Leucoagaricus brunneolilacinus Babos,
novetat per la micoflora valenciana

Resum. CONCA A. & GARRIDO-BENAVENT I. (2024). Leucoagaricus brunneolila-
cinus Babos, novetat per la micoflora valenciana. Butlleti de la Societat Mico-
logica Valenciana 28: 71-84.

Es presenta la recent troballa de Leucoagaricus brunneolilacinus Babos,
taxd molt escassament referenciat a nivell mundial, del qual es fa una descrip-
cié macro- i microscopica, amb recolzament iconografic. A més, es compara la
seua sequencia nriITS de I’ADN ribosdmic amb les més properes que hi ha a la
base de dades del GenBank i se’'n reconstrueix la filogénia d'aquesta especie i
d’altres properes.

Paraules clau: Agaricaceae, corologia, filogenia, nova cita, Pais Valencia.

Resumen. CONCA A. & GARRIDO-BENAVENT I. (2024). Leucoagaricus brunne-
olilacinus Babos, novedad para la micoflora valenciana. Butlleti de la Societat
Micoldgica Valenciana 28: 71-84.

Se presenta Leucoagaricus brunneolilacinus Babos, taxén con escasas ci-
tas a nivel mundial, del cual se realiza una descripcion macro- y microscépica
acompanada de fotografias. Ademas, se compara su secuencia nriTS del ADN
ribosémico con las mas cercanas que surgen al compararla con las que hay en
la base de datos del GenBank y se reconstruye una filogenia de esta especie y
otras cercanas.

Palabras clave: Agaricaceae, corologia, filogenia nueva cita, Pais Valenciano.

Abstract. CONCA A. & GARRIDO-BENAVENT I. (2024). Leucoagaricus brunne-
olilacinus Babos, a novelty for the Valencian fungal checklist. Butlleti de la
Societat Micologica Valenciana 28: 71-84.

Leucoagaricus brunneolilacinus Babos, a taxon with few records worldwide,
is presented and a macro- and microscopic description accompanied by
photographs is provided. In addition, its nrITS sequence of the ribosomal DNA
is compared with the closest ones that arise when comparing it with those in
the GenBank database and a phylogeny of this species and other close ones is
reconstructed.

Keywords: Agaricaceae, chorology, new citation, phylogeny Valencian country.
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El génere Leucoagaricus Locq. ex Singer, esta inclos dins de la familia Agaricaceae,
dins de 'ordre Agaricals. Els seus elements son saprotrofics i terrestres, creixen
sobre fragments i serradures de fusta, en boscos, prats i vores de camins, aixi
com medis rics en materia organica, com ara jardins adobats, o tests amb plantes
ornamentals. Encara que distribuides per tot el mén, excepte les zones artiques
i alpines, s6n especialment abundants en la zona subtropical (VELLINGA 2001),
i també en ambients dunars com la Devesa de 1’Albufera de Valéncia, on
tenim 12 representants d’aquest genere (ArArICI & MAHIQUES 1996; CoNca
ET AL. 2017; veure també altres articles d’aquest niimero del Butlleti). Segons
CABALLERO (1999) i VELLINGA (op. cit.), els trets diferencials del Leucoagaricus
son la formaci6 de basidiocarps pluteoides, de menuts a mitjans, amb pileu llis o
esquamos, rarament solcat, lamines lliures i estipit amb anell, de vegades fugag.
Pel que fa als trets microscopics, les espores son llises o lleugerament rugoses,
amb o sense porus germinatiu, generalment dextrinoides i metacromatiques
en blau de Cresil. Els queilocistidis s6n presents, pero els pleurocistidis estan
generalment absents; finalment, la pileipellis és molt variable.

Al Pais Valencia, fins al present niimero del butlleti, estaven citades 13 espeécies
de Leucoagaricus i 11 de Leucocoprinus (BDBCV 2024; veure també el Cataleg
Micologic Valencia de SOMIVAL a https:/ /somival.org /mico-catalogo/; i també
el Cataleg micologic de la provincia de Castell6 a https:/ /spain.inaturalist.org/
projects/ catalogo-micologico-equipo-catalogacion-de-castellon-asmicas).

Recentment, AsIF ET AL. (2024) han recombinat moltes especies que abans
estaven situades en el genere Leucoagaricus en Leucocoprinus Pat. en base a les
analisis filogeneétiques, ja que formen part del mateix clade, i Leucocoprinus és
el nom més antic. En el present treball descrivim des de tots els punt de vista
Leucoagaricus brunneolilacinus Babos, i fem una serie de consideracions sobre la
seua posicio sistematica.

Estudi macro- i microscopic, i taxonomic. La metodologia emprada és I'habitual en
aquest tipus de treballs: descripcié macroscopica al lloc de recol-lecta, acompa-
nyada de la presa de fotografies dels exemplars in situ, les quals s’han realitzat
amb una camera Olympus E-M5. L'examen microscopic s’ha realitzat amb un
microscopi Nikon Labophot, amb objectius de 600 i 1000 augments. Les prepa-
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racions es feien en aigua o en roig Congo. Les fotografies de microscopia s’han
fet amb una Canon EOS 1300D aplicada sobre el tercer ocular del microscopi.
Pel tractament estadistic de les mesures esporals s’ha emprat el programa Pixi-
metre v 5.10 (disponible a http:/ /www.piximetre.fr/).

Per alcar els exemplars s’han assecat a temperatura ambient o amb I'ajuda
d'un assecador a baixa temperatura i, posteriorment, abans d’incloure les
mostres a I'herbari, s’han passat els exemplars pel congelador durant almenys
una setmana. Els exemplars estan alcats a 1’herbari particular d’Antoni Conca
(ACM). Pel que fa a la vessant taxonomica, s’ha seguit, generalment, els criteris
de I'Index Fungorum (CABI: http:/ /www.indexfungorum.org/Names/Names.
asp [Consultat 06/2024]).

Aillament de I'ADN, seqiienciacio i analisi filogenética. LADN provinent d"un tros
de lamina d’un dels exemplars recol-lectats a la Llosa de Ranes es va aillar mit-
jancant un protocol modificat basat en 1'is de bromur de cetil trimetil amo-
ni (CTAB; MURRAY & THOMPsON 1980). La parella d’encebadors ITS1F i ITS4
(GARDES & BruNs 1993; WHITE ET AL. 1990) s’usa per amplificar i seqiienciar
la regi6 nrITS. La reaccié de PCR es va realitzar amb un inici en calent de 95
°C durant 5 min, seguit de 35 cicles de 45, 30, i 45 segons a 94 °C, 54 °C i 72 °C
respectivament, amb un pas final d’elongaci6 a 72 °C durant 10 min. L’éxit de la
PCR es va comprovar amb un gel d’agarosa a 1’1 % per a la visualitzaci6 de les
bandes, i després es va purificar i seqiienciar emprant els dos encebadors origi-
nals. Els cromatogrames rebuts foren visualitzats i editats (e.g., detecci6 i cor-
reccié de possibles errades de lectura) usant el programa SEQMANN II v.5.07©
(DnaStar Inc.). El nimero d’accés del GENBANK (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/genbank/) corresponent a la nova seqiiencia generada en aquest estudi és
PQ129437. Des d’aquesta base de dades també es van descarregar 44 seqiién-
cies corresponents d’especies incloses als generes Leucoagaricus i Leucocoprinus,
seguint a ASHRAF ET AL. (2023) i AsIF ET AL. (2024). El conjunt de dades també
inclogué quatre seqiiéncies d’especies del genere Agaricus, utilitzades com a
grup extern (outgroup), per arrelar 1’arbre.

A continuaci6, la construccié d'una filogeénia que inclogués la seqiiencia de
I'exemplar estudiat es dugué a terme amb RAXML v.8.2.11 (StamATAKIs 2014)
amb el model de Maxima Versemblanga. L'alineament en qué es basa aquest
analisi fou estimat a I’entorn de GENEIOUS PRIME emprant MAFFT v.7.490 (KaToH
ET AL. 2002; KATOH & STANDLEY 2013) amb els parametres segiients: algorisme
FFT-NS-I x1000, la matriu de puntuacié 200PAM / k = 2, una penalitzacié per
obertura de gaps de 1.5, i un valor offset de 0.123. L'alineament resultant fou
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posteriorment corregit manualment, de manera que es van eliminar les regions
de I’ADN ribosomic dels flancs del nrITS corresponents al 185 i 28S. El model de
substitucié nucleotidica emprat per a la construccié de I’arbre fou GTR+G per a
les dues particions en que es va dividir 1’alineament (i.e., ITS1+ITS2, i 5.8S), i el
recolzament dels nodes es va avaluar mitjangant els valors de bootstrap calculats
a partir de 500 pseudorepliques. L'arbre resultant fou editat graficament amb
I’Adobe Illustrator 2021.

Estudi de la variabilitat genética i filogénia. L’alineament de les 45 seqtiéncies assoli
una longitud de 743 parelles de bases nucleotidiques, de les quals 378 foren
variables mentre que 69 d’elles representaren posicions variables tiniques (sin-
gletons). La nova seqiiéncia obtinguda en el present treball se’'n separava per
una base nucleotidica respecte a una seqtiéncia atribuida a Leucoagaricus brun-
neolilacinus amb codi de GENBANK OK582196, recol-lectada a Jaén. Ni a la base
de dades GENBANK, pero tampoc a UNITE o BOLD, consta cap altra seqiiencia
d’aquesta especie, el tipus de la qual tampoc s’ha seqiienciat. En qualsevol cas,
la similitud d’aquests dues seqiiéncies peninsulars es tradui en I’existencia d"un
clade monofiletic amb alt recolzament de bootstrap (100 %) que inclogué aquests
dos especimens (Figura 1). En la topologia obtinguda, aquest clade romangué
germa (bootstrap 100 %) i, per tant, geneticament més proper, al clade configurat
per les quatre especies d’Agaricus, i no pas al clade que incloia el grup d’espe-
cies de Leucocoprinus, que és on s'inclouen ara la majoria d’antigues especies de
Leucoagaricus (veure, per exemple, ASHRAF ET AL. (2023) i AsIF ET AL. (2024)). A
mode d’exemple, la distancia genética entre la nova seqiiencia de Leucoagaricus
brunneolilacinus obtinguda en el present estudi i una seqiiéncia d’Agaricus bispo-
rus (MH859091) fou del 20,7 %, i respecte a l'especie Leucocoprinus croceoveluti-
nus (EU166352) fou del 27,1 %.
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OP605606 L. margallensis

FJ481050 L. rubrotinctus

KP096233 L. subpurpureolilacinus
77 KJ701794 L. lahorensis

100[]100 KU647730 L. lahorensiformis
MW488387 L. rubrotinctus

IX896447 L. vassiljevae

MH979430 L. rubrotinctus

KU647728 L. pakistaniensis

Or KU647735 L. badius

MG973423 L. pabbiensis

MZ493173 L. volvatus
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2ol 7% KT992149 L. sardous

78 MN134030 L. subvolvatus
OP605604 L. glareicolor
KP096236 L. subcrystallifer

KT992148 L. viscidulus Leucocoprinus
100 KP164972 L. asiaticus
AF482863 L. crystallifer sensu lato

MG974109 L. sultanii

00y GQ329041 L. littoralis

AF482874 L. wichanskyi

AF482869 L. purpureolilacinus
0Q930081 L. gauguei

E AY243626 L. pilatianus

100 KU953373 L. ionidicolor

EEE—— ——— MZ493170 L. barssii

— MW376688 L. badhamii

—: MT123895 L. croceovelutinus
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0= EU166352 L. croceovelutinus
100 GU903306 L. melanotrichus var.
_ﬁ 76417 L. melanotrichus fullglneobrunneus
OR343804 L. leucothites
ORO083768 L. meleagris
MK412616 L. tropicus
ORO083762 L. americanus
AF295929 L. bresadolae
MZ047586 L. mucrocystis
ON715783 L. cretaceus

6100 MH859080 Agaricus bisporus
100 MHB859081 Agaricus bisporus A .
100 OP252090 Agaricus cupressicola garicus

OR343798 Agaricus phaeolepidotus
OK582196 Leucoagaricus brunneolilacinus
0.2 100" PQ129437 Leucoagaricus brunneolilacinus ACM223045

“Leucoagaricus”
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TAXONOMIA

Leucoagaricus brunneolilacinus Babos, Annls hist.-nat. Mus. natn. hung.
72: 81 (1980)

Codigo MycoBank: MB112998
Figura2i3

Etimologia. “brunneolilacinus”, per les tonalitats marré porpra del pileus i super-
ficie de l'estipit.

Diagnosi. Leucoagaric de dimensions mitjanes amb tonalitats marré porpra al pi-
leus i superficie de I'estipit, carn que esdevé ataronjada en tallar-la per després
passar a marro6 fosc, espores sense porus germinatiu i menudes 4-5 x 2,5-3 pm.

Descripcié original. Pileus 3-8,5(-12) cm diam., semiglobosus, convexus, dilatatus,
squamulis brunneolilacinis-brunneolopurpureolilacinis, lanuginoso-vellereis, fibrillo-
so-lanuginosis coopertus (in speciminibus velde juvenilibus tantum albus). Lamellae
usque 4 mm latae, liberae, confertae, albae-cremeae, colorem per rosaceum usque brun-
neum maculose mutantes, sicce olivaceobrunneae usque tabacinae, acie hinc inde albae
Stipes (1-)3-10 x (0,3-0,5)-1 cm, cylindricus, plerumque curvatus, superne albus,
fioccosus, infra collare pileo similiter ornatus. Velum partiale evanidum, membrana-
ceum, albidum deinde brunneololilacinum-purpureolilacinum Ad basin stipitis stran-
gulae hypharum adsunt. Caro (in carposomate juvenili recentiquei) in pileo albus, in
stipite brunneolus, post sectionem per colorem aurantiacum rubescens. Odor indistinc-
tus vel parum insuavis. Sporae ellipsoideae, 4-5(-5,4) x 2,4-3,2 um, dextrinoideae, per
cresyl-eyaneum metachromatice tinctae. Basidia 4-spora, 4-5 ym lata. Squamae pileiex
hyphis purpureolilacinis, levibus vel granuldse incrustatis, 3,9-10(~14) um latis cons-
tructae.

Material tipus. Hongria, Budapest, Soroksar, jardi Botanic, sols o en grups a terra
entre Strelitzia en hivernacle subtropical de Jardi Botanic, 16 de juliol 1975, leg.
Rimoczi, nim 58.270 a I'Herbario Musei Historico-Naturalis Hungarici.

Descripcié macroscopica. Pileus 6-8,5 cm de diametre, inicialment d’hemisferic
a parabolic, posteriorment convex i, finalment, irregularment aplanat, amb
el contorn lobulat i onejat. Vora excedent, apendiculada amb restes fibroses
a membranoses de vel, de color porpra, marrd porpra en els exemplars vells,
de vegades amb una fina linia blanca. Superficie seca, lanuginosa, escatosa al
centre, fibro-escatosa cap a la vora, d"un bell color marré porpra, morat a por-
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Figura 2. Basidiomes de Leucoagaricus brunneolilacinus (ACM223045).
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pra fosc, sobre un fons blanc. Lamines atapeides, amb lameél-lules abundants,
lliures, estretes, d’arquejades a lleugerament ventrudes, blanquinoses que es
taquen de porpra per passar a marrd negroses amb el temps. Aresta recta, inici-
alment blanquinosa, des d’on progressivament va enfosquint la lamina. Estipit
7,2-10 x 0,9-1,1(-1,2) cm, cilindric, d’igual a subfusiforme cap a la base que
es presenta de vegades subradicant i amb restes de miceli, sinuds i fistul6s.
Superficie separada en dues parts per 1’anell, la superior llisa i blanquinosa,
la inferior zebrada amb fibres de color porpra sobre un fons blanquinés. Anell
membrands, fugag, fibrds cap a la vora, simple, abragant-se per un collaret estret
per sota i una estreta lamina erecta a ascendent per damunt, blanquinés per
dalt i de coloraci6 porpra per sota. Carn inicialment blaneta al pileus i fibrosa a
I'estipit, blanquinosa, es tallar-la esdevé ataronjada per passar després al marré
fosc, quasi negre. Olor forta, pero agradosa, de bolet o Lepiota cristata. Esporada
blanca.

Descripcié microscopica. Espores el-lipsoides a oblongues, de paret grossa, sen-
se porus germinatiu, amb apéndix notori, dextrinoides, metacromatiques amb
blau de Cresil, de (4-)4,3-4,8(-5) x (2,4-)2,5-2,9(-3) ym, Me = 4,6 x 2,7 pm, Q =
(1,5-)1,6-1,8(-2), Qe = 1,7, N = 121. Basidis claviformes, tetrasporics de 10-18
x 5-6 pm. Queilocistidis de cilindric a fusiformes, de vegades sinuosos, en els
exemplars vells amb contingut marr6, de 18-33 x 4,5-8 pm. Pleurocistidis no
observats. Elements terminals de la pileipellis, ramificats, llisos 0 amb pigment
parietal, de 5,8-12 pm de diametre. Hipodermis amb hifes més estretes amb
pigment mixt, parietal i incrustant en helix. Sense fibules a cap lloc del carpofor.

Material estudiat. Valencia, La Llosa de Ranes, jardi amb gespa en casa particu-
lar, 30SY]J1332, 95 m, gregaris i fasciculats sobre la gespa adobada la primavera
passada, 18/09/2023, leg. A. Hostalet i R. Balbuena, det.: A. Conca, ACM223045.

Observacions. Des del punt de vista morfologic els nostres exemplars sén confor-
mes amb la descripcié de BaBos (1980), excepte en un parell de detalls: I’enfos-
quiment que presenten les nostres lamines no es assenyalada en la descripci6 ori-
ginal, pero si per JIMENEZ & REYES (2021), i la preséncia d’esferocits a la cuticula
dels exemplars més joves, possiblement perque les mostres foren rentades per la
pluja. JIMENEZ & REYES (op. cit.) presenten unes espores on la mitjana és inferior
alanostra, 3,82 x 2,62 um front 4,6 x 2,7 um en ACM223045.

Si ens atenem als aspectes macromorfologics, L. brunneolilacinus pertany a
la secci6 Piloselli (Kiinher) Singer pel viratge de la carn, primerament cap color
safra i després marré negros il’absencia de porus germinatiu a les espores. Dintre
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Figura 3. Trets morfoldgics i microscopics de Leucoagaricus brunneolilacinus (ACM223045).
A-B: Basidiomes. C: Espores en H,O. D: Espores en Melzer. E: Espores en blau de Cresil.
F: Queilocistidis. G: Epicutis.
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d’ella, pertanyeria a la subsecci6 Pilatiani Migliozzi et Perrone per la presencia
de queilocistidis claviformes sense apéndix moniliformes (Bon 1993). D’altra
banda, L. brunneolilacinus té certa ressemblanga amb L. pseudopilatianus Migliozzi,
Rocabruna & Tabares, per la presencia de necropigment als queilocistidis i el
comportament de la carn en tallar-la, pero les seues espores de 6,3-8,6(-9) x 4,2—
5,3 ym sén molt més grosses que les nostres que se situen entre 4-5 x 2,4-3 ym
(Mi1GL10ZZ1 ET AL. 2001).

Leucoagaricus badhamii (Berk. & Broome) Singer, és una especie que hem pogut
estudiar (Conca ET AL. 2020) i que presenta un comportament de la carn molt
semblant, perd que manca completament dels tons porpra de L. brunneolilacinus;
a més, té les espores molt més grosses i queilocistidis amb apendix moniliforme.
Aquests darrers tret I'inclouen a la subsecci6 Piloselli.

Aquesta constitueix la segona citacié de L. brunneolilacinus a nivell de la
Peninsula Iberica, després de la de Linares (Jaén) realitzada per JIMENEZ &
REeYEs (op. cit.). A nivell europeu sols tenim coneixement de les quatre citacions
del Jardi Botanic d'Hongria (BaBos 1980). Segons GBIF (2024), la especie s’hi
troba a Hongria (ByMOER ET AL. 2023) i Canada (ARCHAMBAULT 2019). L'habitat
en que BaBos (op. cit.) descriu I'especie és un test amb Strelitzia situada en un
hivernacle tropical del Jardi Botanic de Budapest. La primera mostra peninsular
fou localitzada en un test amb Lotus a Linares (Jaén) per JIMENEZ & REYES (op.
cit.). La nostra col-lecci6 s’ha trobat entre la gespa d'un jardi particular adobat
la primavera anterior. Pensem que es tracta d’una especie tropical, com molts
taxons d’aquest genere (VELLINGA 2001), que ocasionalment fructifiquen en
terres temperades, ja siga per les condicions tropicals de I'habitat (BaBos op. cit.)
o en tests o gespes adobats amb materials d’origen tropical (fibra de coco...).

No hem trobat en el GENBANK la seqiiencia de la regi6 ITS de I'holotip, aixi
que des d’aquest punt de vista no podem assegurar la pertinenca del nostres
exemplars a I'especie descrita per Babos. Pero si que hi ha una coincidencia del
100 % entre les dues col-leccions peninsulars.

De l'analisi de I’arbre filogenétic s'hi poden extraure una serie de conclusions,
encara que no definitives ja que estan realitzades en base a una tinica regio (ITS).
La primera es que L. brunneolilacinus es troba filogeneticament allunyat de les
especies de Leucoagaricus macroscopicament semblants com L. badhamii (Berk.
& Broome) Singer i L. croceovelutinus (Bon & Boiffard) Bon. Aquestes especies
formarien un clade amb L. purpureolilacinus Huijsman, L. pilatianus (Demoulin)
Bon & Boiffard o L. subvolvatus (Malencon & Bertault) Bon, que han estat
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recombinats recentment a Leucocoprinus purpureolilacinus (Huijsman) M. Asif,
Saba & Vellinga, Leucocoprinus pilatianus (Demoulin) M. Asif, Saba & Vellinga,
Leucocoprinus subvolvatus (Malengon & Bertault) M. Asif, Saba & Vellinga per Asir
ET AL. (2024). Una altra conclusi6 que es trau de 'arbre és que, filogeneticament,
L. brunneolilacinus esta més proxim a Agaricus, almenys A. bisporus, A. cupressicola
i A. phaeolepidotus, que als leucoagarics classics. Caldria estudiar més regions de
I’ADN i més mostres de L. brunneolilacinus, especialment el tipus o un topotipus,
per tal d’avaluar la seua transferencia al genere Leucocoprinus, Agaricus, o bé el
mantindre-la dins els génere Leucoagaricus. Per totes les consideracions anteriors
pensem que, de moment, cal mantenir el nom generic de Leucoagaricus i no
recombinar-lo amb Leucocoprinus.

Finalment, la relaci6 actual d’especies de Leucoagaricus i Leucocoprinus al Pais
Valencia és la segiient, estant en negreta les aportacions d’aquest niimero del
Butlleti (incloent altres articles):

Leucoagaricus americanus (Peck) Vellinga

Leucoagaricus badhamii (Berk. & Broome) Singer
Leucoagaricus barssii (Zeller) Vellinga

Leucoagaricus brunneolilacinus Babos

Leucoagaricus carneifolius (Gillet) Wasser

Leucoagaricus cinerascens (Quél.) Bon & Boiffard
Leucoagaricus crystallifer Vellinga

Leucoagaricus cygneoaffinis (Pilat) P. Roux & Eyssart.
Leucoagaricus erubescens (Babos) Bon

Leucoagaricus gauguei Bon & Boiffard

Leucoagaricus melanotrichus (Malengon & Bertault) Trimbach
Leucoagaricus subolivaceus Migl. & L. Perrone

Leucoagaricus viridariorum G. Mufoz, A. Caball., Salom & Vizzini
Leucoagaricus volvatus Bon & A. Caball.

Leucocoprinus birnbaumii (Corda) Singer

Leucocoprinus cepistipes (Sowerby) Pat

Leucocoprinus cretaceus (Bull.) Locq

Leucocoprinus cygneus (J.E. Lange) Bon

Leucocoprinus ianthinus (Sacc.) P. Mohr

Leucocoprinus leucothites (Vittad.) Redhead

Leucocoprinus littoralis (Ménier) M. Asif, Saba & Vellinga
Leucocoprinus nympharum (Kalchbr.) M. Asif, Saba & Vellinga
Leucocoprinus purpureolilacinus (Huijsman) M. Asif, Saba & Vellinga
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