484673.
Sene varios sindnimos entre los cuales se encuentran: Psaliota abruptibul
© arvensis var. silvicola (Vitt.), P. silvicola (Vitt.), (Gutiérrez, 1990).

& shica dentro de la seccion Flavescentes, en la subseccion Arvensis y e

. esta especie es reportada de acuerdo con Capelli (1984) cc
es rechazada por algunos debido a la confusion morfolégica con
& mciuso con especies venenosas del género Amanita, por lo que debe

geecaucion (Lincoff y cols. 1989).

Schaeff.
estuvo representada por una cepa, la cual tiene el nimero de acc

%= mcluyo de la base de datos por su parecido con las secuencias de ADN



L

@i COLPOS. Tiene un sinénimo, que es A. osecanus Pilat (Www.

e Names/Names.asp). Segun la clasificacion realizada por Capelli (1984),
mece a la secciono Flavescentes, subseccion Arvenses, grupo Arvensis. En

como el de Didukh y cols. (2005) en el cual lo ubica en la seccion

W=l eenero Agaricus esta especie es la tercera mas cultivada después de A.
Smoguis y se ha observado que tiene cierta resistencia a fructificar a altas
wche v Sonnenberg, 1988).

=5 considerado como exquisito en Norte América en donde es nombrado
=0 Horse Mushroom (Lincoff y cols., 1989), también es recolectado
©n Espafia para su consumo, entre los nombres comunes que tiene se le

dola de nieve, su sabor es considerado como a nuez con un fuerte olor
% e vendido enlatado y congelado.

icovaldorba2/setas/agaricus_arvensis champifion bolade

WLE. Lange) Pilat. y A. campestris (F. H. Moller) Pilat
scies estan representadas en este estudio por la cepa 54 del cepario que fue

A campestris, A bisporus esta representada por 2 cepas que tienen los
AJ301620 y AJ301619, ambas provenientes de la base de datos.
=cies son consideradas como sindnimos, asi como también A, campestris
*. A brunnescens Peck., A. campestris sensu Peck , A. hortensis (Cooke)

Sepora (J.E. Lange) F. H. Moller y Jul. Schaff, Psalliota hortensis (Cooke) y
wa ] E. Lange, (www.indexfungorum.org/Names/Names.asp) .

#) en Capelli (1984), ubica a A. campestris en el género: Psalliota, seccion

» Capelli (1984) en la seccion Rubescentes, subseccion Agaricus, grupo

“ad. Esta especie segin la descripcion realizada por Capelli (1984),
seecion Agaricus, en el cual todas las especies que pertenecen a ella son

- W L

ente y apreciadas. En Norte América es considerada como exquisita y
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= hongo més recolectado en época de lluvias, ademas de ser cultivada (Lincoff y

Suporus ha sido agrupado por Capelli (1984), en la seccion Rubescentes,
Sworques, grupo Bisporus.
=stibilidad: esta especie dentro del género Agaricus fue la primera que se cultivo,

dentro de los hongos comestibles cultivados es la especie mas vendida en todo el
sitamente apreciada por su sabor.

is (Quél.) Sacc.

especie 4. bitorquis se cuenta con 6 cepas en este estudio, de las cuales, 3 cepas
no (CP 43, CP, 128, CP 130), ademas de tres cepas provenientes de la base de
“usles resultaron genéticamente similares a una cepa de estudio (AJ884648,
AF484696).
- Sworguis seglin la clasificacion de Cappelli (1984) pertenece a la seccion
= subseccion Bitorquis grupo Bitorquis
» de la seccion Bitorquis se encuentran ubicadas las especies mas cultivadas
& Bwsporus 'y A. bitorquis. También se le conoce con los siguientes sinénimos
Moller) sensu Moser 1967 Duploannulatae 1976.
ssubilidad: La especie A. bitorquis es considerada comestible y es la segunda
cultivada del género Agaricus desde 1973, esta especie es ya desarrollada

en climas calidos ofreciendo una alternativa para A. bisporus (Elliot, 1978).

sesistente a virus y resiste mas tiempo fresco por un tiempo prolongado (Fritsche y
1988).

2ei Murrill, 4. brasiliensis Wasser, M. Didukh, A. rufotegulis Nauta, A.
Peck.

* La cepa 123 fue determinada tentativamente como A. subrufescens, esta
mmece a la seccién Arvenses, asi mismo estas cepas 4. blazei, A. brasiliensis, A.

» & subrufescens fueron cepas provenientes de la base de datos las cuales fueron

sunas un cepa de estudio.
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=studio empleando ADN realizado por Kerrigan (2005), sugieren que A4. blazei, de
= A. brasiliensis Wasser, A. rufotegulis Nauta y A. subrufescens  son

= idénticas; estas especies son consideradas con propiedades medicinales.

ente A. blazei, ha sido parte de cuantiosos estudios que al parecer
que esta especie tiene un potente efecto anticancerigeno, antitumoral y
uco. también posee 9% de beta glucanos, los cuales se ha comprobado que
‘2 proliferacién natural de las células killer, las cuales son selectivamente
en celulas tumorales, por lo que se han aislado para tratamientos del céncer.
mmismo, se han realizado pruebas quimicas con el micelio el cual produce
antitumorales e incrementa la apoptosis en células cancerosas, ademas de
1a respuesta inmune y también tener metabolitos con propiedades bactericidas.
especie ha sido cultivada desde el afio1800 para alimento y hoy en dia debido a
2es medicinales ademds es cultivada para, obtener productos como: extractos,
comprimidos, hongos deshidratados y en polvo etc., alcanzando un valor de $0.50
&amo, por lo que cuando se inicio su cultivo sélo era cultivada en Japon, pero se
ahora a China, Brasil y actualmente en Estados Unidos.

ssubilidad: este hongo es comestible y tiene un agradable sabor y olor
%2 sido consumido tradicionalmente en Sudamérica y es reconocido por su
mica, en donde es llamado popularmente como cogumelo del sol, cogumelo

@eros sitios es nombrado almond portobello, royal agaricus, King agaricus y en
matsutake (Stamets, 2000).

posce olor 'y sabor almendrado cuando es cocinado
amexpert.com./agaricus_subrufescens.html).

ivus Peck
specie provino de la base de datos y corresponde a numero de acceso AY484681.
@¢ las 5 mas similares con algunas cepas del cepario. A diminutivus esta ubicada

11977) in Capelli (1984), en la seccién Arvenses, al igual que Kerrigan (1986)
&= ¢l grupo Arvenses.
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Comestibilidad: esta especie es comestible pero al ser pequefia es de poco valor

. Mykoweb.com/CAF/species/Agaricus_diminutivus,html.)

5.7.7 A. maskae Pilat

Esta especie provino de la base de datos y corresponde al numero de acceso AJ884642.
nimos: Agaricus litorales (Wakef. & A. Pearson ) Pilat

Capelli en 1984 la clasifico en el género Agaricus, seccion Flavescentes, subseccion
=nses, grupo Spissicaulis.

=stibilidad: Esta especie se ubica en la seccion en donde se reportan especies que son
sstibles.

8 A. moelleri Wasser

En el estudio la especie 4. moelleri cuenta con 2 cepas ambas provenientes de la base de
s con los siguientes niimeros de accesos: AY899263 y AY899264. Esta especie tiene los
smentes sindnimos: Psalliota meleagris var. oscurata (Maire) MOll., Agaricus meleagris
Oscuratus (Maire) Heinem., Psalliota melagris var. terricolor Moll. Friesia, Agaricus
es var. terricolor (Moll.) Moser., Agaricus praedaresquamosus var. Terricolor
=man (Moll.) Bon et Capelli. Se ubica en la seccion Xantodermatei

Comestibilidad: se menciona como probablemente toxica, porque se ubica en la seccion
sdermatei (Callac y Guinberteau, 2005).

A. osecanus Pilat

s cepas 83 y 125 del cepario fueron determinadas como 4. osecanus, esta especie
con el siguiente sinénimo: A. nmivescens var. parkensis (F.H. Moller)

ndexfungorum.org/Names/Names.asp)

Segun Capelli 1984, esta especie pertenece al subgénero Agaricus, seccién Flavescentes,

socion Arvenses, grupo Nivescens.

=stibilidad: esta especie se registra como comestible.

43




ator Murrill

-

especie se cuenta con una cepa, que tiene el nimero de acceso U85308,
2 las de base de datos.

Agaricus  placomyces Peck, Agaricus meleagris With, Agaricus
amosus A. E. Freman, 4. moelleri Wasser. A. pocillator, fue clasificado en la
ses por Singer en 1986.

s=ccion se ubican hongos considerados comestibles, no obstante algunos autores
hemdan como comestible a esta especie por su color amarillento

pomexpert.com/agaricus_placomyces.html)

swtores  lo  catalogan  dentro de la  seccion  Xanthodermatei

2=n chicago.il.us/. Taxa /Agariplaco6.html )

gnesii Wasser

Wpecie esta representada por una cepa con el namero de acceso AJ8 84640, se incluyo
&2t0s por su parecido con las secuencias de ADN con algunas cepas del cepario.
es ubicado dentro del género Agaricus como perteneciente a la seccion:
subseccion Xanthodermatei, grupo: Pseudopratensis (Capelli, 1984).

=ubilidad: no es comestible porque pertenece a la secciéon Xanthodermatei, en

whicado a las especies toxicas del género Agaricus.

~anensis Callae

= numero de acceso AY703912 provino de la base de datos y es una de las 5

= con algunas cepas del cepario.

%< s reportada por Callac y Mata (2004 en prensa), como nuevas especies de la
=rmatel encontradas en México.

=ad’ no es comestible ya que en este grupo se ubican las especies toxicas del
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Genev.

#specie se contd con una cepa proveniente de la base de datos, la cual tiene el
=50 AY484689, se incluyo de la base de datos por su parecido con las secuencias

#gunas cepas del cepario. Tiene varios sinénimos segun algunos autores como:

-,

. comar/viarural.com.ar/guia de hongosfagaricus_xanthodermusfdefavit,htm)
wmodermius

=5 com/agaricus.xanthodermus.htm)

=stibilidad: Esta especie al pertenecer a la seccion Xanthodermatei es considerada
Wmesstion ocasiona un sindrome gastrointestinal produciendo vémitos, diarrea y
males, aunque se han reportado personas inmunes a las toxinas de este hongo.

Xanthodermatei se caracteriza por su olor a fenol y su color amarillento al
Wi v cols., 1989).

zrama generado del primer nivel de andlisis

‘s secuencias obtenidas de la base de datos de la region ITS del ADNr de otras
‘as 10 cepas de estudio se procedié aplicarles el método de NEIGHBOR
wm el modelo de sustitucién de nucledtidos de Tajima-Nei se formo el

Sue se muestra en la figura 5.
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a obtenido por el método de agrupamiento de NEIGHBOR JOINING empleando el modelo de
% mucledtidos de Tajima—Nei, usando la regién ITS en 10 cepas de Agaricus provenientes del
“=pas provenientes de la base de datos y la cepa externa CPM-64 Trichoderma agresivium, en este

s muestran los 2 principales agrupamientos que se formaron en niimeros romanos,

ama generado del segundo nivel de analisis

empleo un segundo nivel de andlisis en este estudio, el cual consistié en la
de secuencias de la base datos del género Agaricus que ya habian sido parte de
filogenéticos y evolutivos como los de Challen y cols., 2003, Geml y cols.,

b, Mitchell y Bresinsky, 1999, los cuales también emplearon la regién ITS del

muevas cepas introducidas se pueden observar en la tabla 9.
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s=es introducidas para el segundo nivel de analisis.

ESPECIE NUMERO DE ACCESO REFERENCIA 1

AY484673 Geml y cols. 2004b |
AY484675 Geml y cols. 2004b
AY 484690 Geml y cols. 2004b
AJ418744 Challen y cols. 2003
AY484672 Geml y cols. 2004b
AJ418772 Challen y cols. 2003
AJ418774 Challen y cols. 2003
AY484692 Geml y cols. 2004b
AY484693 Geml y cols. 2004b

war bisporus AJ418716 Challen y cols. 2003

war bisporus AJ418719 Challen y cols. 2003

war bisporus AJ418727 Challen y cols. 2003

bisporus AJ418731 Challen y cols. 2003
war bisporus AJ418734 Challen y cols. 2003
war bumettii AF465401 Callac y cols, 2003
curotetrasporus | AF465399 Callac y cols, 2003

AY484695 Geml y cols. 2004b
AJ418759 Challen y cols. 2003
AY484697 Challen y cols. 2003
AF482830 Vellinga y cols. 2003
AY484679 Geml y cols. 2004b
AJ418775 Challen y cols. 2003
U85307 Johnson y Vilgalys, 1999.
AY484680 Geml y cols. 2004b
AF432904 Kerrigan. UP.
AJ418755 Challen y cols, 2003
AJ418754 Challen y cols. 2003
AY484681 Geml y cols. 2004b
AY484682 Geml y cols. 2004b
AY484683

Geml y cols. 2004b




ESPECIE NUMERO DE ACCESO REFERENCIA

eemadi| AF432881 Kerrigan, UP.

duaceps AY484676 Geml y cols. 2004b
macrocarpus AY484686 Geml y cols, 2004b
WETOSpOrus AY484687 Geml y cols. 2004b

‘o lery AY899263 Callac y Guinberteau, 2005
mwescens AY484670 Geml. y cols. 2004b
Placomyces AF432879 Kerrigan, UP.

Emotys AJ133390 Huang. UP,

médoccosus AF432887 W1

AJ418738 | Challen y cols, 2003 |

AJ418743 Challen y cols, 2003 |

& mbdoccosys AY484697 Challen y cols. 2003
sméperonatus | AFA32889 Kerrigan. UP.

A mbrufescens W Geml y cols. 2004b
smbeusilescens |AY484688 Geml y cols, 2004
wllocanensis AY703912 Callac y Mata, 2004

£ sworarius AF432902 Kerrigan. UP.
whodermulus AY899273 Callac y Guinberteau, 2005
mmwhodermus AJ418776 Challen y cols. 2003
odermus AY484689 Geml y cols. 2004b
e

de estas especies formaron diferentes clados en los estudios previos ya

al integrar diversas especies se pudo confirmar s; alguna de las especies de
-'q:aba con alguna de estas, y con esto, se pudieron definir y corroborar los
cuales pertenecen las cepas de estudio. Para esto se empleo el criterio de los
SEnCticos antes mencionados COmo se muestra a continuacién en Ia siguiente
| O igual forma que en el primer nivel de analisis se les aplico el método de
de NEIGHBOR JOINING empleando el modelo de sustitucion de nucledtidos
=% usando la regién ITS, anexando al grupo externo Chlorophyllum sp.
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> Ciomnsytam Extarn

%80 por el método de de NEIGHBOR JOINING empleando el modelo de

. usando la region ITS en 10 cepas de Agaricus provenientes del

cef
estudios, afiadiéndole

la cepa externa Cholorophyllum | en este d
= &zrupamientos que se formaron en numeros romanos.

@&l dendrograma se tomo como referencia al grupo 1, que pe

Suedando los grupos del dendrograma al corte como se
Seura 7.
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En este dendograma se muestran los 7 agrupamientos que se formaron al hacer el corte basandose en el
zrupo I grupo Arvenses.
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6. DISCUSION

&1.  Los dos grandes grupos formados en el dendrograma del primer nivel de

analisis,

® dendrograma formado en el primer nivel de analisis se puede apreciar 2 grupos.
6.1.1. Grupol

= &upo I se ubico la cepa 43 A. bitorquis, la cual pertenece a la seccion Duploannulati,
=0 este grupo I se integraron las cepas 123, 138 y 237, estas ultimas cepas
son Xantodermates, Moeller, Konrad y Maublanc,

pertenecen
Kuhner y Romagnesi, y Wasser, las
en diferentes secciones o grupos, siendo las especies 4. bitorquis de la seccién

semtes y las especies del grupo Xanthodermatei de la seccién Flavescentes.
=SS caso segun las clasificaciones tradicionales basadas en la morfologia el grupo de la
W= Rubescentes hubiese formado un Brupo aparte y que las especies del grupo II se

=n con las especies del grupo Xanthodermatei, ya que ambas son de al misma seccién

Mes o Arvenses o Majores, 1o cual no se reflejo en este estudio, porque como se indicéd
€0 un mismo grupo las especies 4. bisporus y A. bitorquis de la seccién Rubescentes
sannulati con las especies del grupo Xanthodermatei.

as cabe mencionar que las especies 4. bisporus y A. bitorquis son especies comestibles
pecies del grupo Xanthodermtei se encuentran nicamente especies consideradas toxicas
& consumo humano, por lo que es singular que hayan tenido una menor distancia. No

&sto ya se habia reportado en estudios filogenéticos como el Challen y cols. (2003), en

adio observaron una alta identidad del 90% al 89.8% entre ambas secciones; también

2 (2005), observo la cercania con la seccion Xanthodermatei y la seccion Duploannulati
llamada Rubescentes, por lo que ambos autores coincidieron con realizar estudios
Wes para analizar estos resultados.

% anterior no se recomendaria la formacion de hibridos entre 1a cepa 43 y las cepas 123,
=37 aunque quedaron en el mismo grupo, dada la posible toxicidad de éstas 3 cepas, solo
wmendaria la formacion de hibridos entre 1a cepa 43 y las cepas a las que resulto similares
=ntes de la base de datos, principalmente la realizacin de pruebas para la formacién de

s con la cepa AJ301620 4. bisporus, porque de resultar un hibrido exitoso de ellas, se
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2 un hibrido con los rasgos comerciales deseados de A. bisporus v la resistencia a
ar en temperaturas altas de 4. bitorquis.

En este grupo existi6 un agrupamiento que no coincide con los arreglos clasicos
wfologicos, porque cuando se busco las cepas mas parecidas en la base de datos a la cepa
=" la cual se agrupo en la seccion Xanthodermatei, fue similar a ella la cepa proveniente de
Sase de datos A. pocillator con nimero de acceso U85308 y esta se agrupo a una distancia
wcana en el dendograma. No obstante, A. pocillator fue clasificada por Singer en 1986
10 de la seccion Arvenses, y aqui se ubico cercana a la seccidn Xanthodermatei. Esto
ado coincide con el estudio filogenético realizado por Geml y cols. (2004), realizado con
odos moleculares, ya que esta especie también se ubicd dentro del grupo

hodermatei, por lo que posiblemente sea toxica.

6.1.2. Grupo Il

En el grupo II se ubicaron las cepas de estudio 54, 83, 89, 125, 128 y 130 y diversas
s provenientes de la base de datos, todas estas especies pertenecen segun las
aciones tradicionales al seccion Arvenses, con excepcion de 4. romagnesii, que es una
proveniente de la base de datos, esta cepa fue similar a las cepas 130, 128, 54, 83 y 89.
A. romagnesii  pertenece segin la clasificacion de Capelli (1984) a la seccion
hodermatei, a diferencia del resto de las cepas de este grupo.
Konrad y Maublanc (1952), ubican a las cepas de este grupo II en la seccion Arvenses
dentro de diferentes grupos el Arvensis y a 4. romagnesii en el grupo Xanthodermus.
También Moller (1950-1952), las ubica dentro del género Psalliota, seccién
=scentes, subseccion Majores, pero en diferente grupo, el grupo Arvensis y a A.
agnesii en el grupo Xanthoderma.
En la seccién Arvenses se encuentran especies consideradas como comestibles e
“us0 la especie 4. arvensis es una especie que se cultiva y ocupa el tercer lugar de cultivo
» del género Agaricus, no as la seccion Xanthoderma la cual es considerada téxica.

No obstante, no coincide 4. romagnesii con estas clasificaciones, por lo que se tendra
asar estos resultados en estudios posteriores.
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=a cuanto a las otras cepas 54, 83, 89,128 y 130 todas ellas se agruparon cuando se
metodo de NEIGHBOR JOINING en el grupo I, estas cepas ya ha sido confirmado
idad en el laboratorio, con excepcion de la cepa 89, pero dado la poca distancia
estas y su vez el parecido de éstas con cepas de la base de datos que pertenecen a

Arvense, la cual es comestible, por lo que es muy probable que la cepa 89 también lo

A haber demostrado estas cepas tener poca distancia genética entre ellas, estas
propuestas para la formacion de hibridos, asimismo aunque la cepa 125 fue mas
oiras cepas de la base datos, esta cepa también se propondrian el entrecruzamiento
« incluso la formacion por fusion de protoplastos va que la cepa 125 es deseable
nte posee caracteristicas medicinales, ya que se agrupo muy cercanamente
peovenientes de la base de datos, que ademas de ser comestibles también son

como medicinales, como lo son A. blazei, A. rufutugulis, A. brasiliensis y A.

6.2. Segundo nivel de analisis

GRUPO I SECCION Arvenses
=rupo I se introdujeron especies que pertenecen a la seccion Arvenses, en este
garon las siguientes cepas del cepario: 128, 130, 89, 54, 83, y 125, no obstante
congrego muy independiente de las otras cepas del cepario ya mencionadas.

CEPA 125

125 a nivel de especie se congrego con la cepa proveniente de la base de

con el nimero de acceso AY434697, si tomamos como referencia el nivel de

Wsma especie, estas 2 cepas serian la misma especie como se muestra en la
£
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La cepa 125 en el primer nivel andlisis tuvo una distancia corta con las especies de la
datos: A. blazei y A. subrufescens, A. brasiliensis y A. rufutegulis, que como ya se
alado son consideradas como sinénimos de acuerdo con Kerrigan (2005), pero en el
mvel de analisis no se vio claramente en el dendrograma con cual de estas especies
smor distancia, no obstante con el segundo nivel de andlisis con las cepas seleccionadas
e es con A. blazei, por lo que la cepa 125 puede ser esta especie, de cualquier forma
sborarlo se recomienda realizar mas estudios moleculares y llevarla a fructificacion
merminacion morfologica.

P lo anterior confirmamos que la cepa 125 no es 4. osecanus, aunque esta sea de la
peion Arvenses.

cepa 125 tiene un gran potencial porque ademas de haber sido ya comprobada su
dad en el laboratorio, se tiene el registro de A. blazei y de las otras especies que son
s como sindnimos son comestibles y que ademas tienen propiedades medicinales,
s¢ le tendria que realizar un estudio a futuro para comprobar si la cepa 125 posee
sas quimicas que le dan el caracter de medicinal, asimismo se podria sugerir la
¢ hibridos para mejoras genéticas dependiendo el patrén de sexualidad entre esta

25 » las otras poblaciones de A. blazei.

CEPAS 54, 83, 89,128 Y 130

samiento de las cepas 54, 83, 89, 128 y 130 coincidi6 tanto en el primer nivel
wemo en el segundo nivel de analisis, solo que en el primer nivel de analisis
% contaba con A. diminitivus proveniente de la base de datos y en el segundo
ws ademas de esta especie se afiadieron 2 cepas mas provenientes de la base de
= formaron un subgrupo junto con las cepas del laboratorio, estas dos especies
wus v A. subrutilescens.

:a basandonos a nivel de corte de especie nos indica que las cepas 54 y 83
sspecie, lo cual coincide con los resultados del primer nivel de andlisis, pero si
seferencia el corte a nivel de especie tomando como referencia a A. bisporus

sz en la figura 9, entonces posiblemente estariamos hablando de que estas 5
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probablemente sean una sola especie, pero de diferentes variedades, por lo que tendrén

revisadas mediante morfologia y con otros anélisis moleculares,
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D cualquier modo, este grupo de cepas 54, 83, 89, 128 y 130, no salio a nivel de
=specie en el dendrogama parecida con ninguna de las cepas registradas de la base de
lo que probablemente sea una nueva especie, lo cual se tendran que comprobar en
pusteriores realizando la fructificacion de estas e identificindolas por medio de la
por lo que se tendria primero que corroborar si las cepas 54 y 83 son la misma
= el resto de las cepas de este subgrupo, la 89, 130 y 128, también lo son o si
=s 4 especies diferentes.

poumer nivel de analisis estas cepas tienen una menor distancia con A. diminitivus 'y
o también con A. semotus aunque es suficientemente distante a nivel de corte
o referencia los cortes de las diferentes especies en el dendrograma del segundo
usis, como para determinar que es algo diferente. Al incluir la cepa 4. semotus,
do nivel de analisis esta se congrego al corte a nivel de especie al mismo nivel
wvus por lo que esta distancia entre estas 2 especies se tendra que aclarar el por
== como si fueran la misma especie, en estudios posteriores.

2 especies A. diminitivus y A semotus segin Capelli (1984), y Kerrigan (1986),
# !z seccion Arvenses subseccion Minores por lo que probablemente las cepas de

smezcan a esta seccion y subseccion respectivamente.

Cepa 54

_P-54 fue determinada en el laboratorio tentativamente como A. campestris, no
scar en el primer nivel de analisis en la base de datos las 5 cepas mas similares a
estas fueron A. diminutivus AY484681, A. maskae AJ88846442, A. arvensis
& romagnesii AJ884640y A. abruptibulbus AY484673, en el segundo nivel de
waivi0 a congregar con cepas provenientes previamente de la base de datos las
.an sido empleadas en estudios por expertos en el género Agaricus y todas
% = seccién Arvenses, por lo que no corresponde la cepa 54 a la especie A.
womo habia sido descrita tentativamente, porque esta especie segun las

= wadicionales pertenece a la seccion Campestres, la cual esta presente en el
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. ¥ en este estudio la cepa 54 se ubico en el grupo I, en el cual est4n las especies se la
Arvenses.

Maller (1950-1952), ubica a A. campestris en la seccién Rubescentes grupo Campestris
que a las otras especies en la seccion Flavecentes grupo Arvensis, Konrad et
11952), ubicaron a 4. campestris en la seccion Campester en el grupo Campestris,
Que las otras especies las ubican en la seccién Arvenses grupo Arvensis , Singer
% ubica en mismo subgénero pero en diferente seccion, a A. campestris en la seccion
¥ las otras especies en cuestion a la secciéon Arvenses.

Wasser (1980), ubica a A. campestris en el subgénero Agaricus, seccion Agaricus y a
@ la seccién Arvenses en el subgénero Flavoagaricus seccién Majores, Capelli
wiwca a A. campestris en la seccién Rubescentes subseccién Campestres grupo
% 2 las ofras especies en la seccion Flavescentes subseccion Arvenses, Heineman
Nemigan (1986) ubican a A. campestris y a las otras especies en diferentes secciones
Arvenses respectivamente.

ser distinguida la especie 4. campestris y las diferentes especies de la seccién
Per varios autores como pertenecientes a diferentes secciones y subsecciones y al no
2ado la cepa 54 con A. campestris en el primer nivel, asi como en el segundo
s, en la cual ademas se introdujeron dos cepas con los numeros de acceso
¥ U85307 de la especie A. campestris, y las cuales nuevamente no se congregaron
4. ¥a que ¢sta se congregd como ya se menciono en el grupo I y las otras 2 cepas
& Campestres y en el grupo IV de acuerdo al corte basandose a nivel seccion,
definitivamente la cepa 54 no es de la especie 4. campestris.

1o se determino que especie es la cepa 54, si se pudo orientar a que seccion
¥ &sia tiene un gran potencial como cepa comestible porque se ha confirmado la
de esta cepa en el laboratorio, asi como también se menciona en la literatura

a todas las especies de la seccion Arvenses.

CP-83
%3 fue determinada tentativamente como 4. osecanus, al igual que la cepa 125,

“epa 125 se congregd en un grupo aparte de la cepa 83.
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Aunque la cepa 83 fue determinada como A. osecanus y esta especie pertenece a la
Arvenses y se ubico en esta misma seccion , no se cuenta en la base de datos con un
@ la secuencia ADN de la seccion ITS de esta especie por lo que no podemos
o confirmar si esta cepa es dicha especie, por lo que se sugiere realizar una
=on morfologica de esta cepa para confirmar la identidad de esta especie, que
=mic sera la misma que la cepa 54 debido a que segtin los resultados de este estudio
‘=pas son a nivel de corte del dendrograma la misma especie.

al6. CP-89

“a cepa 89 A. sp. no ha sido determinada ni confirmada su comestibilidad en el
%, no obstante al comparar su secuencia de ADN en la base de datos en el primer
analisis fue similar a 4 cepas de la base de datos las cuales son: A. romagnesii
A maskae AJB84642, A. arvensis AJ887993 A. diminutivus AY484681 y A.
AY484673, las cuales son especies que se reportan como comestibles con
W de 4. romagnesii la cual ya fue discutida, asimismo en el segundo nivel de analisis
2 este resultado porque se volvi6 a agrupar con especies de la seccion Arvenses, e
%= imtrodujeron mas especies de esta seccion, ademds su cercana distancia genética
s del cepario 54, 83, 128 y 130 las cuales ya ha sido confirmada su comestibilidad
=stra que la cepa 89 pertenece a la seccion Arvenses y que también es comestible,
» la cepa 89 tiene un gran potencial como hongo comestible. Se recomendaria
& Smctificacion en estudios posteriores a la cepa 89 para complementar su

=on a través de sus rasgos morfoldgicos y por otros métodos moleculares.

7. CP-128

= = primer nivel de analisis las cepas mas parecidas a la cepa 128 provenientes de la
s fueron: A. maskae AJ884642, A romagnesii AJ884640, A. arvensis AJ887993 y
s De igual forma en el segundo nivel de analisis la cepa 128 se concentro en el
= Jonde se seleccionaron cepas de la seccion Arvenses confirmando asi que esta

smenece a esta seccion.
@ tanto de acuerdo a estos resultados la cepa 128 que fue determinada

= como A. bitorquis, no pertenece a esta especie, porque A. bitorquis en base en

s tradicionales realizadas por varios autores es ubicada en la seccion
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Rubescentes de acuerdo a Maller (1950), Kithner y Romagnesi (1953) y Capelli (1984), de
acuerdo a Konrad y Maublanc (1952) en la seccion Campestres, de acuerdo a Singer (1975) y
Heinemann (1978) la ubican en la seccion Agaricus, y Wasser (1980) en la seccién
Juploanulatae. Esta seccidn es definitivamente otra diferente a la seccidn Arvenses en donde
¢ ubico la cepa 128.
Aunado a lo anterior y para comprobar que la cepa 128 no es 4. bitorquis en el
szundo nivel de andlisis se afiadieron 2 cepas provenientes de la base de datos, las cuales son
‘a especie A. bitorquis con los numeros de acceso AJ418759 y AY484695, que ademas ya
sido empleadas en diversos estudios moleculares por lo que esta demostrado que si son la
pecie mencionada; estas cepas se congregaron en un grupo diferente a la cepa 128 que se
2o en el grupo I y las otras cepas se congregaron en los grupos IV y en el grupo III de
erdo al corte, por lo que esto también confirma que la cepa 128 no es la especie 4.
quis y es una especie de la seccion Arvenses.

6.2.8. CP-130

En el primer nivel de andlisis cuando se realizo la busqueda en la base de datos de las

cepas mas parecidas a la cepa 130 estas fueron las siguientes A. diminutivus AY484681,
gnesii AJ884640, A. maskae AJ884642, A. arvensis AJ887993 y A. subrutilescens
2973, este resultado coincidié también con el segundo nivel de analisis en donde se
sraron cepas conocidas de la seccion Arvenses.
Oe acuerdo a los resultados obtenidos la cepa 130 no es A. bitorquis, porque A.
= pertenece a otra seccion Agaricus y en el grupo en el que se ubico se congregaron
=5 de la seccion Arvenses. Al igual que la cepa 128 la cepa 130 no es 4. bitorquis, no

se recomendaria revisarla en estudios posteriores para determinarla por métodos
morfologicos.
~k cualquier forma en base al parecido con las otras cepas con las que se congregg, la
- demuestra que goza de un gran potencial porque es similar a especies que son
=s tanto de la base de datos, como del cepario y esta confirmada su comestibilidad,
se pueden llevar acabo para futuro pruebas para realizar entrecruzamientos ya que

en el laboratorio en estudios previos que es tetraésporica.
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6.2.9. Discusion general del grupo I

En el grupo I se ubicaron diversas especies de diferentes subsecciones de la seccion
como: A. diminitivus que es ubicada por Heineman (1977), en la subseccion
al igual que 4. semotus. Por Capelli son ubicadas en la subseccion Minores y en el

tus.

& subrutilescens es ubicado por Kerrigan (1986), al grupo Subrutilescens, 4 augustus
por Heineman (1977) en la subseccion Augusti y por Capelli en el grupo
A macrocarpus es ubicada por Heineman en la subseccion Sylvicolae; A. excellens

por Heineman en la subseccion Arvenses pero por Capelli en el grupo

= sesto de las especies pertenecen a la subsecion Arvenses, no obstante se puede notar

2 subgrupos como se muestra en la figura 10.
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*~ En este dendrograma se aprecia una subdivisién en el grupo I.

pucde notar que A. subrutilescens, A. semotus y A diminitivus quedan agrupadas del
son de diferentes secciones, no obstante 4. augusti, A. macrocarpus y A
gue también son de diferentes subsecciones o grupos de la seccién Arvenses, si
mto con cepas de la subseccidn Arveses, indicando en este estudio que estas
tiene menor distancia genética porque se agruparon en la seccion Arvenses.
en este grupo I no quedaron claras las distancias entre 2 cepas provenientes
& datos, las cuales son: A. arvesis, con numero de acceso AY484690 tomada de
12004 b), y A. arvensis con numero de acceso AJ418744 tomada de Challen y
¥2 que aunque han sido empleadas por expertos en el género Agaricus, estas

estudio y basandonos a nivel de corte a nivel de especie no seria la misma
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por que la cepa AJ418744 A. arvenmsis tiene una menor distancia con la cepa
3 A. fissuratus 'y quedan al mismo nivel de corte como si fuesen la misma especie,
te, si nos guiamos por el corte en el dendrograma tomando como referencia a A.
. entonces estas 3 cepas serian la misma especie, por lo que se recomienda sea
este caso en estudios posteriores.

De igual forma la distancia entre otras cepas de este grupo tampoco quedo clara como
w250 de A. nivescens y A. excellens, asi como las cepas A. semotus y A. diminitivus, las

guedaron también al mismo nivel de especie, por lo que se tendran que aclarar este
en estudios posteriores.

GRUPO 11 SECCION Campestris

== ¢l segundo nivel de anlisis se integraron 2 cepas de la especie A. campestris y una
i A. cupreobrunneus, ambas ya habian sido empleadas en estudios filogenéticos
por: Challen y cols. (2003), Geml y cols. (2004a), Geml y cols. (2004b).

“sias 2 especies pertenecen a la seccion Agaricus, pero Heineman las ubica en la
wm Agaricus y Capelli al grupo Campestres. Asimismo en clasificaciones realizadas
al ADN estas especies se han agrupado en el grupo Agaricus como el trabajo de
11986), quien observo que estas especies constituyen un caldo diferente dentro del

ICUS.

el presente estudio estas cepas también formaron un grupo independiente del resto,
ene este segundo nivel de analisis el grupo II y a nivel de corte basados en seccién
Vi

sste resultado podemos confirman que ninguna de las cepas de estudio es de esta
% Que ninguna se agrupo en este grupo, tal como se habia confirmado en le primer
smalisis, ademds con la inclusién de estas especies debidamente determinadas se

1a cepa 54 no es la especie A. campestris.
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64. GRUPOIII

Para el segundo nivel de andlisis se tomaron especies que en estudios previos
pertenecieron a otros clados diferentes a los ya presentes en el primer nivel de analisis, esto
con ¢l objeto de descartar si alguna de las cepas de estudio se unfa a este grupo III, no
wbstante, ninguna de las cepas de estudio se agrupo aqui.

Para la conformacion de este grupo se introdujo a la especie A. /ilaceps, la cual segun
“2 clasificacion realizada por Heineman (1977), pertenece a la seccién Arvenses, subseccion
gusti, esta especie en un estudio realizado por Kerrigan (1986), se agrupo en el grupo
issicaules. También en este grupo III se incorporo la especie A. fuscovelatus que segin
1gan (1986), pertenece al grupo Sanguinolenti.

Ambas especies se congregaron en el grupo I1I coincidiendo con el trabajo de Geml y
- (2004a) y Gem y cols. (2004b), en donde ambas especies A. lilaceps y A. fuscovelatus se
egan en un clado.
En el segundo nivel de analisis también se introdujo la especie 4. augustus, la cual
Heineman (1977) y Capelli (1984), la ubican tanto en la misma seccién como en la
a subseccion que 4. lilaceps, sin embargo, en el presente estudio A. augustus se agrupo
&l grupo I con especies de la seccion Arvenses, y 4. lilaceps se congreg6 en el grupo III
con A. fuscovelatus.
Basandonos a nivel de corte del dendrograma a nivel de seccion se puede apreciar A.
psy A. fuscovelatus forman el subrupo VI, el cual incluye al grupo II por lo que en el
te trabajo con los indices usados, se ve que hay menor distancia entre estos 2 grupos,

‘0 que se tendra que analizar esta cercania en estudios posteriores.
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6.5. GRUPO IV SECCION Duploannulatae

En el primer nivel de anilisis se integraron la cepa 43 A. bitorquis y 3 cepas mas de
esta especie provenientes de la base de datos (AF432898, AJ884648 y AY484696), ademas
de 2 cepas de 4. bisporus (AJ301619 y AJ301620).

En el segundo nivel de analisis la cepa 43 A. bitorquis se congrego en el grupo IV, la
cual al haberse congregado en el grupo IV Duploannulatae, se corrobora que pertenece a esta
subseccién y que es dicha especie. El que se hayan agrupado estas 2 especies en un mismo
srupo coincide con las agrupaciones clésicas por morfologia, debido a que ambas especies
pertenecen a la misma seccion, por lo que con esta metodologia de ADN ribosomal de esta
seccion ITS si coincide con los arreglos taxonémicos clasicos basados en morfologia, no
wostante, es llamada de diversas maneras dependiendo el autor.

El nombre Duploannulatae fue mencionada por Waser ( 1980), quien se baso en
s morfologicos, asimismo este nombre es retomado por otros investigadores que
jaron con estas especies de esta seccién pero que emplearon caracteristicas moleculares
realizar estudios filogenético, dichos estudios ademés han coincidido con los arreglos
cionales, como el de Geml y cols (2004b), los autores emplearon métodos de maxima
onia y méaxima probabilidad, en dicho estudio 4. bitorquis se congrega junto con otras
ies al clado Duploannulatae y este clado a su vez tuvo subdivisiones, en donde 4.
is €s mas cercano con la especie 4. vaporarios que con A. bisporus y A. subfloccosus y
vez A. devonienses con .A. subperonatus y aparte se agrupa A. cupresicola, aunque en el
te estudio no se emplearon estos métodos, los resultados coinciden con el estudio de
y cols. (2004b), porque al realizare el corte de dendrograma se forma un subgrupo
del grupo 1V, el cual al corte es el grupo III y ahi se congrega A. bitorquis junto con A.
ius 'y en un subgrupo independiente el IV 4. cupresicola, no obstante en el subrupo
congregan A. subfloccosus, A. bisporus, A. subperonatus y A devoniensis 1o cual no
con los subrupos de Geml y cols. 2004 b, porque como ya se menciono el subdivide a
rus con A. subfloccosus y por su parte A. devonienseis con A subperonatus.

Igualmente en otro estudio realizado por Challen y cols., 2003, en donde tnicamente se

con especies de la seccién Duploannulatae y también emplearon el criterio de méxima
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parsimonia, también 4. bitorquis resulto mas cercano a A. vaporarius y A. bisporus con A
subfloccosus y A. devonienses en otro en otro subgrupo aparte.

Por lo anterior los subcortes empleados en el dendrograma de los subgrupos I, IIl y IV
los cuales corresponden al grupo VI coinciden con trabajos anteriores y corroboran que los
cortes estuvieron bien aplicados.

6.5.1 CP-43

En los dendrogramas tanto en el primer nivel de analisis como en el segundo nivel de
:lisis la cepa CP-43 A. bitorquis, no se agrupo con las otras cepas del cepario CP-128 y CP-
. también determinadas tentativamente como A. bitorquis; ya que en el primer nivel de
isis quedaron las cepas 128 y 130 en el grupo Il y la cepa 43 en el grupo 1. En el segundo
de andlisis las cepas 128 y 130 quedaron en el grupo I y la cepa 43 en el grupo IV tanto
1 de corte como a nivel de seccion.

No obstante la cepa CP-43 en el primer nivel de analisis al ser comparada su secuencia
‘2 base de datos EBI fue un 99% parecida genéticamente con A. bisporus AJ301620, no asi
41301619 también de A. bisporus la cual fue similar un 98%, al igual que con las otras 3
de la especie A. bitorquis con el nimero de acceso AF432898, AJ884648 y AY484696,
%ee singular, puesto que en la base de datos existen otros 15 registros de otras cepas de 4.
de esta misma region ITS del ADNr y sin embargo, solamente 3 cepas de 4.
resultaran similares a la cepa 43 y 2 cepas de A. bisporus, aunque esta sea de la
seccion por lo que tendrd que ser analizado en estudios posteriores porque de
este resultado este parecido tiene una gran aportacion para fines reproductivos,
s¢ han realizado intentos de formar hibridos entre las especies de A. bisporus y A.
para obtener la caracteristica que posee A. bitorquis de fructificar a mayor
que A. bisporus y asi poder sembrarlas en lugares de climas calidos y tropicales,
20 han sido escasos los hibridos exitosos que se han obtenido por métodos de
iento clasico y aun son pocos los hibridos exitosos por el método de fusion de

entre estas especies.
lo que este parecido que se pudo observar entre estas cepas podria dar pie a futuras

para la formacion de estos hibridos especificamente entre estas cepas.
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En el segundo nivel de anélisis cuando se agregaron cepas de la especie 4. bitorquis y
cepas de 4. bisporus que ya habian sido empleadas en estudios por expertos en el género
Agaricus, entonces la cepa 43 si se ubicé a nivel de corte de especie junto con otra cepa de A.
butorquis con nimero de acceso AJ418759 y un poco mas distante a la otra cepa de A.
Suorquis AY484695, pero definitivamente mas distantes y en grupo diferente a nivel de corte
22l dendrograma a las cepas de la especie 4. bisporus, ya que estas se agruparon en el grupo II
¥ las cepas de la especie A. bitorquis en el grupo IV,

A nivel de grupo Duploannulatae tanto A. bisporus como A. bitorquis si se agruparon

=0 el grupo IV, siendo este conformado por especies de esta seccion, por lo que se corrobora la
inacion de la cepa 43 como A. bitorquis.

6.6. GRUPOV

Se anexo al segundo nivel de analisis la especie A. gennadii, 1a cual en un estudio
0 por Geml y cols. (2004b), conformo un clado diferente, esta especie en el presente
0 Unicamente formo un grupo, el V y tomando de referencia el corte del dendrograma el

VL Ninguna de las cepas de estudio del cepario se anexo a este grupo V. o subgrupo

4. gennadii segin las clasificaciones tradicionales como la de Heineman (1977),
a la secion Agaricus subseccion Bitorquis y segiin Capelli (1984), pertenece a la
Bitorques grupo Gennadii, no obstante en este estudio no se congrego con especies de
s=ocion, las cuales estuvieron incluidas en este segundo nivel de analisis representadas

“as especies A. bitorquis y A. bisporus y A. devonienses, este resultado coincide con el
realizado por Geml y cols, (2004b).
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6.7 GRUPO VI SECCION Xanthodermatei

El primer nivel de analisis coincidi6 con el segundo nivel de analisis, porque también
se concentraron las cepas 123, 138 y 237 muy proximas a especies de esta secciéon
Xanthodermatei, no obstante, la excepcion como ya se menciono fue la especie 4. pocillator
proveniente del base de datos del primer nivel de anélisis. En el segundo nivel de anélisis estas
ires cepas la 123, 138 y 237 se ubicaron en el grupo VI y en el grupo V de acuerdo al corte
tomando de referencia la seccion, la cual la conforman cepas de la seccién Xanthodermatei
por lo que se confirma que estas cepas son pertenecen a esta seccion. De igual forma el
primer nivel de andlisis coincide con el segundo en que las cepas 123 y 128 son la misma
sspecie, ya que con el segundo nivel de analisis se puede corroborar este resultado porque a
sivel de corte del dendrograma quedaron en el mismo nivel de especie, ademés la cepa 123 es
sroveniente de la ciudad de Puebla y la cepa 138 de una localidad cercana a Puebla y quiza
scan diferentes poblaciones, por lo que en estudios posteriores se tendran que realizar pruebas
“on otros métodos moleculares para confirmarlo..

La cepa 237 al realizar el corte del dendrograma se puede observar que posiblemente
‘2 misma especie que 4. tolloacanensis, ya que en el mismo grupo VI hay 2 cepas de la
de datos A. xanthodermus las cuales si las tomamos como referencia al nivel de corte se
observar que son la misma especie, por lo que se puede observar que quedan al mismo
que la cepa 237 y la cepa con nimero de acceso AY703912 A. tolloacanensis, por lo que
» probablemente sea la misma especie estas 2 cepas.

Dada su cercania con la cepa 237 y AY703912 A. tolloacanensis es probable que sea
mueva especie, ya que comparando la distancia con estas cepas anteriores es probable
sea una especie nueva o al menos una especie no registrada en la base de datos aun,
A. tolloacanensis es una especie practicamente recién descrita y las cepas 123 y 138
poca distancia con esta especie y no con otras cepas al menos de la base de datos, por
s deberdn de realizarse estudio morfolégicos y moleculares para corroborar esto.

Otras dos especies provenientes de la base de datos se agruparon en el grupo VI, las
fueron A. californicus con 2 cepas A. xanthodermulus, no obstante una cepa de A.

tuvo menor distancia con la cepa de 4. xanthodermulus que con la otra cepa de A.
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californicus. Por lo que se tendra que revisar este resultado en estudios posteriores para

corroborar por métodos morfoldgicos la identidad de estas tres cepas

6.7.1 CP-123

La cepa 123 fue determinada tentativamente como A. subrufescens, pero en el primer
nivel de analisis también hubo otra cepa de esta especie proveniente de la base de datos, la
cepa AY818660, las cuales tuvieron quedaron en un grupos totalmente alejados, ya que la
cepa 43 quedo en el grupo I y A. subrufescens en el grupo 11, ademas esta cepa AY818660 no
fue de las 5 especies mas parecidas en la base de datos a la cepa 123, ya que la cepa 123 fue
similar con otras cepas provenientes de la base de datos las cuales fueron: 4. moelleri
AY899264 y AY899263, A. xanthodermus AY484689, A. tolloacanensis AY703913 y
AY703912, por lo que la determinacién previa de esta cepa como A. subrufescens no
corresponde al grupo al cual resulto similar, e incluso las clasificaciones tradicionales las
sgrupan en la seccion Flavescentes pero en diferentes subsecciones la Arvenses y la seccién
Xantodermatei respectivamente.

En el segundo nivel de analisis se corrobora este resultado anterior, ya que la cepa 123
%= ubico en el grupo VI y en el Grupo V de acuerdo al corte, en este grupo se introdujeron
=species de la seccion Xanthodermatei, asimismo se introdujo una cepa proveniente de la base
& datos con el numero de acceso AY484674, la cual es la especie A. subrufescens, y esta
“uedo ubicada en el grupo I, por lo que definitivamente no es la identidad de la cepa 123 4.

escens ya que esta especie es de otra seccion, la seccion Arvenses.

6.7.2 CP-138

La cepa 138 fue determinada como A. abruptibulbus, en el primer nivel de andlisis se
0 otra cepa de la base de datos perteneciente a esta misma especie, la cual tiene el
0 de acceso AY484673, no obstante, en la busqueda de las 5 especies mas similares
icamente a la cepa 138 la cepa anterior no fue de las 5 més parecidas genéticamente,
s esta cepa de la base de datos se ubicé con mucha distancia genética cuando se aplico
mctodo de NEIGHBOR JOINING, de igual forma en el segundo nivel de analisis se volvié

r esta cepa proveniente de la base datos y esta se ubico en el grupo I y la cepa 138 en
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el grupo VI y en el grupo V de acuerdo con el corte del dendograma a nivel de seccion por lo
que podemos confirmar que la cepa 138 no es la especie 4. abruptibulbus.

En el primer nivel de analisis las 5 especies mas similares con la cepa 138, obtenidas
de la base de datos fueron las siguientes: A. moelleri, AY899264 y AY899263, A.
xanthodermus, AY484689 y A. tolloacanensis AY703913 y AY703912, por lo que la cepa
130 pertenece a esta seccion, por ello se debera llevar a fructificar para corroborar su identidad
con métodos clasicos y moleculares, ya que esta cepa ya habia sido confirmada su
comestibilidad en el laboratorio y se agrupa en una seccién que es considerada toxica.

6.7.3 CP-237

La cepa 237 no habia sido determinada en el laboratorio por métodos clasicos
morfolégicos, ni confirmada su comestibilidad, pero cuando fue comparada su secuencia de
ADN en la base de datos en el primer nivel de analisis, esta fue similar a especies de la
seccidon Xanthodermatei como A. moelleri, A. pocillator , no obstante, fue mas similar a la
especie 4. tollocanensis de las cuales fueron 2 cepas provenientes de la base de datos con los
numeros de accesos AY703913 y AY703912.

En el segundo nivel de andlisis también se introdujo la cepa AY703912 A.
tolloacanensis 'y de igual forma la cepa 237 se agrupo con esta a nivel de especie en el
corte del dendograma por lo que es muy probable que sea esta especie la cepa 237, por lo
tanto se recomendaria aplicarles otros métodos moleculares, asi como llevar a fructificacion el
micelio de esta cepa para asi observar sus rasgos morfoldgicos y complementar con esto su
determinacion,

La especie 4. tolloacanensis ha sido reportada por Callac y Mata (2004), en México no
wbstante, todavia no se ha publicado este estudio por lo que se desconoce la ubicacién
grafica de esta especie, pero la cepa 237 al provenir de Puebla posiblemente sea alguna

lacion de esta especie, esta especie forma parte de la seccion Xantodermatei.
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7 CONCLUSIONES

En este estudio se analiz6 la secuencia de la region ITS del ADNr de cepas nativas
mexicanas y se pudo determinar la distancia genética entre las cepas de estudio, asi como la
existente con otras cepas de la base de datos internacional y con otras cepas previamente
seleccionadas que ya habian sido empleadas en diversos estudios del género Agaricus.

Las cepas que habian sido identificadas tentativamente con base en la morfologia, en
algunos de los casos nos ayudé a corroborar su identidad como es el caso de la cepa 43 A.
bitorquis y en otros nos guié a la seccion y subseccién o grupo a que pertenecen dentro del
genero Agaricus, como fueron las cepas como las CP-83, CP-89, de i gual forma con otras cepa
este estudio nos ayudo a modificar su determinacién previa y nos oriento al grupo que
pertenecen, como es el caso de la CP-138, CP-130, CP-128, CP-123, CP-54 ya que con el
segundo nivel de andlisis se introdujeron especies las cuales ya habian sido empleadas para la
realizacion de analisis moleculares filogenéticos y las cuales formaron clados, integrandose

‘s cepas de estudio a los grupos correspondientes.

Con base en los resultados obtenidos también se pudo comprobar en varios de los casos
wue coincide y refuerza las clasificaciones tradicionales como fue con A. bisporus y A.
quis, en otros casos no coincide con los arreglos cldsicos como fue el caso del A.
gnesii y A. pocillator y como es el caso del segundo nivel de andlisis de 4. gennadii, y A.
“eps. De igual forma no coincide con los arreglos tradicionales por morfologia la cercania
‘2 seccion Rubescentes con especies del grupo Xanthodermatei, no obstante, coincidié
sstudios posteriores que han empleado la region ITS como fue la cercania que mostro la
Duploanulati con la seccion Xanthodermatei, por lo que se tendran que revisar en
posteriores para conocer més acerca de esto. Asimismo el presente trabajo coincide
otros estudios moleculares que han empleado la regién ITS en cuanto a la formacién de
aunque las metodologias empleadas hayan sido diferentes.
En el segundo nivel de andlisis se pudo corroborar que posiblemente se cuente con
registros de especies como es el caso de 2 cepas las cuales al parecer son la misma

las cuales son las cepas 123 y 138, porque estas dos cepas no resultaron cercanas con

71




ninguna de las otras cepas que fueron introducidas de la seccion Xanthodermatei, pero
tuvieron una distancia corta con respecto a la cepa 237, la cual resultd la misma especie que
A. tolloacansis, la cual es un registro reciente, por lo que probablemente estas cepas sean una
nueva especie.

De igual forma las cepas 54, 83, 89, 128 y 130, no tuvieron una distancia corta con
ninguna de las cepas seleccionadas de la base de datos, por lo que se tendran que revisar
nuevamente mediante rasgos morfolégicos para corroborar que no son especies ya descritas
Pero que no estaban presentes sus secuencias en la base de datos , de corroborase lo anterior
cabria la posibilidad que fueran 4 nuevas especies, ya que son 5 cepas de las cuales 2 de
ellas la 54 y la 83, por los resultados obtenidos al parecer son la misma especie.

Al conocer y disponer ya de las secuencias de ADN ribosomal de las cepas del
cepario, estas pueden ser puestas a disposicion en las bases de datos para utilizarlas en
estudios similares y en otro tipo de estudios como sistematicos, filigeneticos y evolutivos.

El conocimiento de esta region ITS del ADN de estos hongos silvestres de México nos
proporciond nuevas opciones para futuros programas de mejoras genéticas del género
“garicus, esto tiene un gran potencial porque podrian ser nuevas propuestas a futuro para
==pas comerciales, dado que en el pais se tiene una buena aceptacion por el consumo de
=species silvestres de género Agaricus, asi como para futuros entrecruzamientos con las cepas
% las que resultaron similares de la base de datos y principalmente para mejoramiento de A.
Sesporus.

Con la informacién obtenida se puede sugerir la formacion de hibridos por métodos
“wiasicos, analizando el primeramente el patron de sexualidad de la especie, ya que es corta la
“Ssiancia que mostraron algunas cepas, en el caso de las cepas menos parecidas se propone la

“on de protoplastos ya que algunas de ellas tienen algunas caracteristicas deseables y que
quisiera introducir para futuras mejoras genéticas,
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8. PERSPECTIVAS

El parecido que demostré tener la cepa 43 A. bitorquis con 2 cepas de A. bisporus en
el primer nivel de analisis tiene una gran aportacion para fines reproductivos, porque se han
realizado intensos esfuerzos para formar hibridos entre las especies, sin embargo han sido
escasos los hibridos exitosos entre estas especies. Por lo que estos resultados dan pie a futuras
investigaciones con otras regiones del ADN y otros métodos moleculares empleando diversos
modelos de sustitucion de nucledtidos y otros métodos de agrupamiento, porque de
confirmarse con otros métodos se podrian realizar pruebas para la formacion de estos hibridos
especificamente entre estas cepas.

La cepa 125 tiene mucho potencial, ya que no solo puede ser cultivada como alimento.
De comprobarse en estudios posteriores si posee ademas las propiedades medicinales que le
atribuyen al conjunto de especies a las que probablemente pertenece, podria promoverse
como un hongo funcional.

Dado el parecido genético entre las cepas 54, 83, 89, 128 y 130, también se
propondrian para llevar a cabo un programa de mejoramiento entre ellas con la cepa 125, a la
que también fueron similares, para asi obtener cepas comestibles y, de comprobarse las
propiedades de la cepa 125, también medicinales.

Se recomienda la revision de las cepas 128 y 130 por métodos clasicos morfologicos
para corroborar su identidad, aunque es muy probable que de acuerdo con los resultados
sbtenidos en este estudio ambas especies pertenezcan a la seccion Arvenses. De confirmarse
aue correspondiesen a A. bitorquis, como fueron descritas tentativamente, entonces es
srobable que el aislamiento geografico juegue un papel determinante por que la cepa 43
sroviene de Tailandia y las cepas 128 y 130 son de México Puebla.

En el grupo 1 del primer nivel de analisis, se congregaron las cepas 43, 123, 138 y 237
sunque se dispone en el laboratorio de ellas, obviamente no se recomendaria la formacion de
“whndos entre ellas debido a que la cepa 123, 138 y 237 pertenecen al grupo Xantodermatei y
ende es posible la toxicidad de estas cepas, solo se propondria la formacion de hibridos

la cepa 43 y con las cepas a las que resulto parecidas provenientes de la base de datos.
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Se recomiendan andlisis adicionales de otras regiones del ADN tanto nuclear como

mitocondrial, asi como el empleo de otros métodos de analisis filogenéticos y otros programas

para comparar y complementar el estudio del género Agaricus.

74




9. Referencias

Alexopoulos, C. J., C. M. Mims. 1979. Introductory mycology. John Wiley y Sons. Inc. Pp
632.

Anderson, B. J., D. M. Petsche, F. B. Herr, P. A. Horgen. 1984. Breeding relationships among
several species of Agaricus. Can. J. Bot. 62: 1884-1889.

Bandala V. M. y L. Montoya.1993. Nuevos registros de hongos del Estado de Veracruz, V.
Nuevos Aphyllophorales y Agaricales. Rev. Mex. Mic. 9:85-118.

Bas, C. 1991. A short introduction to the ecology, taxonomy and nomenclature of the genus
Agaricus. In Genetics and breeding of Agaricus. Van Griensven (ed.) editorial
Pudoc Wageningen.

Bryce, K. 2001. Fungi and the history of mycology. Encyclopedia of life science. Nature
publishing group.

Calonge, F. D., 1993. Hongos medicinales. Bol. Soc. Micol. Madrid 18: 179-188.

Calvo-Bado, L., M. P. Challen, T. J. Elliott. 2000a. Breeding biology and species relationships
in the genus, Agaricus. Mushroom Science 15:311-316.

Calvo-Bado, L., R. Noble, M. Challen, A. Dobrovin-Pennington, and T. Elliot. 2000b.
Sexuality and Genetic identity in the Agaricus section Arvenses. Applied and
Environmental Microbiology. Vol. 66 (2); 728-734.

Callac, P., G. Mata. 2004. Agaricus tollocanensis a new species of the class Xanthodermatei
found in Mexico. In press

Callac, P., J. Guinberteau. 2005. Morphological and molecular characterization of two novel
species of Agaricus section Xanthodermati. Mycologia 92 (2): 416-424.

Callac, P., J. Guinberteau, M. P. Challen, L. A. Parra. 2005. Agaricus section Xanthodermatei:

a phylogenetic reconstruction with commentary on taxa. Aycologia, 97 (6):
1292-1315.

Cappelli, A. 1984. Agaricus. Biella Giovanna. Saronno. pp 537.

Carlile, M. J., S. Watkinson. 1996. The fungi. (ed.) Academic press. pp.482

Challen, M. P, A. J. Moore y D. Martinez—Carrera. 1995. Facile extraction and purification of
filamentous fungal DNA. Bio Techniques 18: 975-978.

75




Challen, M. P., R. W. Kerrigan, P. Callac. 2003. A phylogenetic reconstruction and
emendation of Agaricus section Duploannulatae. Mycologia 95 (1) 61-73.

Chang, 1999. World production of cultivated edible and medicinal mushrooms in 1997 with
emphasis on Lentinus edodes (Berk). Sing in China. Int. J. Med 1: 291-300.

Didukh, M. Y., R. Vilgays, R. Wasser, S. P. Isikhuemhen, O. S. Nevo. 2005. Notes on
Agaricus section Dulpoannulati using molecular and morphological data.
Mycological Research 109:729-740.

Edel V. 1998. Polimerase chain reaction in mycology: an overview. Applications of PCR in
Mycology. Ed. P.D. Bridge. CAB INTERNACIONAL.

Evered, C. E., R. Noble, C. M. Clay. R. Li. 2000. Observation and measurement of spores of
different Agaricus species in a scanning electron microscope. Science and
cultivation of edible fungi. Ed .Van Griensven. Balkema Rotterdam.

=lliot, T. J. 1978. Comparative sexuality in Agaricus species. Journal of general Microbiology
107: 113-122.

“liot, T. J. 1985. The genetics and Breeding of species of Agaricus. En: The biology and
technology of the cultivated mushroom. Flegg, P.B., D. A. Spencer, P. A. Wood
(eds.). John Wiley y Sons Ltd. pp. 111-129.

-Torres, A. 1989. La etnomicologia: Avances, problemas y perspectivas. Examen
predoctoral. Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, LP.N., México D.F.

he. G. 1991. A personal view on mushroom breeding from 1957-1991. In Genetics and

breeding of Agaricus. Van Griensven (ed.) editor Pudoc Wageningen.

he, G, A. S. M. Sonnenberg. 1988. Mushroom strains. In The cultivation of mushrooms.
(E.D.) Van Griersven. Cap 5. pp. 101 - 121.

» M, D. Bruns. 1999. ITS primers with enhanced specificity for basidiomycetes —
application to the identification pf mycorrhiza and rusts. Molecular Ecology (2),
113-118.

M., White, T.J., Fortin, J. A., Bruns, T. D., And Taylor, J. W. 1991. Identification of
indigenous and introduced symbiotic fungi in ectomycorrhizae by amplification

of nuclear and mitochondrial ribosomal DNA. Can. J. Bot. 69:180-190.

76




Geml, J., D. M. Geiser, D. J. Royse. 2004a. Molecular phylogeny of Agaricus species. Science
and cultivation of edible and medicinal fungi. (eds) Rinker y Royse pp. 165-173.
Geml, J., D. M. Geiser, D. J. Royse. 2004. Molecular evolution of Agaricus species base don
ITS and LSU rDNA sequences. Mycological Progres 3 (2):157-176.
Gonzdlez, D. 1998. Marcadores moleculares para los estudios comparativos de la variacion en
ecologia y sistemdtica. Revista Mexicana de Micologia 14: 1-21.
Gutiérrez. R. J., J. Cifuentes. 1990. Contribucién al conocimiento del género Agaricus
subgénero Agaricus en México. Revista Mexicana de Micologia 6: 151-177.
Gutiérrez, R. J. 1990. Contribucion del género Agaricus subgénero agaricus, del estado de
Guerrero México. Universidad Nacional Auténoma de México. Facultad de
Ciencias. México DF.
“ammond, P.M. 1992. Species inventory. /n: G. Groombridge (ed) Global Biodiversity. Status
of the earths living resources. Chapman and Hall, Londres, pp. 17-39.
Sorton, T. R. 2002. Molecular approaches to ectomycorrhizal diversity studies: variation in
ITS at a local scale. Plant and soil 244: 29-39.
igan, R. W. 2000. A brief history of marker assisted selection in Agaricus bisporus.
Science and cultivation of Edible Fungi. Van Griensver (ed.) Balkema
Rotterdam.

rigan, R. W. 2004. Trait diversity in wild Agaricus bisporus. Science and cultivation of

edible and medicinal fungi. Romaine, Keil, Rinker y Royse.

igan, R. W, P. Callac, J. Guintenbergteau, M. P. Challen, L.A. Parra 2005. Agaricus

subrufescens, a cultivated edible and medicinal mushroom, and its synonyms.
Mycologia, 97 (1): 12-24.

gan, R. W. 2005. Agaricus section Xanthodermatei: a phylogenetic recostruction with
commentary on taxa. Mycologia 97(6): 1292-1315.

R. S., L. Morgan, E. Becker, M. Wach. 1991. Use of the polymerase chain reaction
(PCR) in Agaricus bisporus brending programs. Genetics and Breeding of
Agaricus. Pudoc: Wageningen.

R.S., M. P. Wach, P. A .Horgen. 1995. Molecular strategies for Agaricus breeding. En:

Kuck(Ed.). The Mycota II. Spriger Verlag, Berlin.

77




Lincoff, G. H., A. A. Knopf, C. Nehring, 1989. The Audubon Society Field Guide to North
American Mushrooms. Chanticleer Press Edition.

Martinez-Carrera, D. 2002. Current development of mushroom biotechnology in Latin

America. Micologia Aplicada International 14 (2): 61-74.

Martinez-Carrera, D., M. Sobal and M. Bonilla. 1997, Germoplasm preservation and genetic
improvement of wild Agaricus species in México. Micol. Neotrop. Apl. 10:21-31.

Martinez-Carrera, D., M. Bonilla, M. Sobal, A. Aguilar, W. Martinez and Larque —Saavedra.
1999. A Culture collection of edible mushrooms and ITS significance for
germoplasm preservation, breeding, and the development of mushroom
cultivation in Mexico. Micol. Neotrop. Apl. 4:75-81.

Martinez-Carrera, D., M. Bonilla, W. Martinez, M. Sobal, A. Aguilar, and E. Pellicer-
Gonzélez. 2001. Characterisation and cultivation of wild 4garicus species from
México. Micologia Aplicada International 13 (1):9-24,

Martinez-Carrera, D., M. Sobal, P. Morales, W. Martinez, M. Martinez, Y. Mayett. 2004. Los
hongos comestibles, propiedades nutricionales, medicinales y su contribucién a la

alimentacién mexicana. El shiitake. Colegio de Posgraduados Campus Puebla,

Martinez-Carrera D., P. Morales, M. Sobal, M. Bonilla, W. Martinez. 2006. México ante la

globalizacion en el siglo XXI: El sistema de produccién consumo de los hongos

comestibles /n: El cultivo de Pleurotus en México. ECOSUR- IE- UNAM-
COLPOS, México D. F.

Mitchell, A. D., A. Bresinsky. 1999 Phylogenetic relationships of Agaricus especies based on
ITS-2 and 28S ribosomal DNA sequences. Mycologia 91 (5); 811-819.
Moore, A. J., M. P, Challen, P. J. Warner, T. J. Elliot. 2001, RAPD discrimination of

Agaricus bisporus mushroom cultivars, Appl. Microbiol. Biotechnol 55: 742-
749.

Moore-Landecker, E. 1990. Fundamental of the fungi. Prentice Hall.
Moreno-Fuentes, A., E. Aguirre-Acosta, M. Villegas, J. Cifuentes.1994. Estudio fungistico de

lols macromicetos en el Municipio de Bocoyna, Chihuahua, México. Re. Mex.
Mic: 10:63-76.

%1, S., S. Kumar. 2000. Molecular evolution and phylogenetics. Oxford.

78




Oei. P. 2003. Mushroom cultivation. Appropriate technology for mushroom growers.
Backhuys publishers, Leiden Netherlands. pp.429.

Perez-Silva, E., M. Esqueda, T. Herrera, M. Coronado. 2006, New records of Agaricales from
Sonora, México. Rev. Mex. Biodiv. Vol. 7, no. 1.

Saituo N. M., Nei M. 1987. The neighbor-joining method: a new method for reconstructing
phylogenetics trees. Mol. Biol. Evol. 4: 406-425.

Schiibler A., D. Schwarzott, C. Walker, 2001. A new fungal phylum, the Glomeromycota:
phylogeny and evolution. Mycol. Res, 105 (12): 1413-1421.

Singer R. 1986. The Agaricales in modern taxonomy. Koeltz scientific books. Germany.

Smith, J. F,, M. E. Love. 1991. Identification of environmental requirements for the
commercial culture of a tropical Agaricus strain. Science and cultivation of
edible fungi. Maher (ed.) Balkema Rotterdam.

Solomon, E. P, L. Berg, D.W. Martin. 2001. Biologia. Mc Graw Hill.

Sonnenberg, A. S. M., P. W. J. de Groot, P. J. Schaap, J. ].P. Baars, J. Visser, and L. J. L..
1996. Isolation of expressed sequence tags of Agaricus bisporus and their
assignment to chromosomes. Appl. Environ. Microbiol, 62: 4542-4547.

Sonnenberg A. S. M. 2000. Genetics and breeding of Agaricus bisporus. Science and
cultivation of edible fungi. (ed.) Van Griensven. Balkema Roétterdam.

Stamets, P., J. S. Chilton. 1983. The mushroom cultivator a practical guide to growing
mushrooms. (ed.) Agarikon

Stamets, P. 2000. Growing gourmet and medicinal mushrooms. Third edition. Berkeley
California.

Stoop, J. M. H., H. Mooibroek. 1999. Advances in genetic analysis and biotechnology of the
cultivated button mushroom, Agaricus bisporus. Appl. Microbiol. Biotechnol. 52:
474-487.

Villareal, L. y J. Pérez-Moreno,. 1989. Los hongos comestibles silvestres de México, un
enfoque integral. Micol. Neotrop. Apl., 2: 77-114.

Wessels, J. G. H. 2001. Fungal physiology. Encyclopedia of life science. Nature publishing
group.

79




Wha C. K. 2004 Mushroom Growing for a Living worldwide. Mushroom project in
Swaziland. Chapter 2 Mushroom Growers Handbook.

Whiteford, J. R., C. F. Thurston. 2000. 7he molecular genetics of cultivated mushrooms.
Advances in microbial physiology. 42:1-23.

Whittaker, R. H.1969. New concepts of kingdoms of organism. Science 163:150-161.
White, T. J., T. Bruns, S. Lee, J. Taylor. 1990. Amplification and direct sequencing of fungal
ribosomal RNA genes for phylogenetics. /r: Innis M. A., D. H. Coelfand, J. J.

Sninsky, T. J. White. PCR protocol. 4 Guide to methods and aplications.
Academi press. Inc.

80




10. P4ginas de Internet consultadas
www.ebi.ac.uk
www.expobrazil.com/sp/categorias.php?catld=70ycatdesc=Agaricus%20ycatUp=66
www.ilmyco.gen.chicago.il.us/. Taxa /Agariplaco6.html

www. Indexfungorum.org/Names/Names.asp
www.indexfungorum.org/Names/Namesrecord.asp?RecordID=254947
www-mcnair. Berkeley.edu/98journal/dsantillano

www. Mykoweb.com/CAF/species/Agaricus_diminutivus,html.
www.mushroomexpert.com/agaricus_placomyces.html
www.mushroomexpert.com./agaricus_subrufescens.html
www.mushroomexpert.com./agaricus_subrufescens.html.

www.valdorba.or/micovaldorba2/setas/agaricus_arvensis_champifion_bolade

nieve larriuso.html

81




11. ANEXOS

ANEXO 1
SOLUCIONES Y COMPONENTES DE LOS DIFERENTES BUFFER EMPLEADOS

Extraccion de ADN
Buffer A: KCL 1M, EDTA 0.5M, 20%, Triton X-100 (Bio-Rad), agua destilada estéril.

Buffer QTB (buffer de equilibrio): 750mM NaCl, SOmN NOPS, Ph 7.0, 15% isopropanol, 0.15 y Triton X-100
(Bio-Rad) .

Buffer QC (buffer de lavado): 1.0M NaCl, 50mM MOPS, ph 7.0, 15 % isopropanol.
Buffer QF: 1.25 MNacl, SOmM tris-Cl, ph 8.5, 15% isopropanol.

TE Buffer. 10mM Tris-Cl ph 8.0 (fluka), ImM EDTA.

Cuantificacién de ADN (electroforesis)
X TAE Buffer : Tris 0.04M, Acido acético 0.02 M, EDTA (Bio-Rad), disodio 0.001M,
= Loading Buffer Dye: 0.09% bromofenol azul, 0.09% xyleno cyanol FF, 60y Glycerol.

.« TE Buffer: 1mm Tris-Cl, ph 8,0; 1.Im M EDTA
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PCR mastermix : deoxynucleotidos trifosfatos (d ATP, d CTP, d GTP, dTTP) Tag DNA
polimerasa, PCR agua, PCR buffer (500mM KCL, 100mM tris-HCL-ph 8.4 at 20 grados
centigrados, 15mM MgCl, Img/ml gelatin)

PCR Purificacion

Buffer PB: buffer péptido con guanidina hidroclorada e isopropanol.

Buffer PE: Qiagen derechos reservados de los componentes.
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ANEXO 2

Cromatogramas de las 10 cepas de estudio.
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ANEXO 3
COMPARACION DE CEPAS DEL CP. Y CEPAS DE LA BASE DATOS
cepa 43

£i/16943643|emb|AJ301620.1/ABI301620 Agaricus bisporus 18S rRNA gene
(partial), 5.8S rRNA gene, 28S

rRNA gene (partial), ITS 1 and ITS 2, isolate B3
Length=677

Score = 1114 bits (562), Expect = 0.0

Identities = 577/582 (99%), Gaps = 0/582 (0%
Strand=Plus/Plus

8i[23394892|gb|AF432898.1| Agaricus bitorquis strain RWK 1462 188
ribosomal RNA gene, partial

sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence;

and 258 ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=708

Score = 1106 bits (558), Expect =0.0

Identities = 576/582 (98%), Gaps = 0/582 (0%)
Strand=Plus/Plus

2i/16943642|emb|AJ301619.1|ABI301619 Agaricus bisporus 188 rRNA gene
(partial), 5.8S rRNA gene, 28S

"RNA gene (partial), ITS 1 and ITS 2, isolate Al
Length=677

Score = 1106 bits (558), Expect = 0.0

Identities = 576/582 (98%), Gaps = 0/582 (0%)
Strand=Plus/Plus




8i[66862759|emb|AJ884648.1| Agaricus bitorquis ITS1, 5.8S rRNA gene
and ITS2, specimen voucher

HAT herbarium 0261
Length=689

Score = 1106 bits (558), Expect = 0.0
Identities = 576/582 (98%), Gaps = 0/582 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gil45443788|gb|AY484696.1| Agaricus bitorquis strain BO1 internal
transcribed spacer 1,

partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal

RNA gene, partial sequence

Length=1258

Score = 1098 bits (554), Expect = 0.0
Identities = 575/582 (98%), Gaps = 0/582 (0%)
Strand=Plus/Plus

cepa 54

8i|66862751|emb|AJ884640.1| Agaricus romagnesii ITS1, 5.8 rRNA gene
and ITS2, strain 791

Length=695

Score = 837 bits (422), Expect=0.0
Identities = 542/580 (93%), Gaps = 2/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

8i|66862753|emb|AJ884642.1| Agaricus maskae ITS1, 5.8S rRNA gene and
ITS2, strain 816
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Length=693

Score = 829 bits (418), Expect=0.0
Identities = 541/580 (93%), Gaps = 2/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|66862770|emb|AJ887993,1| Agaricus arvensis ITS1, 5.8S rRNA gene
and ITS2, strain 15
Length=694

Score = 827 bits (417), Expect=0.0
Identities = 540/579 (93%), Gaps = 2/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

gil45443765|gb|AY484673.1| Agaricus abruptibulbus strain WC771
internal transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=1280

Score = 807 bits (407), Expect=0.0
Identities = 538/580 (92%), Gaps = 2/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

2i|45443773|gb|AY484681.1| Agaricus diminutivus strain WC912 internal
transcribed spacer

1, partial sequence; 5,88 ribosomal RNA gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal

RNA gene, partial sequence

Length=1291
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Score = 856 bits (432), Expect=0.0
Identities = 541/576 (93%), Gaps = 2/576 (0%)
Strand=Plus/Plus

cepa 83

8i|66862751jemb|AJ884640.1| Agaricus romagnesii ITS1, 5.8S rRNA gene
and ITS2, strain 791

Length=695

Score = 789 bits (398), Expect=10.0
Identities = 507/541 (93%), Gaps = 2/541 (0%)
Strand=Plus/Plus

gil66862753(emb|AJ884642.1| Agaricus maskae ITS1, 5.8S rRNA gene and
ITS2, strain 816

Length=693

Score = 781 bits (394), Expect =0.0
Identities = 506/541 (93%), Gaps = 2/541 (0%)
Strand=Plus/Plus

8il66862770|emb|AJ887993. 1 Agaricus arvensis ITS1, 5.85 rRNA gene and
ITS2, strain 15

Length=694
Score = 781 bits (394), Expect =0.0

Identities = 506/541 (93%), Gaps = 2/541 (0%)
Strand=Plus/Plus
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8i[45443765|gb|AY484673.1| Agaricus abruptibulbus strain WC771
internal transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=1280

Score = 759 bits (383), Expect=10.0
Identities = 503/541 (92%), Gaps = 2/541 (0%)
Strand=Phus/Plus

>gil45443773|gb|AY484681.1| Agaricus diminutivus strain WC912 internal
transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal

RNA gene, partial sequence

Length=1291

Score = 809 bits (408), Expect =0.0
Identities = 506/537 (94%), Gaps = 2/537 (0%)
Strand=Plus/Plus

cepa 89

>gi|45443765|gb|AY484673.1| Agaricus abruptibulbus strain WC771
internal transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit

ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=1280
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Score = 827 bits (417), Expect=0.0
Identities = 541/580 (93%), Gaps = 2/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|66862751|emb|AJ884640.1| Agaricus romagnesii ITS1, 5.8S rRNA gene
and ITS2, strain 791
Length=695

Score = 856 bits (432), Expect=0.0
Identities = 545/580 (93%), Gaps = 2/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|66862753|emb|AJ884642.1| Agaricus maskae ITS1, 5.85 rRNA gene and
ITS2, strain 816
Length=693

Score = 848 bits (428), Expect=0.0
Identities = 544/580 (93%), Gaps = 2/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|66862770|emb|AJ887993.1| Agaricus arvensis ITS1, 5.8S rRNA gene
and ITS2, strain 15
Length=694

Score = 846 bits (427), Expect=0.0
Identities = 543/579 (93%), Gaps = 2/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gil45443773|gb|AY484681.1| Agaricus diminutivus strain WC912 internal
transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed
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spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence
Length=1291

Score = 876 bits (442), Expect= 0.0
Identities = 544/576 (94%), Gaps = 2/576 (0%)
Strand=Plus/Plus

cepa 123

>gil45443781|gb|AY484689.1| Agaricus xanthodermus strain WC918
internal transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

Length=1332

Score = 973 bits (491), Expect =0.0
Identities = 558/579 (96%), Gaps = 1/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gil52352582|gb|AY703912.1| Agaricus tollocanensis strain CA229 INRA
internal transcribed

spacer I, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed

spacer 2, complete sequence

Length=653

Score = 963 bits (486), Expect = 0.0
Identities = 559/580 (96%), Gaps = 3/580 (0%)
Strand=Plus/Plus
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>gi|52352583|gb|AY703913.1| Agaricus tollocanensis strain CA235 INRA
internal transcribed

spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence

Length=653

Score = 967 bits (488), Expect = 0.0

Identities = 560/580 (96%), Gaps = 3/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

Score = 975 bits (492), Expect = 0,0
Identities = 560/580 (96%), Gaps = 2/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gil62870105|gb|AY899264.1| Agaricus moelleri strain CA156 INRA
internal transcribed spacer

I, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence;
and internal transcribed spacer 2, partial sequence
Length=654

Score = 975 bits (492), Expect=0.0
Identities = 560/580 (96%), Gaps = 2/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

cepa 125

>gi[5353766|gb|AF161013.1]/AF161013 Agaricus blazei internal

101



transcribed spacer 1, partial sequence;

5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal
transcribed spacer 2, partial sequence

Length=731

Score = 1118 bits (564), Expect =0.0
Identities = 575/579 (99%), Gaps = 0/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi[45443789|gb|AY484697.1| Agaricus blazei strain WC837 internal
transcribed spacer 1, partial

sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed

spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal

RNA gene, partial sequence

Length=1284

Score = 1118 bits (564), Expect =0.0
Identities = 575/579 (99%), Gaps = 0/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|57169105|gb|AY818649.1| Agaricus rufotegulis 188 ribosomal RNA
gene, partial sequence;

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and

internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 288

ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=711

Score = 1126 bits (568), Expect = 0.0
Identities = 576/579 (99%), Gaps = 0/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

2i[57169106|gb|AY818650.1| Agaricus brasiliensis 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence;

internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and

internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 288

ribosomal RNA gene, partial sequence
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Length=711

Score = 1118 bits (564), Expect = 0.0
Identities = 573/579 (98%), Gaps = 0/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|57169116|gb|AYB18660.1| Agaricus subrufescens isolate 1 _101_S1 18S
ribosomal RNA gene,

partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal

RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete

sequence; and 288 ribosomal RNA gene, partial sequence

Length=711

Score = 1122 bits (566), Expect = 0.0
Identities = 574/579 (99%), Gaps = 0/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

cepal28

gi[66862751|emb|AJ884640.1| Agaricus romagnesii ITS1, 5.8S rRNA gene
and ITS2, strain 791
Length=695

Score = 737 bits (372), Expect=0.0
Identities = 469/499 (93%), Gaps = 2/499 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gil66862753|emb|AJ884642.1| Agaricus maskae ITS1, 5.88 rRNA gene and
ITS2, strain 816
Length=693

Score = 737 bits (372), Expect=0.0
Identities = 469/499 (93%), Gaps = 2/499 (0%)
Strand=Plus/Plus
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>gil66862770|emb|AJ887993.1| Agaricus arvensis ITS1, 5.8S rRNA gene
and ITS2, strain 15

Length=694

Score = 741 bits (374), Expect = 0.0
Identities = 471/501 (94%), Gaps = 2/501 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gil45443773|gb|AY484681.1| Agaricus diminutivus strain WC912 internal
transcribed spacer
1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed

spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence
Length=1291

Score = 771 bits (389), Expect = 0.0
Identities = 475/502 (94%), Gaps = 2/502 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|62868799|gb|AY943973.1| Agaricus subrutilescens isolate RWK 1940
internal transcribed
spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete

sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence
Length=714

Score = 714 bits (360), Expect=0.0

Identities = 470/503 (93%), Gaps = 3/503 (0%)
Strand=Plus/Plus
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cepal3l

>gi|66862751|emb|AJ884640.1| Agaricus romagnesii ITS1, 5.8S rRNA gene
and ITS2, strain 791

Length=695

Score = 866 bits (437), Expect = 0.0

Identities = 546/580 (94%), Gaps = 2/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gil66862753|emb|AJ884642.1| Agaricus maskae ITS1, 5.88 rRNA gene and
ITS2, strain 816

Length=693

Score = 858 bits (433), Expect=0.0
Identities = 545/580 (93%), Gaps = 2/580 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|66862770|emb|AJ887993.1| Agaricus arvensis ITS 1, 5.88 rRNA gene
and ITS2, strain 15

Length=694

Score = 848 bits (428), Expect =0.0

Identities = 543/579 (93%), Gaps = 2/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi[45443773|gb|AY484681.1| Agaricus diminutivus strain WC912 internal
transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed
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spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence
Length=1291

Score = 886 bits (447), Expect = 0.0
Identities = 545/576 (94%), Gaps = 2/576 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|62868799|gb|AY943973.1| Agaricus subrutilescens isolate RWK1940
internal transcribed

spacer 1, partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene, complete

sequence; and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Length=714

Score = 821 bits (414), Expect=0.0
Identities = 542/581 (93%), Gaps = 3/581 (0%)
Strand=Plus/Plus

cepa 138

>gil45443781|gb|AY484689.1| Agaricus xanthodermus strain WC918
internal transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

Length=1332

Score = 957 bits (483), Expect=0.0
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Identities = 550/571 (96%), Gaps = 1/571 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|52352582|gb|AY703912.1| Agaricus tollocanensis strain CA229 INRA
internal transcribed

spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence
Length=653

Score = 950 bits (479), Expect=0.0
Identities = 549/569 (96%), Gaps = 3/569 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|52352583|gb|AY703913.1| Agaricus tollocanensis strain CA235 INRA
internal transcribed

spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed

spacer 2, complete sequence

Length=653

Score = 954 bits (481), Expect=0.0
Identities = 550/569 (96%), Gaps = 3/569 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|62870104|gb|AY899263.1| Agaricus moelleri strain CA31 INRA
internal transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence;
and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Length=654

Score = 959 bits (484), Expect=0.0
Identities = 552/572 (96%), Gaps = 2/572 (0%)
Strand=Plus/Plus
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>gil62870105|gb|AY899264.1| Agaricus moelleri strain CA156 INRA
internal transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence;
and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Length=654

Score = 959 bits (484), Expect=0.0
Identities = 552/572 (96%), Gaps = 2/572 (0%)
Strand=Plus/Plus

cepa 237

>gi|52352582|gb|AY703912.1| Agaricus tollocanensis strain CA229 INRA

internal transcribed

spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence

Length=653

Score = 1110 bits (560), Expect =0.0
Identities = 574/578 (99%), Gaps = 1/578 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|52352583|gb|AY703913.1| Agaricus tollocanensis strain CA235 INRA
internal transcribed

spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed

spacer 2, complete sequence

Length=653

Score = 1114 bits (562), Expect =0.0
Identities = 575/578 (99%), Gaps = 1/578 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gil62870104|gb|AY899263.1| Agaricus moelleri strain CA31 INRA
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internal transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence;
and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Length=654

Score = 957 bits (483), Expect=0.0
Identities = 557/579 (96%), Gaps = 2/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|62870105|gb|AY899264.1| Agaricus moelleri strain CA156 INRA
internal transcribed spacer

1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence;
and internal transcribed spacer 2, partial sequence

Length=654

Score = 957 bits (483), Expect=0.0
Identities = 557/579 (96%), Gaps = 2/579 (0%)
Strand=Plus/Plus

>gi|2351591|gb[U85308.1|APU8S5308 Agaricus pocillator internal
transcribed spacer 1, partial sequence,

5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence, and internal
transcribed spacer 2, partial sequence

Length=719

Score = 1023 bits (516), Expect =0.0
Identities = 564/575 (98%), Gaps = 5/575 (0%)
Strand=Plus/Plus
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