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SUMMARY

A chemotaxomic study on Amanita porphyria and A. brunnescens is presented supporting
the identification of these species withing Section Mappas of Amanita (Agaricales) in
Mexico. Information was obtained from herbarium specimens deposited in MEXU
and FCME. On the basis of our results, we propose further alternatives on research of
these species.

RESUMEN

Se presentan los estudios quimiotaxonémicos que apoyan la identificacién de Amanita
porphyriay A. brunnescens en la Seccién Mappae del género Amanita (Agaricales) en México.
La informacién se obtuvo de material herborizado y depositado en los Herbarios
MEXU y FCME. Con base en los resultados obtenidos, se plantean las alternativas fu-
turas sobre la investigacién de estas especies.

INTRODUCCION

Las especies ubicadas dentro de la Seccién Phalloidae y Mappae (Singer, 1975) han si-
do estudiadas quimiotaxonémicamente, con el objetivo de apoyar por un lado, su ubi-
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cacién taxonémica y por otro, para caracterizar su potencial téxico (Tyler y Groger,
1964; Willand y Faulstich, 1978 y Stijve, 1979). En la actualidad se ha precisado me-
diante estos estudios, que las especies con caracteristicas taxonémicas tipicas de la Sec-
cién Phalloidas pueden contener de forma mds o menos variable ciclopétidos tgxicqs:
amanitinas y faloidinas (Yocum y Simmons, 1977 y Andary et al., 1979); substancias
que no se van a ncgwtrar en las especies de la Seccién Mappae, en la.s cuales se presentan
derivados de la triptamina, incluyendo a la bufotenina (Andary et al., 1978&) y/o algu-
nas otras moléculas indédlicas cuya estructura quimica se desconoce (mecff 1977).

En México, la Seccién Mappae se encuentra representada por tres especies: Amanita
brunnecens Atk., A. citrina (Schaef.) Pers. y A. porphyria (A. & 8.) Secr. Por otra parte, 4.
brunnescens Atk. ha sido citada por Pérez-Silva et al. (1970) y por Guzmdn (1977) como
una especie téxica, por lo que se consideré en este estudio. A. citrina (Schaef.) Pers., fue
registrada para la micoflora mexicana por Pérez-Silva y Aroche (1980). Aroche y
Pérez-Silva (1982) registraron A. perphyria (A. & S.) Secr. en la micoflora mexicana,
utilizando los mismos criterios y la metodologia realizada para el registro de A. citrina.

Con fundamento en lo anterior y con la intencién de ofrecer en forma integral los
criterios quimiotaxonémicos utilizados previamente para la Seccién Mappae, se presen-
tan los estudios realizados con A. brunnescens y A. porphyria, mediante el andlisis croma-
togrifico y de bioensayo.

MATERIALES Y METODOS

Para el andlisis de las caracterfsticas microscépicas de las especies estudiadas, se utili-
zaron cortes de liminas obtenidos mediante las técnicas convencionales. Los cortes
fueron examinados utilizando ademas de la solucién de Melzer y lactofenol con azul al-
goddn, con KOH al 5% y con agua amoniacal al 5% para hidratar el material.

El registro de los derivados triptaminicos se realizé mediante la prueba de Meixner
de acuerdo con Beutler y Vergeer (1980), con la cual fragmentos de 10-20 mg del tejido
seco de cada carpéforo fueron extraidos con 50 ul de metanol, presionando con una va-
rilla de vidrio, evaporando, colocando nuevamente 20 il del mismo solvente para final-
mente aplicar 1041 en un fragmento de papel sin impresiones (Gaceta UNAM). Previo
secado de la mancha, se aplicé 0.05u1 de 4cido clorhidrico concentrado en el centro de
la mancha.

Para la prueba macroquimica de Andary et al. (1978b), se utilizaron dos reactivos:
(a) solucién de dcido sulfanilico al 5% (p/v) en 4cido clorhidrico 2N, (b) solucién de
nitrito de sodio al 5% en agua destilada. Se colocaron de 10-20 mg del tejido seco de ca-
da carpéforo en 2 ml de una solucién de acetato de sodio al 15% en agua destilada. Se
agitd y pasados dos o tres minutos se adicionaron cuatro gotas del reactivo (a) y cuatro
del reactivo (b), se agité momentdneamente.

Cuando se trabajé con material fresco, se colocaron sobre el pileo, dos gotas de la so-
lucién (a) y pasados dos minutos de la solucién (b). Con el objetivo de verificar la vali-
dez de esta prueba, para el registro cualitativo de la bufotenina, fueron seleccionadas
para ser utilizadas como muestras testigos, dos especies que poseen ciclopeptidos t6xi-
cos: A. virosa (MEXU 12464) y A. bisporigera (MEXU 7327); asi como también una es-
pecie comestible: A. caesarea (MEXU 16858), que no presenta ciclopéptidos.
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La cromatografia para el registro de los derivados de la triptamina; particularmente
bufotenina, se realizé con base en la metodologia utilizada por Pérez-Silva y Aroche
(1980). La extraccién metandlica se realizé con 300-500 mg del tejido seco de cada car-
pdforo en un aparato Soxhlet; la concentracién en bafio Maria, la cromatografia de los
extractos investigados, del estdndar de monooxalato de bufotenina (Sigma B 8757) y de
los extractos obtenidos del material de E.U.A. y de Europa fueron revelados con cina-
maldeido y vapores de 4cido clorhidrico concentrado.

El material estudiado se encuentra depositado en el Herbario Nacional del Instituto
de Biologia (4. porphyria, MEXU 13895; MEXU 16831), Herbario de la Facultad de
Ciencias (A. porphyria, FCME 913. A. brunnescens, FCME 280; FCME 282) y Herbario
Virginhia Polytechnic Institute (4. brunnecens, OKM 16948).

Con el objeto de conocer los efectos producidos por estas especies, y por otro lado,
confirmar los resultados obtenidos de su evaluacién taxonémica y quimica, se realizé el
protocolo farmacoldgico preliminar de Malone y Robichaud (1962). Los extractos cru-
dos carentes de metanol, fueron inyectados por via intraperitoneal con un vehfculo
acuoso de agar (Difco 0140-01) al 0.25% en un volumen constante de dosis de 5
ml/Kg. Se utilizaron lotes de 5 ratones (Cepa Winster) cada uno para probar dos dosis
méximas (100 mg/Kg) y dos dosis minimas (10 mg/Kg) de cada uno de los extractos de
A. porphyria y de A. brunnescens, se utilizé un ratén como testigo. Un total de 10 extractos
fueron investigados. Los ratones tratados fueron marcados con una solucién de 4cido
plerico al 0.5% en etanol al 70%.

Las observaciones in vivo se realizaron a los 5,10,15,30 y 60 minutos; 2, 4, 6, 12 y 24
horas; y 2, 4, y 7 dias después de la inoculacién. Después del séptimo dia se realizé la
necropsia sacrificando a los animales por decerebracién craneovertebral, extirpindose
el higado, los rifiones y excepcionalmente estémago, intestino, bazo, pulmén, corazén
y cerebro. Anotando las caracteristicas macroscdpicas para la correlacién anatomo-cli-
nicas, se realizé el estudio histopatolégico con la técnica de inclusién en parafina y tin-
cién de hematoxilina y eosina. Se evalud el efecto de los extractos estudiados por com-
paracién con los resultados obtenidos en la histopatologfa de los animales testigos.

RESULTADOS

Amanita porphyria (Fr.) Secr., Mycographie Suisse, 1983, In Pomerleau. 1966.
Figs, 1-3.

Pileo de 4-7 cm de didmetro, convexo, después extendido, subviscoso, de color mo-
reno grisiceo, con tonalidad violdcea en el centro, cubierto con restos de volva de color
grisdceo. Ldminas blancas, libres, numerosas, ventricosas. Estipite de 80-90 x 6-7
mm, cilindrico, hueco, blanco grisiceo, terminado en un bulbo de 18 mm, protegido
por la volva. Anillo membranéceo, de borde irregular, blanco grisiceo, frigil. Carne
blanca. Olor a rdbano. Esporada blanquecina. Esporas de 8.5 — 10.2 pm de didmetro,
esféricas, lisas, apéndice hilar visible, amiloideas, con un glébulo de grasa. Basidios de
38-40 x B-10 um, claviformes, tetrasporados. Células del velo esféricas.

Hibitat y distribucién: Solitaria, en bosques mixtos de Quercus - Pinus - Liquidambar,
en suelos arcillosos cubiertos por humus. Conocida solamente de Hidalgo.
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Figs. 1-3.- Amanita porphyria (Fr.) Secr.*1 .- Carpdloros en su hibitat natural, se observan restos de velo uni-
versal y volva. 2.- Carpdforo mostrando himenio y anillo delicado. 3.- A. Basidios. B, Esporas. C. Pelas
marginales = 100,
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Importancia: Especie de poca frecuencia, considerada en la bibliografia como comes-
tible mediocre, tanto por su sabor desagradable como por su poca carnosidad. Facil de
reconocer y diferenciar de 4. citring, por su color gris en el borde, con tonalidades viola-
ceas en el centro del pileo, asi como por la presencia de restos de velo en el mismo.

ESTUDIO QUIMICO

La prueba de Meixner realizada tanto con los extractos crudos de A. porphyria como
en los obtenidos por microextraccién de 10-20 mg del tejido seco de cada carpéforo, re-
gistré un gradiente de colores que va del rojo-piirpura-azul-gris; correspondiente a la
presencia de diversos derivados de la triptamina, entre los cuales se localiza a la bufote-
nina en el plrpura. 4. brunnescens fue negativa en esta prueba. La prueba macroquimi-
ca de Andary et al. (1978), reveld constantemente tanto en el procedimiento para el ma-
terial seco como fresco de A. porphyria de México (MEXU 13895) y de Europa (MEXU
16831), una coloracién rojo-dorada, la cual varfa en intensidad en relacién directa a la
concentracién de la bufotenina presente en cada carpéforo. Las muestras utilizadas co-
mo testigos (4. virosa, MEXU 12464; A. bisporigera >MEXU 7327 y A. caesarea MEXU
16858) fueron negativas al igual que A. brunnescens de México y de E.U.A. (FCME
280; FCME 282 y OKM 16948). _

El andlisis cromatogrifico confirmé la presencia de bufotenina en todos los ejempla-
res de A. porphyria de México y de Europa. Otros derivados triptaminicos pudieron ser
visualizados en las mismas muestras, probablemente correspondiendo a la serotonina
y/o al 5-hidroxitriptofano registrados por otros autores (Stijve, 1979 y Andary ¢ al.,
1978); sin embargo, en nuestro andlisis no pudo ser corroborado mediante este proce-
dimiento, debido a la ausencia de los estindares (Fig. 4). A. brunnescens fue negativa
tanto en el material de México como en el de Norte América.

La evaluacién farmacolégica preliminar utilizando el protocolo de Malone y
Robichaud (1962), reveld en todos los animales tratados con los extractos crudos de 4.
brunnescens un incremento de su actividad motora y de su curiosidad, durante los siete
dias de tratamiento. Este incremento fue notable entre los 5 a 15 minutos después de la
inoculacién. Los animales tratados con los extractos de 4. porphyria se comportaron
igual que los testigos.

Durante la necropsia practicada a todos los animales, no se identificaron dafios ma-
croscépicos en ninguna de las visceras tanto en los experimentales como en los testigos.
El analisis histopatol6gico se realizé por cortes seriados de las muestras de A. porphyriay
de A. brunnescens a dosis méaximas, en las cuales se identific6 congestién glomerular, me-
dular y cortical en rifién (Figs. 5-6); tumefaccién turbia, degeneracién vacuolar e
incremento de células de Kupffer en higado (Fig. 7).

Todas las muestras de A. porphyria se consideraron nefrotdxfcas y hepatotéxicas ya
que mostraron cariorrexis, cariolisis, tumefaccién turbia, esteatosis de gota fina, con-
gestién portal, regeneracién positiva e infiltrado inflamatorio (Figs. 7-10). Para A.
brunnescens las lesiones se consideran reversibles con base en la tumefaccién turbia ob-
servada en el higado en dosis minima y méxima y en la normalidad de los rifiones en
las dosis minimas y congestién renal en dosis méxima.
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Fig. 4. Cromatografia en capa delgada de gel de silice G. de los extractos metanélicos de Amanita porphyria.
(A) Estandar de monooxalato de bufotenina. (B)-(E) 4. porphyria de México. (MEXU 13895 y FCME 913),
(F) A. porphyria de Europa (MEXU 16831).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se considera que las pruebas quimiotaxonémicas realizadas en este trabajo, apoyan
de manera definitiva que 4. porphyria y A. brunnescens se encuentren ubicadas en la Es-
tirpe Citrina y en la Estirpe Brunnescens, respectivamente, establecidas por Singer
(1975). Nuestros resultados demuestran que estas especies recolectadas en México, se
comportan de forma similar a las citadas de E.U.A. y Europa, respecto a la presencia o
ausencia de compuestos que determinan Estirpes dentro de la Seccién Mappae; asf co-
mo también, con base en los resultados obtenidos en el andlisis histopatoldgico, se de-
termina que ambas especies deben ser consideradas sospechosas de toxicidad, como

163



Figs. 5-12. 5.- Congestidn glomerular del rifién A, 400 x . 6.- Congestion glomerular del rindn A y medular

B. 160 x . 7.- Tumefaccién wrbia del higado A., degeneracidn vacuolar B., esteatosis de gota fina C, in-

filtrado inflamatorio D. 160 x .8.- Tumefaccién turbia A., vacuolar B. 400 x . 9.- Cariorrexis E., Cariolf-
sis F. 10.- Esteatosis gota fina C. Infiltrado inflamatorio D. 11.- Rifién normal. 12.- Higado normal.
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hasta la fecha han sido situadas para México (Pérez-Silva et at., 1970) y para el extran-
jero (Lincoff, 1977 y Miller, 1980).

De lo anteriormente citado, se deduce que las alternativas futuras para la investiga-
cién de estas especies en México se relacionan con la obtencién de datos cuantitativos
que nos permitan precisar adecuadamente dicho potencial téxico.
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