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RESUMO

Apdrtanse neste artigo os datos resultantes dos estudos macroscépicos, microscépicos e moleculares sobre a especie
Hygrophorus nemoreus. Segundo os nosos datos, tratariase ademais da primeira cita desta especie para Galicia.
Palabras chave: Hygrophorus nemoreus, Hygrophoraceae, Reserva da Biosfera Terras do Mifio, O Corgo, Lugo.

SUMMARY

In this paper, we report macroscopic, microscopic and molecular studies about the species Hygrophorus nemoreus.
According to our data, it would be also the first record of this species for Galicia.
Keywords: Hygrophorus nemoreus, Hygrophoraceae, Biosphere Reserve Terras do Mifo, O Corgo, Lugo.

» INTRODUCION
A familia Hygrophoraceae Lotsy, & que pertence o
xénero Hygrophorus Fr. proplxose por ROZE (1876),
ainda que co nome invalido de “Hygrophoreés” e
posteriormente publicouse validamente por LOTSY
(1907). Tras varios traballos sobre esta familia, os
recentes e amplos estudos moleculares efectuados por
LODGE et al. (2014) levaron a incluir nela, ademais
do xénero Hygrophorus Fr., outros moi diversos
xéneros: Acantholichen PM.Jerg.; Ampulloclitocybe
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Redhead, Lutzoni, Moncalvo & Vilgalys; Arrhenia Fr.;
Cantharellula Singer; Cantharocybe H.E.Bigelow &
A.H.Sm; Chromosera Redhead, Ammirati & Norvell;
Chrysomphalina Clemencon; Cora Fr.; Corella Vain.;
Cuphophyllus (Donk) Bon; Cyphellostereum D.A.Reid;
Dictyonema Reinsch; Eonema Redhead, Lucking &
Lawrey; Gliophorus Herink; Haasiella Kotl. & Pouzar;
Humidicutis (Singer) Singer; Hygroaster Singer;
Hygrocybe (Fr.) PKumm.; Lichenomphalia Redhead,
Lutzoni, Moncalvo & Vilgalys; Neohygrocybe Herink;

Fig.1. Hygrophorus nemoreus. Col: JCASO081038000075
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Fig.2. Hygrophorus nemoreus. Detalle do estipite coa base rematada en punta e fortemente fendido.

Porpolomopsis  Bresinsky e Pseudoarmillariella
(Singer) Singer.

O xénero Hygrophorus Fr. ten unha dilatada
traxectoria taxondmica. Citouse por primeira vez por
parte de FRIES (1836) e dous anos despois 0 mesmo
FRIES (1838), distrible as distintas especies que
compofien este xénero en tres grandes tribos, ainda
que non utiliza 0 nome de tribo como actualmente se
considera como un rango por baixo da familia, senén
que usa tribo como unha categoria infraxenérica,
non recofiecida actualmente. Esas tres tribos serian:
Hygrocybe, Limacium e Camarophyllus. KUMMER
(1871) convertiria as tribos de Fries en xéneros:
Hygrocybe (Fr.) P. Kumm., Limacium (Fr.) P. Kumm. e
Camarophyllus (Fr.) P Kumm., utilizando o termo de
xénero Limacium e non Hygrophorus para a maioria
das especies que actualmente si se consideran como
pertencentes ao xénero Hygrophorus. KARSTEN
(1876) si recofiece o xénero Hygrophorus Fr., en vez
de Limacium sensu P. Kumm. e ademais convirte

en secciéns as antigas tribos de Fries: Limacium,
Camarophyllus e Hygrocybe.

Xa no pasado século XX, diversos autores realizaron
estudos e monografias sobre o xénero, onde cada
un deles propuxo diversas solucions taxondémicas:
HESLER & SMITH (1963), ARNOLDS (1990), BON
(1990), CANDUSSO (1997), etc.

Hygrophorus é un xénero monofilético (MATHENY et
al., 2006; LARSSON, 2010; LODGE et al., 2014),
presenta unha ampla distribuciéon mundial e abrangue
unhas 250 especies (KIRK, 2018), cunha escasa
representacion en Galicia, onde estarian citadas,
seglin RODRIGUEZ-VAZQUEZ & CASTRO (2016),
as seguintes especies e variedades: H. agathosmus
(Fr.) Fr., H. chrysodon (Batsch) Fr., H. chrysodon
var. cistophilus Pérez-De-Greg., Roqué & Macau,
H. hypothejus (Fr.) Fr., H. lindtneri M.M.Moser. H.
olivaceoalbus (Fr.) Fr., H. penarius Fr., H. persoonii
Arnolds e H. pseudodiscoideus var. cistophilus Bon
et G.Riousset.
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Este artigo pretende contribuir a ampliar os
cofiecementos e estudo no xénero Hygrophorus en
Galicia.

MATERIAL E METODOS

Toméronse in situ todos os datos morfoloxicos e
organolépticos dos exemplares obxecto de estudo e
tamén a informacion da vexetacion circundante, asi
como diferentes datos da zona. Utilizando un aparello
GPS Garmin Fenix rexistraronse as coordenadas
e altitude da sta posicién. O estudo de campo
completouse coa toma de diversas fotografias do
basidioma utilizando unha cdmara réflex dixital Nikon
D5300, provista de obxectivo Nikkor AF-S Micro
60mm f/2.8G ED e a recolla de varios exemplares
como mostras.

O estudo microscépico realizouse sobre material
fresco e tamén sobre material seco, cun microscopio
Optico trinocular Olympus CX41 provisto de
obxectivos de 4x 10x 40x 60x e 100x (inmersion),
asi como de oculares 10x. Para as preparacions
utilizouse auga, reactivo vermello congo, reactivo
vermello congo amoniacal e IKI. As fotografias das
distintas estruturas microscopicas efectuaronse cunha
camara Touptek U3CMOS18000KPA acoplada ao
microscopio mediante un adaptador Touptek parfocal
0,5x e para as medicions das mesmas utilizouse o
software Piximetre v.5.9.

Analizouse o PH do chan no que se desenvolvian
0os exemplares recollidos como mostras, para o
que se utilizou un PH-metro portétil Adwa AD-11
con compensacion automética de temperatura,
empregandose para a medicién unha proporcién de
terra-auga de 1:5.

As medidas esporais tomaronse en auga sobre
esporada libre. A comprobacién da presenza ou
ausencia de amiloidia efectuouse utilizando IKI.
Realizouse tamén un estudo croméatico sobre
diversos basidiomas do fungo, tomando referencias
e descriciéns das cores de varias zonas dos mesmos
gue se incorporaron a este traballo segundo os codigos
tomados das Munsell Soil-Color Charts (MUNSELL,
2009).

Tras os estudos macro e microscépicos, os exemplares
do fungo recollidos como mostras secaronse a 40°
C mediante deshidratador eléctrico, codificaronse e
etiquetaronse para a stia almacenaxe como exsiccata
no herbario privado do autor (JCAS).

Extraccion do ADN, amplificaciéon e secuenciacion:
o ADN total extraeuse a partir de mostras secas de
herbario empregando unha modificacién do protocolo
de MURRAY & THOMPSON (1980). Unha porcién das
mostras homoxeneizouse coa axuda dun micropistilo
en 600 uL de buffer CTAB (CTAB 2%, NaCl 1.4 M,
EDTA pH 8.0 20 mM, Tris-HCI pH 8.0 100 mM).
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A mestura incubouse durante 30 minutos a 65°C.
Un volume equivalente de cloroformo: isoamilalcohol
(24:1) engadiuse e mesturouse coa mostra ata a
slia emulsion. Tras centrifugar a mestura durante 10
min a 10000 g, o ADN no sobrenadante precipitouse
cun volume de isopropanol. Tras 15 minutos de
centrifugacion 4 mesma velocidade, lavouse o pellet
en etanol 70% frio, centrifugado de novo 2 minutos e
secado. Finalmente, resuspendeuse en 100-300 uL
de ddH20. A amplificacién por PCR realizouse cos
primers ITS1F e ITS4 (WHITE et al., 1990; GARDES
& BRUNS, 1993) para a rexién ITS, e os primers
LROR y LR5 (VILGALYS & HESTER, 1990, CUBETA
et al., 1991), para a rexion 28S rADN. O programa
de amplificacion consistiu en un hot start a 95°C
durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 45, 30 e 45
seg a 94°C, 54°C y 72°C, respectivamente, cunha
fase final de elongaciéon a 72°C durante 10 min. Os
resultados comprobaronse nun xel de agarosa ao 1%,
e as reaccions positivas purificaronse e secuenciaronse
co primer 1TS4. As secuencias obtidas compararonse
cos cromatogramas orixinais para detectar e corrixir
posibles erros de lectura.

Os procesos de extraccion do ADN, amplificacion
e secuenciacion realizdronse no  laboratorio
especializado ALVALAB (Oviedo).

DESCRICION

Hygrophorus nemoreus (Pers.) Fr., Epicr. syst. mycol.
(Upsaliae): 326. 1838 [1836-1838]

Descricién orixinal: AGARICYS NEMOREVS: magnus
solitarius, pileo carnoso late vmbonato, planiusculo
fulvo-rubescente, lamellis  decurrentibus  albis
subdistantibus, stipite longissimo solido basi lanato.
Hab. in silvis vmbrosis ad terram rarissime.Stipes
3-4 vnc. longus, Y2 vnc. crassus, pallescens. Lamel.
2-3 lin. latae. Pileus 3 vcn. fere latus, compactus.Ob
locum natalem praesertim ob lamellas et stipitem a
priore diversus est.

Etimoloxia: Hygrophorus: palabra composta derivada
do termo grego hugros, “humidade” e do tamén grego
phero, “portador”, por tanto significa “portador de
humidade”. Nemoreus: do termo latino “nemus” que
significa “bosque” ou “arboredo”, polo seu habitat
tipicamente forestal, no medio do bosque.

Pileo de ata 50 mm de diametro, primeiro convexo,
logo aplanado e con forma de funil ao final,
provisto dun umbén ancho e obtuso (non obstante
na madureza pode en ocasidéns aparecer tamén
deprimido no centro), recuberto de finas fibrilas
radiais de cor entre laranxa escura e apardazada,
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Fig.3. Hygrophorus nemoreus.A-Esporas; B-Basidio con esporas C- F/belas da pileipellis; D- Trama h:men/al

marxe persistentemente involuta, ondulada, lisa, un
pouco excedente, con pileipellis seca, so lixeiramente
viscosa en tempo himido, mate, de cor xeral crema
alaranxada (Mu 5YR 5/8), sendo no centro do pileo
mais escura, laranxa escura a apardazada, por efecto
da acumulacion das fibrilas radiais (Mu 7.5YR 6/6)
e clarexando un pouco cara & marxe (Mu 7.5YR
7/6). Lamelas separadas, de adnatas a decorrentes,
intercaladas con lamelifas de lonxitude variable, coa
aresta lisa, primeiro de cor branca, logo de cor crema
(Mu 10YR 8/2). Estipite de cor crema no apice (Mu
10YR 8/2), mais claro cara & base (Mu 10YR 9.5/2),
duro e seco, moi variable en lonxitude e anchura,
normalmente oscilando entre 31-100 mm de longo e
9-23 mm de ancho, cunha relaciéon media do estipite
respecto ao pileo de 1,4:1, na maioria das veces

rematado en punta. A superficie do estipite é fibrilosa
lonxitudinalmente e finamente escamosa no apice. O
estipite € normalmente cheo, pero as veces presenta
un grande oco central, especialmente cando o estipite
é ancho. O contexto é abondoso e firme, de cor
branca ou branca-crema, inmutable. O cheiro é débil,
a farifia, apreciandose mais intensamente ao cortar
a carne. O sabor é suave, doce, agradable, a farifa.
Reacciéns macroquimicas: KOH + no contexto da
base do estipite, amarelo limén. Esporada en masa
de cor branca.

No estudo microscopico obsérvanse basidios
craviformes a subcilindricos, tetraspéricos, raramente
monospoéricos, de medidas 36-48 x 6,4-8,6 um,
provistos de fibela basal. Basidiosporas lisas, de
elipsoidais a subovoidais en canto & sla forma, de
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medidas 6-7,4 (7,8) x (3,6) 3,7 - 5 (5,6) um; Q
= (1,3) 1,4 - 1.6 (1.8), inamiloides, con pequenas
gltulas. Trama himenial de estrutura bilateral,
con hifas redondeadas no seu apice e provistas de
fibelas. Pileipellis con estrutura trichoderma, de hifas
entrelazadas, con numerosas fibelas e pigmentos
intracelulares de cor amarela-ocracea. Fibelas
presentes e abondosas en xeral.

Habitat: os exemplares estudados desenvolvianse de
xeito gregario nun bosque de Quercus robur L, con
algiin exemplar illado de Pinus pinaster Ait. e con
presenza proxima do fento Pteridium aquilinum (L.)
Kuhn, en chan fortemente &cido, cun PH de 4,9.

Material estudado: ESPANA: Lugo, O Corgo, Santo
Estevo de Folgosa, Reserva da Biosfera Terras do
Mino, 540 m, en bosque de Quercus robur con
algiin exemplar illado de Pinus pinaster, 13-XI-
2016, leg. et det.: J. Castro, Codigo de herbario:
JCAS0081038000075. Identificador de secuencia
en GenBank: MH703904.

DISCUSION

Hygrophorus nemoreus, segundo LODGE et al.
(2014), encadrase no subxénero Colorati (Bataille)
E. Larss., na seccion Pudorini (Bataille) Candusso
e na subseccién Clitocyboides (Hesler & A.H. Sm.)
E. Larss. Nesta subsecciéon tamén se incluirian,
ademais de H. nemoreus (Pers.) Fr., H. penarius Fr.,
H. penarioides Jacobsson & E. Larss., H. poetarum
R. Heim, H. russula (Schaeff.) Kauffman sendo H.
sordidus Peck a especie tipo desta subseccion.
Hygrophorus nemoreus confundiuse e
malinterpretouse ao longo dos anos, especialmente
con Hygrophorus leporinus Fr. (actualmente
denominada Hygrocybe leporina (Fr.) P.D. Orton &
Watling) e, no seu momento, tamén se considerou
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