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RESUMEN

Los bosques de encino son comunidades de gran importancia ecologica, donde
una gran diversidad de organismos interactla entre si aportando un beneficio para
sostenibilidad de todo el ecosistema. Tal es el caso de los hongos
ectomicorrizogenos (HECM) y las raices de los arboles que forman las
ectomicorrizas, éstas son una forma de interaccion mutualista que juega un papel
crucial en el mantenimiento de estos ecosistemas, en particular de los bosques de
Quercus. Sin embargo, existe poco conocimiento de la diversidad de hongos
ectomicorrizgenos asociados con las raices de arboles de este género. Por lo
anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar los hongos
ectomicorrizogenos asociados a raices de Quercus glaucoides M. Martens &
Galeotti y de Q. potosina Trel en un bosque templado del centro de México. Las
micorrizas se obtuvieron del muestreo directo de la raiz de las dos especies de
encinos. Se realiz0 la caracterizacion macro y micro-morfologica de las
ectomicorrizas. Ademas, se secuencio la region de los ITS para la identificacion de
especies de HECM asociadas a Q. glaucoides y Q. potosina. La identidad
taxonomica de los hongos se obtuvo por su similitud nucleotidica contra las
secuencias depositadas en GenBank mediante el programa BLAST. Se
encontraron 29 morfotipos diferentes, 15 especificos para Q. glaucoides, tres para
Q. potosina y 11 morfotipos se presentaron en ambas especies. Se realizo el
analisis molecular de 300 puntas ectomicorrizicas y como resultado se obtuvieron
nueve unidades taxondmicas operacionales moleculares (MOTU’s) agrupadas en
cinco géneros. El género con mayor numero de especies fue Tomentella con tres,
seguido de Inocybe y Russula con dos cada uno y Sebacina y Tuber con una
especie. Solamente Sebacina epigaea y Tuber castilloi sus secuencias
coincidieron con 97 % de similitud con las reportadas en GenBank, las especies
restantes podrian ser nuevos registros. Se realizé la comparacion de especies, de
morfotipos y esporomas de HECM. Al comparar los resultados con los obtenidos
mediante el analisis molecular con las 31 especies de HECM reportadas con base
en esporomas en el mismo sitio de estudio, se encontraron especies no citadas,

como es el caso de Tomentella, Sebacina, Tuber y Cenococcum geophilum. Los

VI



resultados obtenidos de las especies asociadas a las dos especies de Quercus

son indicativos de la importancia de realizar estudios en dichos ecosistemas.

Palabras clave: Diversidad a, ectomicorrizas, morfotipos, analisis molecular.



ABSTRACT

The oak forests are communities of great ecological importance; where a wide
variety of organisms interact with each other providing a benefit for sustainability of
the entire ecosystem. Such is the case of ectomycorrhizal fungi (ECMF) and the
roots of trees that form ectomycorrhizae which are a form of mutualistic interaction
that plays a crucial role in maintaining these ecosystems. However, there is little
knowledge related to the diversity of ECMF associated with the oak roots. The
objective of this work was to determine the ectomycorrhizal fungi associated with
Quercus glaucoides M. Martens & Galeotti and Q. potosina Trel roots in a
temperate forest in central Mexico. Mycorrhizae were obtained by sampling directly
at the root of the two oak species. The macro and micro-morphological
characterization of ectomycorrhizae was performed. In addition, the ITS region of
ribosomal DNA was sequenced for the identification of ECMF species associated
with Q. glaucoides and Q. potosina. The taxonomic identity of the ectomycorrhizal
fungi was achieved by their nucleotide similarity against sequences deposited in
GenBank database through the BLAST program. We found 29 different
morphotypes, 15 specific for Q. glaucoides, three for Q. potosina and 11
morphotypes were present in both species. Molecular analysis of 300
ectomycorrhizal tips was performed and as a result nine molecular operational
taxonomic units (MOTU’s) grouped in five genera. The genus with the highest
number of species was Tomentella with three, followed by Inocybe and Russula
with two each and Sebacina and Tuber with one tree species. Only Sebacina
epigaea and Tuber castilloi their sequences coincided with 97% similarity to those
reported in GenBank database, the remaining species might be new records.
When comparing the results with those obtained from the ECMF species by
molecular analysis with the 31 species of ECMF reported based on sporomas at
the same study site, non-cited species were found, such as Tomentella, Sebacina,
Tuber and Cenococcum geophilum. The results obtained from the species
associated with the two Quercus species are indicative of the importance of

conducting studies in these ecosystems.

Key words: a-diversity, ectomycorrhizae, morphotypes, molecular analysis.
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I. INTRODUCCION

La diversidad biolégica de Meéxico ha sido ampliamente reconocida,
particularmente por el nimero de especies de vertebrados y de plantas que
habitan su territorio, asi como por los ecosistemas presentes (Challenger y
Soberdn, 2008). Ejemplo de ello son los bosques templados, los cuales presentan
una alta diversidad bioldgica y son considerados ecosistemas con gran potencial
para el almacenamiento de carbono, el reciclaje del agua y la liberacion de
oxigeno (Olivera-Morales et al., 2011; Ignacio-Ruiz et al., 2014).

Los bosques templados ocupan aproximadamente el 16.6 % de la superficie en
nuestro pais, lo que equivale aproximadamente a unos 32 millones de hectareas.
Uno de los tipos de vegetacion que se engloban dentro de éstos son los bosques
de encino dominados por el género Quercus (Fagaceas) (Ignacio-Ruiz et al.,
2014).

A nivel mundial, el género Quercus se desarrolla ampliamente y de manera natural
no soélo en los bosques templados (Challenger y Soberén, 2008) sino también en
los bosques tropicales, en los semitropicales y en los matorrales de clima seco del
hemisferio norte. Los arboles de Quercus se han clasificado en dos grandes areas
o centros de diversidad, el primero se localiza en el sureste de Asia, con alrededor
de 125 especies, mientras que el segundo esta en América, con cerca de 250

especies que se distribuyen desde Canadéa hasta Colombia (Arizaga et al., 2009).

En México, la diversidad de Quercus esta representada con alrededor de 161
especies registradas, lo que implica que sea el mayor centro de diversidad en el
continente americano y que equivalga a casi una tercera parte con respecto a la
mundial (Valencia, 2004, Flores-Maya et al., 2006, Arizaga et al., 2009). Como
resultado, los encinos constituyen el principal tipo de plantas de los sistemas
vegetales montafiosos de México, es decir, de los bosques templados de encino,
de pino-encino, mesdfilos de montafia, tropicales caducifolios, de galeria (Romero-
Rangel et al., 2002) y de zonas con climas xéricos con un habito de crecimiento

comunmente arbustivo a llegar a establecer matorrales, hasta regiones con



condiciones mésicas, donde se desarrolla en forma arborea (Encina-Dominguez y
Villarreal-Quintanilla, 2002, Arizaga et al., 2009) y ocupa el 5.5 % de la superficie
total del pais presentandose la mayor diversidad de especies en un intervalo
altitudinal que va de los 1 200 a los 2 800 m s. n. m. (Santacruz y Espejel, 2004,
Arizaga et al., 2009). La formacion de latifoliadas que comprenden los bosques de
encino prosperan en altitudes desde el nivel del mar hasta los 3 500 m s. n. m.,
sobre suelos profundos o someros, en areas en que llueve 700 a 1 200 mm en
promedio anual con un habitat similar a los bosques de Pinus (Valencia, 2004;
Rzedowski, 2006).

Los estados con mayor riqueza de encinos son Nuevo Leon, Veracruz y Oaxaca,
sin embargo, las entidades con mayor informacidon cientifica sobre este tipo de
plantas son Jalisco, Guerrero, México y Michoacan mientras que el Unico estado
sin encinos es Quintana Roo (Arizaga et al., 2009). En el estado de Tlaxcala los
encinares ocupan aproximadamente el 5 % de la superficie estatal (Figura 1),
distribuidos principalmente sobre cerros y lomerios de la porcidén centro y norte de
la entidad, y en el Parque Nacional La Malinche, entre 2200 y 3000 m s. n. m.
(Santacruz y Espejel, 2004). Particularmente, para el municipio de Ixtacuixtla de
Mariano Matamoros que se localiza al sureste del estado de Tlaxcala se ha
reportado para un total de 279.26 ha de bosque primario y 673.71 ha de bosque
secundario (SEMARNAT, 2015).

SIMBOLOGIA

- Latifoliadas

Figura 1 Distribucion de plantas latifoliadas en el estado de Tlaxcala (SEMARNAT, 2015).



Maximino Martinez realizd una revision sobre los encinos de México entre los afios
1952 a 1974, describi6 las especies mas frecuentes en el pais, con 176 especies,
10 variedades y dos formas. De ellas, 23 especies se reportaron para Tlaxcala,
entre las cuales se encontraron Quercus candicans Née, Q. castanea Née, Q.
esperanzae Trel., Q. glabrescens Benth., Q. mexicana Humb. & Bonpl., Q.
rugulosa M. Martens & Galeotti, Q. laurina Humb. & Bonpl, Q. magnoliifolia Née,
Q. greggii (A. DC.) Trel.,, Q. microphylla Née, Q. dysophylla Benth., Q. sartorii
Liebm. (Santacruz Garcia y Espejel Rodriguez, 2004), Q. acutifolia Née, Q. affinis
Scheidw. (Pérez-Olvera y Davalos-Sotelo, 2008), Q. crassifolia Humb. & Bonpl., Q.
rugosa Née, Q. crassipes Humb. & Bonpl. (Luna et al.,, 2003, Ramirez-Albores,
2013; Loranca-Bravo et al., 2013), Q. frutex Trel., Q. laeta Liebm., Q. obtusata
Humb. & Bonpl., Q. potosina Trel., Q. glaucoides M. Msrtens & Galeotti y Q.
deserticola Trel. (Campos-Lopez, 2015).

1.1 Descripcion general de Quercus glaucoides y de Q. potosina

1.1.1 Quercus glaucoides M. Martens & Galeotti

Las descripciones se tomaron de los trabajos de, Luna et al. (2003), Rzedowski y
Rzedowski (2005), Arizaga et al. (2009), Campos-Lopez (2015).

Nombre comun: Encino blanco, encino negro, roble, tocuz, encino prieto, encino

chaparro.

Tamafio: Arbol de 3 a 13 m de altura y con diametro del fuste de 17 a 50 cm,
ramillas de 1 a 2 mm de diametro, tomentosas al principio, después glabras;

estipulas linear-subuladas, de 6 a 9 mm de largo, pilosas.
Corteza: Gris a gris obscuro y escamosa.

Peciolo: De 2 a 6 mm de largo.

Hoja: Coriaceo, oblanceolada de 3.7 a 15.5 cm de largo por 1.5 a 7.0 cm de
ancho; margen algo engrosado, generalmente ondulado con 3 a 6 dientes a cada
lado, a veces casi entero; apice obtuso o redondeado; base cordada o

redondeada, nervios laterales 6 a 12 pares; haz verde grisdceo y opaco, en



ocasiones algo lustroso; envés mas palido, glauco-ceroso, amentos masculinos
de 2 a 3 cm de largo, pilosos, flores femeninas 1 a 20, por lo general 5 0 6, en un
peddanculo hasta de 5 cm de largo (Figura 2a).

Fruto: Anual, solitario o generalmente en grupos de 2 o 3; cUpula hemisférica, de
12 a 18 mm de didmetro con las escama cubiertas de tomento de color café,
engrosadas en la base, bellota ovoide, de 12 a 18 mm de largo incluido un tercio

o hasta la mitad de su largo.

Aprovechamiento: Lefia, carbon, construccion rural o mangos de herramientas

diversas, fabricacion de horcones, cabos y puertas de golpe, medicinal, forraje.
Mecanismo de propagacion: Por bellotas
Habitat: Laderas, en bosques de encino y bosques tropical caducifolio entre 830 a

2000 m s. n. m. y sobre suelos pedregosos y someros.

Distribucion geografica: En Estados Unidos y México; se distribuye en Guerrero,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn,

Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Sinaloa, Tamaulipas, Zacatecas y Tlaxcala.

1.1.2 Quercus potosina Trel.

Las descripciones se tomaron de los trabajos de, Rzedowski y Rzedowski (2005),
Campos-Lo6pez (2015).

Tamafio: Arbol de 3 a 7 m de altura, fuste de 15 a 30 cm de diametro, ramillas de
1.5 a 5 mm de diametro, con tomento rojizo formado de pelos estrellados y
glandulares; estipulas filiformes a subuladas de 6 a 10 mm de largo, pilosas,

escamosas.
Corteza: Gris a gris obscuro y escamosa.

Peciolo: De 3 a 6 mm de largo, cubierto de tomento rojizo

Hoja: Coriacea, obovada, suborbicular, oblonga u oblanceolada, de 2 a 9 cm de
largo por 0.8 a 7 cm de ancho; 4pice redondeado u obtuso, margen engrosado y

algo revoluto, entero o con 4 a 13 dientes mucronados de cada lado, base



cordada, venas laterales 7 a 10 pares, haz con algunos pelos estrellados, envés
con la epidermis palida, casi lisa, a veces algo papilosa, cubierta de pelos
estrellados sésiles y pelos glandulares de color ambar, amentos masculinos de 3
a 5 cm de largo o mas, flores femeninas 2 a 10, en un peddnculo de 1 a 3 cm de
largo (Figura 2b).

En algunos casos las hojas son un poco mas pequefas, el apice es algo agudo y
la bellota es un poco mas pequefia; sin embargo, el aspecto general de las ramas
y la pubescencia del envés de las hojas, corresponden a las mencionadas.

Fruto: Solitario o agrupados por pares, situados a 1 cm o menos de la base del
pedunculo, cupula hemisférica, de 12 a 20 mm de diametro, con las escamas
gruesas y canescentes en la base, bellota ovoide, de 15 a 18 mm de largo,
incluida hasta la mitad de su largo.

Aprovechamiento: Lefia, carbdn, construccion rural o mangos de herramientas

diversas, fabricacién de horcones, cabos y puertas de golpe.

Mecanismo de propagacion: Por bellotas

Habitat: Laderas, en bosques de encino y bosques tropical caducifolio entre 830 a

2000 m s. n. m. y sobre suelos pedregosos y someros.

Distribucion geografica: Se extiende desde el sur de Chihuahua, Jalisco e
Hidalgo, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Jalisco, Aguascalientes,

Guanajuato, Estado de México y Tlaxcala.

! .
Figura 2. Morfologia de ramas de Q. glaucoides (1a) y Q. potosina (2b) (tomado de
http://oaks.of.the.world.free.fr/quercus_glaucoides.htm)



http://oaks.of.the.world.free.fr/quercus_glaucoides.htm

1.2 Importancia de los bosques de encinos

Los bosques de encinos, entre otros ecosistemas forestales llevan a cabo
funciones ecologicas muy importantes, generan habitats que propician el
crecimiento de plantas terrestres y epifitas; refugio y alimento de aves, mamiferos,
reptiles y artropodos, asi como de microorganismos de la rizésfera; son
generadores y formadores de suelo, modificadores de condiciones de
microambientes, producen oxigeno, capturan biéxido de carbono. Ademas,
reducen la susceptibilidad del suelo a la erosion, infiltran el agua al subsuelo, en
ellos prosperan numerosas interacciones simbidticas, entre ellas las mutualistas,
asi como el flujo de nutrimentos entre su biota (Reyes, 2006, Arizaga et al., 2009,
Romero-Rangel y Rojas-Zenteno, 2009). Aunado a ello, su contribucion en la
recarga de mantos acuiferos es de vital importancia en muchas regiones del pais
(Alvarado-Rosales, 2007).

Asimismo, como parte de su significado cultural, se encuentra el hecho de que en
el Escudo Nacional de México se encuentre plasmada una guirnalda hecha con

hojas de encino y de laurel (Santacruz y Espejel, 2004).

El bosque de encino como un recurso natural ha servido como fuente de alimento
para el hombre y es utilizado para diversas aplicaciones en el sector industrial. Por
ejemplo, los frutos constituyeron una fuente alimenticia importante para el
humano, aunque su uso ha disminuido, actualmente las bellotas son empleadas
como alimento para el ganado (principalmente porcino). Ademas, existen ciertas
especies (encinos de miel) que son productoras de sustancia azucaradas que son
recolectadas por las abejas y almacenadas en forma de miel (Arizaga et al., 2009).
También la corteza es ampliamente utilizada en trabajos de peleteria debido a su

alta concentracién de taninos (Arizaga et al., 2009).

A nivel mundial, la madera de los encinos es considerada de alta calidad, por lo
gue resulta importante para la economia de algunos paises europeos como
Inglaterra, Francia, Alemania, asimismo, en estados unidos de Norteamérica y de

Canada (Pérez-Olvera et al., 2000, Diaz-Pontones y Reyes-Jaramillo, 2009). En



México, el aprovechamiento del encino se destina a la elaboracion de mangos de
diversas herramientas, confeccién de artesanias y elaboracion de muebles siendo
estos los usos mas frecuentes (Pérez-Olvera et al., 2000, Arizaga et al., 2009),
respecto a su potencial de uso, es muy comun que se considere la mayor parte de
la madera principalmente para celulosa, escuadria, lefia y carbén (De La Paz
Pérez et al., 2000, Pérez-Olvera et al., 2000, Arizaga et al., 2009).

Sin embargo, este tipo de vegetacion puede desaparecer como consecuencia de
las actividades antrépicas que alteran factores abiéticos como el pH del suelo, el
contenido de materia organica y la riqueza de la microbiota (Requena et al., 2001),
la temperatura, la humedad del suelo, la humedad del aire y las condiciones
luminicas del entorno (Sanchez-Montes de Oca, 2015). Para ello, la microbiota del
suelo desempeiia un papel fundamental en el mantenimiento de los ecosistemas
terrestres ya que favorecen la formacion del suelo, influyen en la productividad,
diversidad y estructura de las comunidades vegetales (Martinez y Pugnaire, 2009).
Asi mismo, los microorganismos del suelo se pueden emplear para prevenir la
degradacion y la recuperacion del funcionamiento normal del ecosistema en una
restauracion o rehabilitacion ecolégica (Requena et al.,, 2001). Para ello existen
algunos grupos de organismos, como los hongos que forman relaciones
simbidticas mutualistas denominadas micorrizas en la que ambos organismos

involucrados resultan beneficiados.

1.3 Hongos micorrizicos

Los dos tipos de micorrizas con mayor distribucion en el planeta son la micorriza
arbuscular (MA) y la ectomicorriza (ECM) (Rodriguez-Tovar et al., 2004). Ambos
tipos difieren significativamente en sus caracteristicas estructurales, asi como en
las especies de plantas y de hongos que interactian en la relacién (Figura 3)
(Bucking et al.,, 2012), el principal beneficio para ambos simbiontes es el
intercambio nutrimental (Perea-Estrada et al., 2005). Cabe mencionar que muchos
de los arboles de familias como las Pinaceas (pinos), Fagaceas (haya, encino,
roble), Betulaceas, y los Dipterocarpacea (Rodriguez-Tovar et al., 2004) son

dependientes de la asociacién micorrizica para su supervivencia y crecimiento



normal (Smith y Read, 1997). Asimismo, esta asociacion simbiotica es un factor
principal para mantener la biodiversidad y el funcionamiento de los ecosistemas
(Valdés, 2011).

En particular, las comunidades de hongos ectomicorrizicos son ricas en especies y
se conocen mas de 5 000 agrupadas dentro de 15 familias pertenecientes a los
llamados hongos verdaderos (Rodriguez-Tovar et al., 2004). La simbiosis ECM se
establece entre las raices secundarias de arboles pertenecientes a angiospermas
y gimnospermas lefiosas y hongos Basidiomycetes y Ascomycetes principalmente,
tanto de regiones tropicales como en zonas templadas y boreales. Esta simbiosis
es caracteristica de grupos importantes de arboles y de arbustos, incluyendo a las
familias Pinaceae, Cupressaceae, Fagaceae, Betulaceae y Salicaceae (Horton y
Bruns, 2001, Pérez-Moreno y Read, 2004, Courty et al., 2010).

ECM-Gimnospermas

Z

Figura 3. Caracteristicas estructurales de la micorriza arbuscular y de la ectomicorriza en raices de
angiospermas y de gimnospermas (Biicking et al., 2012).

1.4 Importancia de las ectomicorrizas en sistemas forestales

Estas asociaciones proveen a las plantas una mayor superficie para absorber N, P
y K, asi como micronutrimentos como Fe, Mn, Cuy Zn y agua del suelo, lo cual se
refleja en un incremento de supervivencia y biomasa. Ademas, les confieren
mayor capacidad para tolerar organismos patdgenos, altas temperaturas, sequia,

acidez del suelo y altas concentraciones de metales téxicos (Egerton-Warburton y



Griffen, 1995, Boling et al., 2006, Carrasco-Hernandez et al., 2010, Olivera-
Morales et al., 2011, Garibay-Orijel et al., 2013) al inmovilizar los metales en las
raiz, impidiendo que éstos pasen a la parte aérea de la planta (Navarro et al.,
2007) aunado a las caracteristicas genotipicas del arbol los resultados de
supervivencia aumentan significativamente. Reciclan materia organica mediante
su mineralizacion, solubilizan fosfatos a través de la excrecion de acidos
organicos, influyen en la estructura del suelo y en el almacenamiento de carbono
en el mismo (Ruiz et al., 2011, Huang et al., 2014) aunado a las caracteristicas
genotipicas del arbol el porcentaje de crecimiento y desarrollo aumenta. Debido a
lo anterior, la ausencia de los hongos ectomicorrizicos en las diversas
comunidades vegetales puede comprometer su buen funcionamiento (Chung,
2005), ya que son determinantes en gran parte del mantenimiento ecologico de las
comunidades forestales (Quifibnez-Martinez et al., 2009). No obstante, a pesar de
la importancia ecoldgica de estos hongos, se calcula que existe para México un
numero cercano a 10000 taxones de los que se solo se han descritos menos del 5
% (Rodriguez Alcantar et al., 2019).

Aunque en México existen estudios sobre las diferentes asociaciones
ectomicorrizicas con los diferentes tipos de vegetacion, como el de Aguilar-Aguilar
et al. (2011) quienes identificaron la presencia de hongos ectomicorrizicos
asociados con las raices de Pinus jeffreyi Balf en el Parque Nacional Constitucion
de 1857 en Baja California, México; asimismo, Coérdova-Chavez et al. (2014)
evaluaron cuantitativamente especies pertenecientes a hongos ectomicorrizicos
del grupo basidiomicetos en seis localidades de la regién del Cofre de Perote, con

vegetacion de bosque de Abies, Pinus y ecotono con bosque de Abies-Pinus.

Galindo-Flores et al. (2015) realizaron una caracterizacion morfolégica macro y
microscopica de ectomicorrizas formadas por Laccaria trichodermophora G.M.
Muell. y Suillus tomentosus (Kauffman) Singer en Pinus montezumae Lamb.. De
igual manera, Baeza-Guzman et al. (2017) hicieron una caracterizacion
morfoldgica y genética de los hongos ectomicorrizicos asociados a bosques de

Pinus hartwegii Lindl. en el Parque Nacional Cofre de Perote, Veracruz. Por otro



lado, Alvarez-Manjarrez (2012) y Juérez-Barradas (2015) caracterizaron los
morfotipos de ectomicorrizas asociados con Coccoloba uvifera (L.) L. Sin
embargo, se tiene poca informacion en lo que respecta a los hongos
ectomicorrizicos (HECM) asociados especificamente con raices de encinos, por
esta razon es importante conocer la diversidad y la abundancia de los HECM en
bosques de encinos e identificar y conocer las especies al momento de
implementar la inoculacion micorrizica para actividades de restauracion o

reforestacion de estos bosques de encino.

IIl. ANTECEDENTES

A nivel mundial existen estudios que aportan informacién sobre la identificacion de
ectomicorrizas en raices de plantas de Quercus spp.; destaca el de He et al.
(2007) quienes determinaron la transferencia de nitrogeno a partir de dos fuentes
(NO3 y NH.,) en tres especies de Quercus ectomicorrizadas (Q. douglasii Hokk. &
Arn., Q. garryana Douglas ex Hook. y Q. agrifolia Née). Dichos autores reportaron
gue la transferencia de N a las raices fue mayor en plantulas de Q. agrifolia que en
Q. douglasii y Q. garryana. En cuanto a los morfotipos de ectomicorriza de las tres
especies se observaron cinco, los cuales pertenecieron a las familias Boletaceae,
Cortinariaceae, Thelephoraceae y Elaphomycetaceae; asimismo, evidenciaron la
presencia de micorriza arbuscular con porcentajes de valores minimos de

colonizacion.

En México, Morris et al. (2008b) realizaron un estudio sobre la diversidad de
hongos ectomicorrizicos asociados con Q. crassifolia del Parque Huixteco en
Guerrero y encontraron un total de 44 especies asociadas de las familias

Russulaceae, Inocybaceae y Thelephoraceae.

Las especies de HECM que se han reportado a través de la identificacion de
esporomas para el estado de Tlaxcala pertenecen a los géneros Suillus,
Hebeloma, Laccaria, Boletus (Nava-Gutiérrez y Hernandez-Cuevas, 2003),
Inocybe (Estrada-Torres, 2003), Amanita, Ramaria, Gomphus, Helvella, Entoloma,

Chroogomphus, Hygrophorus, Russula, Cantharellus, Clitocybe, Paxina, Ramaria
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(Montoya, 2003), y particularmente, para los bosques de Quercus géneros como
Amanita y Boletus (Montoya, 2003). Altamirano (2000) estudi6 la diversidad de
géneros de macromicetos, mixomicetos y liquenes de un bosque de Quercus spp.
en el municipio de Ixtacuixtla, Tlaxcala, report6 la presencia de siete géneros de
HECM Lactarius, Russula, Leccinum, Tylopillus, Scleroderma, Amanita y Boletus.
A su vez, Campos-Lépez (2015) en el mismo bosque encontré los géneros
Inocybe, Tylopillus, Lactarius, Amanita y Russula.

Para definir la diversidad micorrizica asociada a las raices de los arboles, se han
utilizado los morfotipos ectomicorrizicos (He et al., 2007). Sin embargo, estudios
recientes han hecho posible su caracterizacion no solo a partir de los esporomas y
de los caracteres morfologicos, sino también por puntas micorrizadas con métodos
basados en técnicas moleculares para la determinacion de las especies y asi
aumentar el conocimiento sobre la diversidad y composicion de sus comunidades
(Horton y Bruns, 2001., He et al., 2007, Morris et al., 2008).

Entre los estudios con técnicas moleculares encontramos el, de Morris et al.
(2008a) quienes al estudiar la diversidad de comunidades ectomicorrizicas en Q.
douglasii y en Q. wislizeni A. DC. se identifico un total de 140 taxa, de las cuales
se identificaron 57 sobre la base de secuencias que coinciden con las de cuerpos
fructiferos de Cenococcum y una a nivel especie (Amanita phalloides (Vaill.:
Fries)). Los 82 taxones restantes se identificaron a nivel de género (40), de familia
(34) y de orden (8). Entre los géneros encontrados estan Amanita, Boletus,
Clavariadelphus, Clavulina, Entoloma, Gautieria, Hebeloma, Hygrophorus,

Hysterangium, Laccaria, Melanogaster y Octavianina.

Por su parte, Leski et al. (2010) evaluaron la diversidad de morfotipos de HECM
en Q. robur L. y en Q. petraea (Matt.) Liedl. procedentes de cinco viveros
forestales. De la observacion morfolégica y molecular los autores reportaron un
total de 23 especies, pertenecientes al Orden Pezizales, y a las familias
Tricholomataceae, Inocybaceae, Hymenogastraceae, Thelephoraceae,

Tuberaceae, Atheliaceae, Gloniaceae, Hydnangiaceae, Paxillaceae vy
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Sclerodermataceae. Hynes et al. (2010) en un estudio se utilizaron hifas
ectomicorrizicas extraidas de un bosque de Q. douglasii, Q. wislizeni A. DC. y
Pinus sabiniana Douglas ex D. Don, reportaron un total de 32 especies, 29 de
ellas son ectomicorrizicas. Sin embargo, especies asociadas particularmente con
Q. douglasii y Q. wislizeni so6lo fueron 19 ectomicorrizicas pertenecientes a
géneros como Melanogaster, Xerocomus, Tomentella, Inocybe, Lactarius,
Tricharina y del orden Sebacinales.

Por otra parte, Hynes et al. (2010) realizaron un estudio molecular con hifas
ectomicorrizicas en un bosque de Quercus-Pinus de Browns Valley, CA, EUA,
para hacer una relacién entre esporomas y puntas ectomicorrizadas presentes en
el sitio de estudio. Registraron 33 taxa en total con las muestras procesadas de
hifas ectomicorrizicas, de los cuales el 58 % (19 taxa) se encontraban asociadas a
las raices y so6lo el 18 % de las especies detectadas (seis taxa) se encontraron en
esporomas y quince taxa no se detectaron previamente en este sitio con muestras
de puntas micorrizadas. La division fungica dominante en el estudio fueron
Basidiomicetos, siendo los taxa dominantes los Thelephorales y Boletales, se

registro solo dos taxa para Ascomicetos.

Trocha et al. (2011) describieron 31 morfotipos ectomicorrizicos asociados a
cuatro especies de éarboles, dos de ellas fueron Q. rubra y Q. robur.
Posteriormente, cada morfotipo fue sometido a un analisis molecular, se determiné
los diferentes morfotipos de ECM por coincidencia de similitud del 97 % con las
secuencias de GenBank. Se reportd para las dos especies de Quercus 18
morfotipos, cuatro a nivel familia y 14 a nivel especies (Paxillus involutus (Batsch:
Fr.) Fr., Cortinarius cf. vibratilis, Lactarius quietus (Fr.) Fr., Russula ochroleuca

(Pers.) Fr., Boletus edulis Bull.: Fr., etc.)

Lancellotti y Franceschini (2013), en un estudio de la comunidad ectomicorrizica
asociada con Q. suber L. determinaron 57 morfotipos, 51 de los cuales se
identific6 molecularmente; 11 a nivel especie (Cortinarius rubricosus (Fr.) Fr.,

Inocybe hirtella Bres., Amanita rubescens Pers., etc.), 30 a nivel de género
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(Cortinarius, Laccaria, etc), siete a nivel de familia (Amanitaceae,
Pyronemataceae, Russulaceae, etc.) y tres a nivel de orden. Asimismo, los seis
morfotipos restantes se caracterizaron soOlo sobre una base morfolégica y

anatomica ya que no tuvieron resultados del analisis molecular.

Huang et al. (2014) a través de la determinacion molecular de morfotipos
ectomicorrizicos asociados a Q. fabri Hance, reportaron un total de 20 especies
pertenecientes a géneros como Amanita, Cenococcum, Pisolithus, Suillus,
Thelephora, Tomentella, Tuber, Phialocephala, algunos solo se determinaron a
como Ascomycota sp, a nivel familia (Atheliaceae, Inocybaceae) y orden
(Helotiales).

Garcia-Guzman et al. (2014), en un estudio de la diversidad genética de hongos
ectomicorrizicos asociados con encinos, en términos de riqueza el total de
Unidades Taxonomicas Operacionales Moleculares (MOTUs) de HECM reportaron
170 taxa, el filum mejor representado fue Basidiomycota con 132 MOTUSs, seguido
de Ascomycota con 38. Los géneros mas diversos dentro de la comunidad fueron
Russula (26 especies) Tomentella (24 especies), Sebacina (23 especies), Inocybe
(14 especies) y Pachyphloeus (9 especies) y los que presentaron una mayor
abundancia junto con Genea, Clavulina y Cortinarius representaron el 76.4 % de

las micorrizas de la comunidad.

lIl. JUSTIFICACION

La pérdida de bosques de encino por actividades antropicas como el cambio de
uso de suelo y el aprovechamiento de sus maderas como lefla o carbon
principalmente, ha conllevado a un cambio en su habitat que afecta en el
desarrollo de las nuevas generaciones de plantas, no solamente la especie
involucrada sino en los diversos organismos que interactian entre si. La
asociacion ectomicorrizica resulta indispensable en estos tipos de ecosistemas
debido a los beneficios que ofrece hacia las especies de arboles involucrados. Por
esta razon es importante saber que especies de hongos estan asociadas con las

especies de arboles del bosque.
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En México es aun escasa la informacion que se tiene sobre la diversidad de
hongos ectomicorrizicos asociados al bosque de encino, por esta razéon el
presente estudio de HECM asociados a Q. glaucoides y Q. potosina ayuda a
complementar informacion de las especies de hongos involucrados en estos tipos
de ecosistemas y en particular en las dos especies citadas, que a su vez resultan

importantes al implementar alternativas de reforestacion de estas especies.

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los bosques de Quercus spp. en el estado de Tlaxcala se encuentran fuertemente
perturbados por diferentes actividades humanas como la ganaderia, el pastoreo y
el cambio de uso de suelo destinado a actividades como la agricultura, lo que ha
provocado la fragmentacion de los bosques y con ello la erosion de los suelos y la
pérdida de organismos importantes para el establecimiento de nuevos arboles en
el sitio, como son los hongos micorrizicos, consideradas como 6rganos de
absorcion, producto de la asociacion entre el micelio de los hongos y raices de las
planteas terrestres generando asi una simbiosis benéfica. Por lo que el
conocimiento de las interacciones micorrizicas es importante para el

establecimiento y la conservacion de los bosques.

Se desconoce cuéles son las especies de hongos ectomicorrizicos asociados al
sistema radical de Q. glaucoides y de Q. potosina en un bosque templado del

municipio San Felipa Ixtacuixtla de Mariano Matamoros, Tlaxcala.
V. OBJETIVOS

5.1 General

Determinar la diversidad de los hongos ectomicorrizicos asociados con las raices
de Quercus glaucoides y de Q. potosina en un bosque templado del centro de

México.
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5.2 Especificos

e Caracterizar morfolégicamente las ectomicorrizas formadas con Quercus
glaucoides y con Q. potosina

e I|dentificar molecularmente las especies de HECM asociados al sistema
radical de plantas adultas de Quercus glaucoides y de Q. potosina.

e Comparar la diversidad de morfotipos de ectomicorrizas asociados con las
raices de Q. glaucoides y de Q. potosina con la diversidad de esporomas
de HECM.

VI. METODOLOGIA
6.1 Area de estudio

Se encuentra en el municipio de San Felipe Ixtacuixtla de Mariano Matamoros,
Tlaxcala, el cual se ubica al suroeste del estado que colinda con el estado de
Puebla, entre los paralelos 19° 16’ y 19° 25’ de latitud norte y los meridianos 98°
17" y 98° 29’ de longitud oeste con una altitud que va de los 2 100 a los 2 700
msnm. Comprende un bosque de Quercus-Juniperus de cuatro hectareas con una
altitud de 2268 m s. n. m., la vegetacion arborea predominante es Quercus spp.

con pocos individuos del género Juniperus (INEGI, 1998, 2009).

6.2 Clima

Es templado subhimedo con un régimen de lluvias en los meses de mayo y
septiembre, con un porcentaje de lluvia invernal menor a 5 mm. La precipitacion
media anual esta entre 500 a 700 mm; la maxima incidencia de lluvia se presenta
en junio y julio con un intervalo que va de 120 a 135 mm, en tanto que el periodo
MAas seco se presenta en los meses de diciembre a enero con un valor promedio
de 7 mm. Los meses mas célidos son abril, mayo y junio, con una temperatura de
17 a 18 °C y los meses mas frios son diciembre y enero con una temperatura de
11 a 12 °C (INEGI, 1986).
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6.3 Vegetacion

La vegetacion estd compuesta principalmente por bosque de Quercus-Juniperus,
el cual en la mayoria de los casos se encuentra fuertemente perturbado o bien ha
sido desplazado por la agricultura. El género Quercus es el dominante en la zona
en conjunto con algunos individuos pertenecientes a Juniperus deppeana. Se
asocian otras especies de arboles, arbustos e hierbas como el pirdl (Schinus molle
L.), el tepozan (Buddleia cordata Kunth), la ufia de gato (Mimosa biuncifera
Benth.), el chicalote blanco (Argemone platyceras Link & Otto), la lengua de vaca
(Reseda luteola L.), el maguey pulquero (Agave salmiana Otto ex Salm.), varias
especies de cactaceas (Opuntia spp.), la gobernadora (Brickellia veronicifolia
(Kunth) A. Gray), el abrojo (Adolphia infesta (Kunth)) y el capulin (Prunus serétina
Ehrh.), asi como el zacate lobero (Lycurus phleoides Kunth). Es muy comudn
encontrar este bosque asociado a elementos propios del matorral xerofilo (INEGI,
1998).

6.4 Muestreo

En la zona de estudio se establecieron cuatro cuadros de 50 x 50 m se considerd
en cuenta la mayor abundancia de los encinos, €stos representan en conjunto un
area total de 10,000 m? Se marcaron las unidades de muestreo (UM)
representadas por los arboles adultos de Quercus que se encontraron en los
cuadros (Rossman et al. 1998). Para este estudio se consideraron las especies
mas abundantes Q. glaucoides y Q. potosina, de las ocho especies reportadas
para este sitio (Q. crassipes, Q. mexicana, Q. glabrescens, Q, laeta, Q. obtusata,
Q. frutex) (Campos-Lépez, 2015).

Durante la época de lluvias se realizé un muestreo dirigido, para obtener muestras
de suelo rizosférico de doce arboles adultos. De cada arbol se obtuvieron dos
nacleos de suelo, con un total de 24. Para la toma de la muestra de suelo
rizosférico se traz6é una circunferencia de 1 m alrededor del arbol y se recolecté
ésta utilizando un tubo de PVC de 5 cm de didmetro x 50 cm de largo a una

profundidad de 30 cm. Los nucleos se transportaron en bolsas de polipapel
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(Brundrett et al. 1996) al Laboratorio de Micorrizas del Centro de Investigacion en
Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma de Tlaxcala (UATX) para su

procesamiento.

6.5 Procesamiento de las muestras
6.5.1 Caracterizacion morfolégica de las micorrizas

Para determinar las caracteristicas morfologicas de las ectomicorrizas los nucleos
del muestreo fueron rotulados con los datos de recolecta (nimero de arbol, cuadro
de muestreo y la especie, posteriormente los nucleos de suelo se lavaron
cuidadosamente con agua de la llave para retirar las particulas de suelo adheridas
a las raices de las plantas para extraer la micorriza. Las raices limpias se
colocaron en cajas Petri con agua destilada-estéril, para separar las raices
ectomicorrizadas con la ayuda de un estereomicroscopio (modelo NIKON SMZ-
2T), mismas que se colocaron en frascos con FAA (formaldehido-alcohol-acido
acético-agua, en proporciones de: 10:50:5:35 respectivamente, de unidades de
volumen (ml), para su posterior caracterizacion microscopica. Se consideraron
caracteristicas como tipos de ramificacion (dimension, formas, superficie del
manto, rizomorfos y cordones miceliares, la unién de los rizomorfos en la punta o
en la base de la raiz hospedera. Ademas, la existencia de algun tipo de conexion
entre el manto y los rizomorfos, asi como de ramificaciones y de margenes del
rizomorfo (Agerer, 1991), tipo y color de manto, este ultimo se determiné con la
ayuda de la tabla de colores Munsell (U.S. Departament of Agriculture, 1975).
Todas las caracteristicas se describieron de acuerdo con el sistema de
clasificacion de Agerer (1986,1987-1993) y Agerer y Rambold (2004-2019)

(http://www.deemy.de). Una vez caracterizada la parte macro y micromorfologica

de cada morfotipo (Anexo ) éste fue fotografiado con un microscopio de campo
claro (modelo NIKON OPTIPHOT-2) y con la ayuda de una camara ajustable
(marca TOUPCAM, UCMOS02000KPB).

Asimismo, se realizaron cortes transversales de las raices ectomicorrizadas con la

finalidad de observar las caracteristicas estructurales (Red de Hartig, micelio
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externo, pelos radicales, etc.) de los diferentes morfotipos ectomicorrizicos para
cada una de las especies de Quercus, se utilizé un microscopio (modelo NIKON
SMZ-2T), pinzas y navajas. Los cortes se colocaron en portaobjetos con agua
destilada para ser fotografiados en un microscopio con campo claro (modelo
NIKON OPTIPHOT-2) y microscopia diferencial de contraste de interferencia (DIC)
(Nomarski).

Para realizar los andlisis moleculares se tomaron puntas de raices micorrizadas
gue estuvieran en buenas condiciones (turgentes y con manto), se obtuvieron un
total de 300 puntas micorrizadas, mismas que se colocaron en agua destilada-
estéril y CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamino) para preservar el ADN
(Garibay-Orijel et al., 2013, Baeza-Guzman et al., 2017).

6.6 Analisis molecular
6.6.1 Obtencién de secuencias de ADN

De cada uno de los morfotipos ectomicorrizicos asociados con las raices de las
plantas adultas de Quercus, se extrajo y se amplificé la region del espaciador
transcrito interno (ITS) del ADN ribosomal, usando el Kit REDExtract-N-Amp Plant
PCR kits Catalog Numbers XNAP R4775 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) con
algunas modificaciones para organismos fungicos. Para ello se cortaron
fragmentos de aproximadamente 2 mm de puntas micorrizadas y cada uno se
coloco en un tubo Eppendorf estéril afiadiendo 10 ul de solucién de extraccion,
luego las muestras se colocaron en un termociclador con la siguiente secuencia:
10 min a 65 °C y 10 min a 95 °C, una vez terminado este paso se dejé enfriar
durante 10 min. Posteriormente, se agregaron 30 ul de solucién de dilucion para
neutralizar sustancias inhibidoras. Al terminar, se dejaron reposar las muestras por
30 min a temperatura ambiente y se almacenaron a 4 °C (Garibay-Orijel et al.,
2013).

Para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se utilizo el kit REDEXxtract-
N-Amp (Sigma-Aldrich) siguiendo las instrucciones del fabricante, se le

adicionaron 5.6 yl de agua, 0.2 pl del Primer ITS1F y 0.2 pl del ITS4, obteniéndose
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un volumen total para la PCR de 20 pl. Los Primers que se utilizaron fueron los
ITS1F (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) e ITS4
(CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) son especificos para amplificar dicha region ya
gue discriminan el ADN fangico del de la planta (Gardes y Bruns, 1993). Los tubos
estuvieron cerrados herméticamente para evitar la evaporacion de las soluciones
durante el procesamiento en el termociclador. EI ADN amplificado se cargd
directamente en un gel de agarosa al 1% y se corri6 en una camara de
electroforesis para su observacion a través de un transiluminador de rayos UV y
se fotografié con el programa Larch.

El ADN se purific6 usando el kit USB-ExoSAP-IT (PCR Product Cleanup
(Affymetrix), en una mezcla 1:1 del kit y agua, poniendo en un tubo Eppendorf 2 pl
de la mezcla mas 3.5 pl de la PCR. El ADN purificado se sometio a la reaccion de
secuenciacion con Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystems) bajo las

condiciones recomendadas por los fabricantes.

6.6.2 Analisis de las secuencias de ADN

Las secuencias se editaron y se alinearon a 97 % de similitud para formar
secuencias consenso en el programa Geneious Pro 9.0.4. (Peay et al., 2008,
2011a). La identidad taxondmica de los morfotipos de ectomicorriza de Quercus
spp. se determiné por similitud de sus secuencias consenso al compararlas contra
las bases de datos de GenBank y de UNITE (exclusiva de secuencias genomicas
de hongos) mediante el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(Altschul et al., 1997) del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(htth://blast.ncbi.nim.nih. gov/Blast.cgi) aceptando como de la misma especie

aquella cuya similitud fue igual o mayor al 97 %.

6.7 Comparacion de los géneros de HECM identificados en las raices

micorrizadas con los identificados a través de esporomas.

Se realiz6 una comparacion de los géneros de HECM identificados mediante el
andlisis de las secuencias de ADN obtenidas de las raices micorrizadas en Q.

glaucoides y Q. potosina con respecto a los géneros identificados a partir de los
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esporomas, esto tomando como referencia el trabajo de Campos-Lopez (2015) en

el mismo sitio de estudio.

6.8 Andlisis de datos

Para determinar el nivel de eficiencia de muestreo de los morfotipos obtenidos a
partir de las recolectas de las puntas micorrizadas de ambas especies arbéreas en
la temporada de muestreo, se construyeron curvas de acumulacién de especies
de morfotipos de ECM al considerar el nimero de recolectas como unidad del
esfuerzo de muestreo, empleando el estimador de riqueza de especies Chao 1
basando en las abundancias. Este es un estimador del nimero de especies y sus
abundancias en una comunidad basado en el nUmero de especies raras en la
muestra (Moreno, 2001). Estos datos fueron obtenidos con ayuda del programa
EstimateS ver. 9.1.0 (Villarreal et al., 2006).

Asimismo, se realizo el analisis de diversidad alfa de los morfotipos de especies
de hongos ectomicorrizogenos presentes en el sistema radical de Q. glaucoides y
de Q. potosina a través del indice de Shannon-Wiener (Krebs, 1999, Moreno,
2001), se consideraron los valores de referencia de Ramirez-Gonzales (2006)

para hongos ectomicorrizégenos (Tabla 1).

Tabla 1. Valores de referencia de Shannon-Wiener (Ramirez-Gonzéles, 2006).

Valor de diversidad alfa de Shannon Wiener Condicion de la diversidad
0-1 Muy baja
>1-1.8 Baja
>18-21 Media
>21-23 Alta
>2.3 Muy alta

Ademas, se recurri6 al indice de Dominancia de Simpson (Magurran, 1988,
Moreno, 2001) para determinar los morfotipos dominantes con base en su
abundancia. Los valores de cada uno de los indices se obtuvieron mediante el

programa Species Diversity and Richness 4.1.2 (Seaby y Henderson, 2006).
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VIl. Resultados

7.1 Diversidad morfolégica de ectomicorrizas

Se identificaron 29 morfotipos ectomicorrizicos en total; 15 fueron especificos para
Q. glaucoides (Figura 4), 3 para Q. potosina y 11 estuvieron presentes en ambas
especies (Figura 5).

8 \orfotipo 7

® \Morfotipo 12 ® Morfotipo 13

= Morfotipo 26 ~ ® Morfotipo 27 ® Morfotipo 28 ® Morfotipo 29

el k> N e
’ o - e A o x5
Figura 4. Morfotipos encontrados en raices de Q. glaucoides (marcado con punto azul) y en Q.

potosina (marcado con punto rojo) y morfotipos que se comparten en ambas especies de Quercus
(punto rojo y azul) observados bajo agua con luz amarilla y fondo negro.
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7.2 Caracteristicas macro y micro morfoldégicas de las ectomicorrizas

encontradas en raices de Quercus glaucoides y de Q. potosina

A continuacion se presentan las descripciones de los 29 morfotipos encontrados
en Q. glaucoides y Q. potosina, se indican aquellos que se lograron obtener sus
secuencias de ADN y sefialando a su respectivo hospedero.

7.2.1 Descripcién morfologica de las ectomicorrizas

Morfotipo 1
Hospederos: Q. glaucoides y Q. potosina

Sistema micorrizico simple a irregular-pinado, el eje principal fue de tonalidad
rosado (5YR 8/2) a color amarillo rojizo (5YR 6/6), y un color rojo amarillento (5YR
4/6) en otros sistemas. Las terminaciones no ramificadas fueron rectas a

ligeramente tortuosas color

Con apices redondeados y ligeramente en amarillo rojizo (7.5YR 6/6) y amarillo
(2.5Y 8/6), en otros un marron rojizo obscuro (2.5YR 2.5/4).

Se observé micelio lanoso a laxo-algodonoso blanquecino (5Y 8/1), con particulas
de suelo y raices lisas en algunas ramificaciones del sistema. Por su parte, las

raices viejas presentaron un color rojo obscuro (2.5YR 3/6).

Las hifas emanantes fueron hialinas con septos y hubo fragmentos de cristales en
la superficie del manto. Se observd un manto externo plectenquimatoso tipo L y un

manto interno plectenquimatoso tipo A.

En cuanto al corte longitudinal, el manto fue plectenquimatoso con micelio laxo. La
Red de Hartig abarcé de una a una capa y media de células corticales. En corte
transversal el manto fue plectenquimatoso, con un grosor de (14.15)-24.06-(38.37)
pum y la Red de Hartig abarc6 de uno a dos células corticales, la forma de las

células corticales fueron redondeadas (Figura 5).
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Figura 5. Morfotipo 1: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte longitudinal que
muestra el Manto (M) laxo y la Red de Hartig (rH) (40x) (d). Corte transversal (63x) (e). Particulas
de cristal (Cr) (40x) (f). Hifas emanantes con septos (S) (63x) (g). Manto externo (63x) tipo L:
Pseudoparenquimatoso. (h). Manto interno (63x) tipo A: Plectenquimétoso.
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Morfotipo 2
Hospedero: Q. glaucoides

Sistema micorrizico simple a irregular-pinado con una tonalidad rojo claro (2.5YR
7/6). Las terminaciones no ramificadas fueron dobladas a ligeramente tortuosos de
un rojo palido (10R 6/4) a rojo débil (10R 4/4), con &pices redondeados rojo claro
(2.5YR 7/6) y en otro un rojo obscuro (2.5YR 3/6).

Presento micelio ligeramente algodonoso y tomentoso, asi como micelio
blanquecino como parches y con rizomorfos tipo B de tonalidad blanco rosado
(5YR 2.5/2). En cuanto a las micorrizas viejas fueron rectas a dobladas con una
tonalidad rojo muy obscuro (10R 2.5/2).

Se observd un manto externo plectenquimatoso tipo A y un manto interno

plectenquimatoso tipo H con septos en ambos mantos.

En corte transversal, el manto presentd células redondeadas a ovaladas tipo
pseudoparenquimatoso a plectenquimatoso en el margen con una textura laxa-
gelatinosa con un grosor (19.54)-27.74-(48.85) um, estas células no presentaron
un arreglo uniforme y hay presencia de células taniferas, ademas, se observaron
hifas emanantes son septos. La Red de Hartig abarcé de dos a tres células

corticales de apariencia redondeada (Figura 6).
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Figura 6. Morfotipo 2: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscopico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte longitudinal que
muestra el Manto (M) y la Red de Hartig (rH) (40x) (d). Corte transversal (40x) (e). Rizomorfos (r)
(200x) (f). Estructura del manto (M) y capa de taninos (cT) (100x) (g). Manto externo (40x) tipo A:
Plectenquimatoso. (h). Manto interno (100x) tipo H: Plectenquimatoso.
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Morfotipo 3. Ectomicorriza de Tomentella aff. stuposa

Hospedero: Q. glaucoides

Secuencia molecular (Anexo V)

El sistema micorrizico presenté una ramificacion que va de simple a monopodial-
pinada, superficie del manto en su mayoria lisa a ligeramente lanosa con micelio
blanco (5Y 8/2). El eje principal tuvo una coloracion de rojo (2.5YR 4/6) a rojo
palido (10R 5/4). Ramificaciones rectas y en algunos casos ligeramente torcidas.

Las puntas no ramificadas presentaron una tonalidad de rojo (2.5YR 4/6) a café
rojizo (2.5YR 4/4) y en otros un rojo muy obscuro (2.5YR 2.5/2), los apices un café
rojizo (2.5YR 4/4), amarillo (10YR 7/6) y rojo obscuro (10R 3/6). El color de las
micorrizas viejas -fue rojo palido (10R 4/4) y amarillo (2.5Y 8/6).

Microscopicamente se observd un manto externo pseudoparenquimatoso tipo L:
Con células globulares en la superficie, a diferencia del tipo del manto K estas no
estan agrupadas sino dispersas por el manto, con cistidios (tipo B o C) de 17.43
pm de largo en promedio y el manto interno fue plectenquimatoso tipo B. por su
parte las ramificaciones jovenes no presentaron cistidios, el manto es

pseudoparenquimatoso tipo L con micelio laxo.

Manto conformado de cuatro a ocho capas de células ovaladas acomodadas
irregularmente tipo pseudoparenquimatoso, con grosor de (19.54)-29.77-(41.03)
pm, presentd una delgada capa de taninos. Presentd un manto lanoso-laxo que
consisti6 de hifas emanantes filamentosas, hialinas, lisas, septadas, con
abundantes fibulas e hifas gruesas de tonalidad café muy oscura (10R 2.5/2). La

Red de Hartig se establecié en la segunda capa de células corticales (Figura 7).
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Figura 7. Morfotipo 3: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscopico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte transversal (20x) (d).
Corte longitudinal que muestra el Manto (M) y la Red de Hartig (rH) (20x) (e). Corte transversal con
cistidios (c) en el margen (40x) (f). Cistidios globosos (100x) (g). Manto externo (40x) tipo L:
Pseudoparenquimétoso. (h). Manto interno (100x) tipo B: Plectenquimétoso.
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Morfotipo 4. Ectomicorriza de Tomentella sp. 1

Hospedero: Q. glaucoides

Secuencia molecular (Anexo V)

La micorriza presentd una ramificaciéon que va de simple a dicotomica e irregular
pinada, la superficie del manto lisa. El eje principal fue rojo claro (10R 6/6) a rojo
palido (10R 4/3). Las terminaciones no ramificadas rectas y en algunos casos
ligeramente torcidas con una coloracién rojo palido (10R 4/3) a café fuerte (4.5YR
5/6) y rojo muy obscuro (2.5 YR 2.5/2).

Los apices de un color rojo débil (10R 4/3) a café fuerte (7.5YR 5/6) y en otros un
rojo obscuro (10R 3/3). Las micorrizas viejas presentaron coloracién café rojizo
obscuro (5YR 3/3) a rojo palido (10R 4/3).

Se observaron hifas gruesas sobre el manto, de 1.95 a 3.91 um de ancho con una
tonalidad café claro rojizo (5YR 6/3) a negro (10R 2.5/1), con septos y con fibulas
muy frecuentes. Igualmente se presentaron rizomorfos de tonalidad rojo (10R 4/6).

El manto externo fue pseudoparenquimatoso tipo L, laxo y con manto interno
plectenquimatoso tipo A con septos. El corte transversal comprendio de células
redondeadas a ovaladas con arreglo de forma irregular tipo
pseudoparenquimatoso un grosor de (19.54)-27.15-(39.08) um, la Red de Hartig
abarcé solamente la primera capa de células corticales, se observo una capa de

taninos de color café.
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Figura 8. Morfotipo 4: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscopico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion). (¢ y d) Corte longitudinal y
transversal y que muestra el manto (M), la Red de Hartig (rH) 20x) y capa de taninos (cT) (40x). (e)
Hifas gruesas sobre la superficie del manto con fibulas (f) y septos (S) (40x). (f) estructura del
manto y red de hartig (100x). (g) Manto externo (100x) tipo L: Pseudoparenquimatoso (h). Manto
interno tipo A: Plectenquimétoso.
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Morfotipo 5
Hospedero: Q. glaucoides

Ramificacion simple a monopodial-piramidal, de tonalidad negro (2.5Y 2/0) con
leves tonalidades rojo muy obscuro (10R 2.5/2), la superficie del manto lisa y
brillosa.

Presentd hifas emanantes blanquecinas (5Y 8/2) con fibulas, rizomorfos amarillo
rojizo (7.5YR 6/8). Las terminaciones no ramificadas fueron rectas con &pices
cilindrica color negro (2.5Y 2/0).

Presentd manto interno Plectenquimatoso de tipo A con septos: y un manto
externo Plectenquimatoso tipo H. en corte transversal presentd manto tipo
pseudoparenquimatoso células ovaladas irregulares de diferentes tamafnos a
redondeadas con margen liso, un grosor de (23.44)-28.47-(37.12) pm, con una
tonalidad de rojo débil (10R 4/6).

La Red de Hartig corte longitudinal incluyé soélo la primera célula con una
estructura tipo B. y en corte transversal incluyé hasta tres células corticales, con

forma redondeadas a ovaladas (Figura 9).
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Figura 9. Morfotipo 5: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscopico, se observan las
caracteristicas macroscépicas (color, tipo de manto y ramificacién) (¢ y d). Corte transversal y corte
longitudinal que muestra el Manto (M) y la Red de Hartig (rH) (40x) (e). Red de hifas que envuelve
a las células corticales (H) (40x) (f). Se observa estructura del manto y la Red de Hartig (100x) (9).
Manto externo (100x) tipo H: Plectenquimatoso. (i). Manto interno (100x) tipo A: Plectenquimétoso.
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Morfotipo 6
Hospedero: Q. glaucoides

Ramificacion simple a monopodial-pinada, terminaciones no ramificadas, rectas,
lisas a tomentosas y la micorriza presentdé poco manto es mas brilloso. Eje

principal amarillo rojizo (5YR 7/8) y un color café rojizo (2.5YR 4/4).

Terminaciones no ramificadas y puntas de color amarillo rojizo (5YR 7/8) a olivo
(5Y 5/3) en otras, apices redondeadas a ligeramente en punta, asimismo,
terminaciones color café rojizo (5YR 4/4) a rojo obscuro (10R 3/3) y un color
amarillo (10R 7/6) en otras puntas.

La superficie del manto presentd una apariencia gelatinosa y sobre ella hay hifas
hialinas gruesas y septadas (Figura 10g). En corte transversal, el manto presenté
células redondeadas a ovaladas irregulares, con una textura laxa-gelatinosa de
tipo pseudoparenquimatoso a plectenquimatoso en el margen, el grosor fue de
(23.44)-40.05-(58.62) um.

Manto externo (tipo B) e interno (tipo A): Plectenquimatoso. La Red de Hartig
abarcé dos células corticales redondeadas y presentd una capa de taninos de
tonalidad rojo muy obscuro (10R 2.5/2) (Figura 10).
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Figura 10. Morfotipo 6: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscopico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte transversal (10x) (d).
Corte longitudinal que muestra el manto (M) y la Red de Hartig (rH) (40x) (e). Corte longitudinal con
manto laxo al margen (40x) (f). Cistidios globosos (100x) (g). Manto externo (100x) tipo B:
Plectenquimatoso (h). Manto interno (100x) tipo A: Plectenquimétoso.
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Morfotipo 7
Hospederos: Q. glaucoides y Q. potosina

Micorriza simple a irregular-pinada rojo obscuro (10R 3/3) a amarillo (10YR 8/8)
con terminaciones rectas a torcidas, con 4pices cilindricas, la superficie del manto
ligeramente algodonosa, con micelio denso blanco brilloso (5Y 8/1), presente en

parches.

Las ramificaciones con una tonalidad rojo obscuro (10R 3/3) y raices jovenes a
amarillo (10YR 8/8), ademas, se observaron apices color rojo obscuro (10R 3/3),
café rojizo (5YR 4/4) y rojo amarillento (5YR 5/6),

En el corte transversal el manto fue plectenquimatoso, mientras que en la parte
con menos micelio algodonoso el manto fue plectenquimatoso a
pseudoparenquimatoso con células redondeadas, con grosor de (11.72)-19.70-
(29.31) pm.

La Red de Hartig abarco de dos a tres capas de células corticales redondeadas,
su estructura es tipo H (Agerer, 1991) con una capa de taninos que alcanzo la

primera capa de células del manto.

El manto externo e interno son del tipo A: Plectenquimatoso, con hifas gruesas

sobre el manto externo de color naranja claro (Figura 11).
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Figura 11. Morfotipo 7: (a b) Ectomlcorrlza vista en mlcroscoplo estereoscoplco se observan las
caracteristicas macroscépicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c y d). Corte transversal y
Corte longitudinal qgue muestra el manto (M), la red de Hartig (rH) y una capa de taninos (cT) (40x)
(e). Se observan la estructura del manto (M) y la Red de Hartig (rH) (40x) (F). Se observa la
estructura del manto (M) y la red de Hartig rH) (100x) (g y h). Manto externo e interno (100x) tipo A:
Plectenquimatoso.
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Morfotipo 8
Hospederos: Q. glaucoides y Q. potosina

Ramificacion simple a dicotomica e irregular-pinada, el sistema micorrizico fue
robusta, manto algodonosa con agregados de suelo y ligeramente brillosa. Eje
principal del sistema color amarillo rojo débil (10R 5/4), rojo péalido (10R 6/4) y un
gris oscuro (5Y 4/1)

Terminaciones no ramificadas rectas y ligeramente torcidas, con puntas
redondeadas, presenté un manto color blanco (5Y 8/1) con hifas emanantes del
mismo tono y terminaciones con tonalidad rojo débil (10R 5/4), rojo palido (10R
6/4) y un gris oscuro (5Y 4/1). Los apices café (10YR 5/3) y amarillo rojizo (7.5YR
6/8).

La micorriza vieja con color negro (10R 2.4/1) a rojo obscuro (10R 3/6). EI manto
interno fue plectenquimatoso tipo E y un manto externo pseudoparenquimatoso
tipo M, sobre la superficie de pueden observar restos de hifas gruesas con fibulas,

asimismo, rizomorfos de color rojo (2.5YR 4/8).

En corte transversal se integré de células redondeada a ovalada formado un tipo
de manto pseudoparenquimatoso con grosor de (19.54)-27.34-(50.76) um con
margen irregular y laxo, con estructuras circulares color rojo débil (10R 4/4) a la
gue de denomino taninos (Figura 12d). Asimismo, se presentd una capa de
taninos. Por su parte la Red de Hartig en corte longitudinal abarcé una célula
cortical y en corte transversal de una a dos células corticales, asi mismo, la red de

Hartig rodea completamente a muchas células (figura 12).
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Figura 12. Morfotipo 8: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscopico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte transversal (20x) (d).
Corte longitudinal que muestra el manto (M) y la red de Hartig (rH) (40x) (e). Muestra la red de
Hartig envolviendo la célula cortical (40x) (f). Muestra estructura del manto, la Red de Hartig y capa
de tanino (cT) (100x) (g). Manto externo (100x) tipo M: Pseudoparenquimétoso. (h). Manto interno
(100x) tipo E: Plectenquimatoso.

37



Morfotipo 9 (Cenococcum geophilum)
Hospederos: Q. glaucoides y Q. potosina

Sistema micorrizico simple, la superficie del manto lisa a una apariencia rugosa y
brillosa color negro (2.5Y 2/0) completamente, presentd hifas emanantes
septadas, largas, gruesas y torcidas de tonalidad negro (10R 2.5/1) a amarillo
rojizo (5YR 6/6) (100x), de una longitud promedio de 4.66 um. Las terminaciones
no ramificadas fueron rectas, en algunas ramificaciones se observé manto lanoso
blanco (5Y 8/1).

El manto interno y externo fue plectenquimatoso tipo G. En corte transversal
compuesto por células redondeadas a ovaladas del tipo pseudoparenquimatoso y
arreglo uniforme de seis capas de células con un grosor de (11.75)-27.22-(54.71)
pm. Se presentaron células taniniferas, taninos de tonalidad rojo palido (10R 4/4) a
rojo muy obscuro (10R 2.5/2), la Red de Hartig abarc6é dos capas de células
corticales redondeadas (Figura 13).
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Figura 13. Morfotipo 9: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscopico, se observan las
caracteristicas macroscépicas (color, tipo de manto y ramificacién) (c y d). Corte transversal y
Corte longitudinal que muestra el manto (M) y la red de Hartig (rH) (40x) (e). Hifas emergentes (hE)
sobre el manto con septos (s) (40x) (g). Se observa la estructura del manto (M) y la Red de Hartig
(rH) (100x) (g y h). Manto externo e interno (100x) tipo G: Plectenquimatoso.
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Morfotipo 10
Hospedero: Q. glaucoides

Ramificacion simple a irregular pinada con, la superficie del manto lisa con micelio
emanante blanquecino (escaso). El eje principal de color amarillo (10YR 8/8) a
amarillo rojizo (7.5YR 6/6).

Las terminaciones no ramificadas rectas con puntas redondeadas de color amarillo
palido (2.5Y 8/4) a amarillo rojizo (7.5YR 6/6) y una tonalidad amarillo palido (5Y
8/3), los apices de las puntas no ramificadas fueron amarillas (2.5YR 8/8) y blanco
(2.5Y 8/2).

Las micorrizas viejas con color rojo déebil (10R 4/4). En corte transversal del manto
presentd células redondeadas a ovaladas irregulares, margen circular y liso con
grosor de (19.54)-28.37-(42.98) um. La Red de Hartig abarcé dos capas de células
corticales de forma redondeadas con una capa de taninos color café rojizo (2.5YR
4/4) (Figura 14d).

El manto externo e interno fue pseudoparenquimatoso de tipo L, observandose
hifas gruesas de color amarillo rojizo (5YR 6/8) con fibulas e hifas hialinas

septadas (Figura 14).
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Figura 14. Morfotipo 10: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c y d). Corte longitudinal y
transversal que muestra el manto (M) y la red de Hartig (rH) (40x) (e). Hifas gruesas sobre el manto
con fibulas (f) (40x) (f). Muestra estructura del manto, la Red de Hartig y capa de tanino (cT) (100x)
(g y h). Manto externo e interno (100x) tipo L: Pseudoparenquimatoso.
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Morfotipo 11
Hospederos: Q. glaucoides y Q. potosina

Micorriza simple a monopodial-pinada con manto liso ligeramente brilloso, el
sistema micorrizico fue color rojo débil (10R 4/4) a rojas (2.5YR 4/8) se observaron
hifas emergentes. Las ramificaciones rectas con apices redondeadas de
tonalidades rojas (2.5YR 4/8) a rojo débil (10R 4/4) y rojo obscuro (10R 3/4), en
algunos apices fueron amarillas (2.5Y 8/6).

Se observaron cistidios tipo G y rizomorfos de tipo A color rojo palido (10R 4/4) a
amarillo rojizo (7.5YR 6/8) con fibulas. El manto interno fue Plectenquimatoso tipo
A y un manto externo similar al tipo K: Pseudoparenquimatoso, sélo que en este
caso los cistidios aparecen de forma individual y no en grupo como en manto tipo
K.

Las células del manto de forma angulares y redondeadas, comprendiendo entre
cuatro y cinco capas de ceélulas de diferentes tamafios, de tipo
pseudoparenquimatoso, con un margen irregular y un grosor de (17.18)-38.04-
(54.71) um. La Red de Hartig incluyo entre dos a tres capas de células corticales

con formas redondeadas (Figura 15).
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Figura 15. Morfotipo 11: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte transversal (20x) (d).
Corte longitudinal que muestra el manto (M) y la Red de Hartig (rH) (20x) (e). Rizomorfos (r) y
fibulas (f) (40x) (f). Se muestra la estructura del manto y Cistidios globosos (100x) (g). Manto
externo (40x) tipo K: Pseudoparenquimétoso. (h). Manto interno (100x) tipo A: Plectenquimétoso.

43



Morfotipo 12. Ectomicorriza de Tomentella sp. 2

Hospedero: Q. glaucoides y Q. potosina
Secuencia molecular (Anexo 1V)

Present6 una ramificacion que va de simple a irregular pinada, lisa, con hifas
emanantes. El eje principal fue de rojo obscuro (10R 3/4) a café obscuro (10YR
4/3'y 7.5YR 4/4).

Las puntas no ramificadas rectas color amarillo (2.5Y 8/6) a amarillo rojizo (5Y 6/6)
y un color rojo obscuro (10R 3/4) en otras ramificacion. Los apices con un color
amarillo (10YR 8/6), rojo débil (10R 4/4) y tonalidades amarillo palido (5Y 8/3).

Microscopicamente se observé un manto externo pseudoparenquimatoso de tipo
Q con micelio aparentemente gelatinoso sobre el manto del cual parten cistidios
prominentes de tipo de tipo A con 45.71 um de largo en promedio (Figura 16e). En

cuanto al manto interno fue de plectenquimatoso de tipo B con septos.

En general el manto estuvo formado de células redondas a rectangulares con un
arreglo irregular y de un grosor de 21.30-(27.63)-39.08 um, con una delgada capa
de taninos color café. La Red de Hartig abarco la primera y la segunda capa de
células corticales con forma redondeadas y muchas células son envueltas por

dicha estructura tanto en corte longitudinal y transversal (Figura 16).
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Figura 16. Morfotipo 12: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion). (c y d) Corte longitudinal y
transversal que muestra el manto (M) y la Red de Hartig (rH) (10 y 20x). (e) se observan cistidios
tipo A (100x). (f) Estructura del manto y la red de Hartig (40x). (g) Manto externo tipo Q:
Pseudoparenquimétoso. (h) Manto interno (100x) tipo B: Plectenquimétoso.
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Morfotipo 13. Ectomicorriza de Sebacina epigaea

Hospedero: Q. glaucoides
Secuencia molecular (Anexo 1V)

Ramificacion simple a monopodial pinada, rectas, la superficie del manto lisa a
ligeramente lanosa, el sistema micorrizico tuvo una tonalidad amarillo palido (5Y
8/4) con apariencia translucida en los apices, en algunas el eje principal tuvo una
coloracion de blanco (10YR 8/1) a rojo amarillento (5YR 5/6)

Las puntas no ramificadas de color café muy palido (10YR 8/4) a café amarillento
(10YR 5/8). Los apices, mostraron un color blancos (5Y 8/2), otros café obscuro
(7.5YR 3/2) y un blanco rosado (7.5YR 8/2) en otros apices. Se presento cistidios
tipo L. Las partes envejecidas del sistema presentaron un color rojo débil (10R
4/4).

Se observé un manto exterior pseudoparenquimatoso de tipo Q y un manto interno
plectenquimatoso de tipo E, con hifas septadas en ambos. Asimismo, hubo una
red de hifas gruesas, con septos sobre el manto externo. En corte transversal el
manto fue pseudoparenquimatoso con micelio ligeramente laxo, conformado de
células redondeadas a ovaladas irregulares de seis capas, con grosor 13.68-
(23.44)-37.13 um, se presento una capa de taninos color rojo (10R 4/8). La Red de
Hartig abarcé la segunda capa de células corticales, éstas tuvieron una forma

redondeada (Figura 17).
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Figura 17. Morfotipo 13: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscopico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion). (c y d) Corte longitudinal y
transversal (20x) que muestra el manto (M), la Red de Hartig (rH) y una capa de taninos (20x). (e)
Cistidios hialinos con septos (100x). (f) Estructura del manto (M) y la red de Hartig (rH) (100x). (9)

Manto externo tipo Q: Pseudoparenquimétoso (100x). (h). Manto interior tipo E: Plectenquiméatoso.
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Morfotipo 14. Ectomicorriza de Tuber castilloi

Hospederos: Q. glaucoides y Q. potosina
Secuencia molecular (Anexo 1V)

Sistema micorrizico con ramificacion simple a monopodial-piramidal, la superficie
del manto lisa con ramificaciones rectas; de tonalidad rojo débil (10R 4/4) y rojo
(10R 4/6), con apices de color café obscuro (7.5 YR 4/4) a café fuerte (7.5YR 5/8)
y negro (matiz 10R 2.5/1). El eje principal de rojo péalido (10R 4/4) y el centro de
éste ligeramente amarillo (10YR 8/6).

Microscopicamente se observd un manto constituido por células redondeadas a
ovaladas con un arreglo irregular, con hifas emanantes, en algunos casos las
células del manto tuvieron un arreglo similar a una pared de ladrillos con seis
células. Presento cistidios de tipo A (Agerer, 1991) (Figura 18e). Asimismo, hubo
una red de hifas sobre el manto con las puntas globosas y mas robustas que los

cistidios.

Manto externo pseudoparenquimatoso de tipo N: (Figura 18g) y un manto interior
Plectenquimatoso de tipo H: (Agerer, 1991) (Figura 18h). El desarrollo de la Red
de Hartig abarco la segunda capa de células corticales, que tuvieron una forma
redondeada y una capa de taninos que se formo entre las células de la raiz y del
manto con una tonalidad café rojizo (2.5YR 4/4). El manto tuvo un grosor de
13.68-(22.82)-27.36 um (Figura 18f).
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las caracteristicas macroscépicas (color, tipo de manto y ramificacion). (¢ y d) Corte longitudinal y
transversal que muestra el manto (M) y la Red de Hartig (rH) (20x). (e) Cistidios tipo A (100x). (f)
Estructura del manto y la red de Hartig (rH) (40x). (g) Manto externo tipo N: Pseudoparenquiméatoso
(100x). (f) Manto interno tipo H: Plectenquimétoso (100x).
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Morfotipo 15
Hospedero: Q. glaucoides

Sistema micorrizico simple a irregular pinnada, robusto y con abundante micelio
algodonoso blanquecino (5Y 8/2), todo el sistema present6 una tonalidad rojo claro
(2.5YR 7/8), con ramificadas rectas y apices cilindricos.

Presento rizomorfos con tonalidad amarillo (10YR 8/8) a café obscuro rojizo (5YR
3/3) de tipo A, con presencia de septos y fibulas. Asimismo, las hifas emanantes
son multiseptadas, sin fibulas y se observé hifas similares a cistidios del tipo A.

El manto externo fue tipo plectenquimatoso y un manto interno tipo B:
Plectenquimatoso. En corte trasversal el manto presentd células redondeadas a
ovaladas irregular tipo pseudoparenquimatoso y manto laxas hacia el margen del
manto de tipo plectenquimatoso, con un grosor de (25.40)-38.98-(58.62) um. en
corte longitudinal la Red de Hartig abarco una capa de células corticales y en corte

transversal de una a dos capas de células (Figura 19).
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Figura 19. Morfotipo 15: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte transversal (40x) (d).
Corte longitudinal que muestra el manto (M) y la Red de Hartig (rH) (40x) (e). Se observa
rizomorfos (r) tipo Ay fibulas (f) (100x) (f). Estructura del manto y la red de Hartig (rH) (100x) (Q).
Manto externo (100x) tipo Plectenquimatoso. (h). Manto interno (100x) tipo B: Plectenquimatoso.
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Morfotipo 16
Hospedero: Q. glaucoides

Micorriza con tres tipo de ramificaciones simple, irregular-pinada y monopodial-
pinada, con una tonalidad café obscuro rojizo (5YR 3/3), presento un manto denso
y brilloso amarillo pélido (2.5Y 8/4), y en otros sistemas un manto tomentoso color
amarillo (2.5YR 8/2) con rizomorfos amarillas (10YR 7/6),

Los &pices mostraron terminaciones redondeadas de rojo amarillento (5YR 5/8) a
gris obscuro rojizo (10R 3/1) y aquellas con el manto tomentoso con un color
amarillo (2.5YR 8/2). Por su parte, las raices envejecidas con una tonalidad
amarillo (5Y 8/6) y un rojo débil (10R 4/4).

El manto externo e interno fueron plectenquimatoso de tipo H, por su parte el
manto externo presentd una red de hifas con septos sobre la superficie del manto.
El manto en corte transversal estuvo constituido por células redondeadas a
ovaladas, arregladas irregularmente, de tipo pseudoparenquimatoso con grosor de
(15,62)-32.98-(60.57) um. La Red de Hartig abarco de una a dos células corticales
y presentdé una capa de taninos con tonalidad rojo débil (10R 4/6) (Figura 20).
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Figura 20. Morfotipo 16: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte longitudinal (40x) (d y
f). Corte transversal que muestra el manto (M) y la Red de Hartig (rH) (40x) (e). Estructura del
rizomorfo (r). (40x) (g y h). Manto externo e interno (40x) tipo H: Plectenquimétoso.
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Morfotipo 17
Hospederos: Q. glaucoides y Q. potosina

Sistema micorrizico simple, irregular-pinada a monopodial piramidal, ligeramente
brilloso con ramificaciones rectas y apices redondeados, la superficie del manto
fue lisa con agregados de suelo color negro (10R 2.5/1) a café obscuro (7.5YR
3/2) y en otros sistemas con tonalidades gris obscuro rojizo (10R 3/1).

Por su partes las micorrizas envejecidas presentaron una tonalidad café rojizo
obscuro (2.5YR 3/4) y se observaron rizomorfos café fuerte (7.5YR 5/8). Ademas,
con hifas emanantes blancas (5Y 8/2) fibuladas y un poco de micelio lanoso con el

mismo color. Sobre el manto una red de hifas con una apariencia rugosa.

El manto interno fue plectenquimatoso de tipo B y un manto externo
Plectenquimatoso de tipo H. En corte transversa se observaron en el manto
células redondeadas a ovaladas tipo pseudoparenquimatoso de un grosor de
(21.49)-29.96-(39.08) um, la Red de Hartig abarcé de una a dos capa de células
corticales en el caso de células pequefas, la estructura de la red es tipo E con una
capa de taninos color rojo (10R 4/6) y en corte longitudinal la Red de Hartig abarco

la primera capa de célula cortical (Figura 21).
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Figura 21. Morfotlpo 17: (a, b) Ectomicorriza vista en mlcroscoplo estereoscoplco se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte transversal y Corte
longitudinal que muestra el manto (M), la Red de Hartig (rH) y una capa de taninos rojizo (cT) (40x)
(e). Hifas emanantes con fibulas (f) (100x) (f). Estructura del manto (M) vy la red de Hartig (rH)
(100x) (g). Manto externo (100x) tipo A: Plectenquimatoso. (h). Manto interno (100x) tipo B:
Plectenquimatoso.
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Morfotipo 18
Hospedero: Q. potosina

Sistema micorrizico simple a dicotdmico con ramificaciones rectas a sinuosas,
superficie del manto lisa y en otros tomentosa, con agregados de suelo y
ramificaciones con &pices cilindricas. Sistema micorrizico de color rojo palido (10R
4/4) y rojo (10R 5/8).

Ramificaciones de color rojo pélido (10R 4/4) con &pices rojo obscuro (10R 3/3) y
en otros un rojo muy obscuro (10R 2.5/2). Por su parte la micorriza vieja presentd
una tonalidad de color negro (10R 2.5/1) a rojo débil (10R 4/4),

El manto interno fue de tipo A: Plectenquimatoso y un manto externo de tipo H:
Plectenquimatoso. Microscopicamente en corte trasversal el manto fue
pseudoparenquimatoso, de células ovaladas a redondeadas y en ocasiones no se
observaron las células del manto debido a un manto de tipo plectenquimatoso

gelatinosa, con un grosor de (21.49)-27.68-(36.14) um.

La Red de Hartig en corte longitudinal incluyo una capa de células corticales y en
corte transversal abarcé hasta dos capas células corticales redondeadas,
observando que las células se vieron de color rojo débil (10R 4/4) debido al tanino,
ademas de muchas células corticales son envuelta completamente por dicha

estructural en los cortes (Figura 22).
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Figura 22. Morfotipo 18: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscoépicas (color, tipo de manto y ramificacién) (c y d). Corte transversal y
Corte longitudinal que muestra el manto (M), la Red de Hartig (rH) y una capa de taninos rojizo (cT)
(40x) (e y f). Se observa la estructura del manto, la Red de Hartig y una red de hifas que envuelven
a las células corticales (H) (100x) (g). Manto externo (100x) tipo H: Plectenquimatoso. (h). Manto
interno (100x) tipo A: Plectenquimétoso.
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Morfotipo 19
Hospedero: Q. potosina

Sistema micorrizico monopodial-piramidal de apariencia brillosa, con las
terminaciones rectas y @&pice cilindricas. Superficie del manto algodonosa-
tomentosa color blanco (5Y 8/2). La tonalidad del eje principal fue roja (10R 5/8),
con apice de color café rojizo obscuro (2.5YR 3/4) y de negro (10R 2.5/1) en otros.

Las ramificaciones sin manto micorrizico de color rojo (2.5YR 4/6) a blanquecina
(2.5YR 8/1), manto translucido. Presentd rizomorfos color café obscuro (7.5YR

5/8) y agregados de suelo.

Las observaciones de las caracteristicas microscopicas no se llevaron a cabo,
debido a la cantidad minima de muestra que se obtuvo del morfotipo micorrizico,
las cuales fueron utilizadas para las pruebas moléculas. En dicha prueba no se
obtuvo resultado alguno en las amplificaciones del ADN.

Figura 23. Morfotipo 19: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscoépicas (color, tipo de manto y ramificacion)
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Morfotipo 20
Hospedero: Q. glaucoides

Micorriza simple a coraloide, superficie del manto lisa, ligeramente brillosa y con
agregados de suelo, con ramificaciones rectas y terminaciones cilindricas, hifas
emanantes de color café claro rojizo (5YR 6/3) y micelio ligeramente lanoso
blanquecino. El sistema micorrizico de color café rojizo (5YR 4/3) a amarillo rojizo
(7.5YR 6/6) hasta un café rojizo (5YR 4/3).

Ramificadas y &pices de color café rojizo (5YR 4/3), se presentaron hifas
emanantes hialinas similares a cistidios tipo A

Las micorrizas viejas de color café fuerte (7.5YR 5/6) a rojo (2.5YR 4/8). Present6
rizomorfos tipo D (Agerer, 2006) de tonalidad rojo (2.5YR 4/6) con septos y fibulas.
Con un manto interno plectenquimatoso de tipo B y un manto externo

plectenquimatoso de tipo A con una red de hifas gruesas septadas sobre el manto.

En corte longitudinal presenté un manto pseudoparenquimatoso, la Red de Hartig
abarcé una célula cortical, hay células taniferas. Por su parte en corte transversal
con manto de células redondeadas a ovaladas, de tipo pseudoparenquimatoso
con un grosor de (11.72)-21.52-(39.08) um y la Red de Hartig abarco dos capas de

células corticales redondeadas (Figura 24).
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Figura 24. Morfotipo 20: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscépicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c y d). Corte transversal y
Corte longitudinal que muestra el manto (M), la Red de Hartig (rH) y taninos redondeados (T) (40x)
(e). Rizomorfos tipo A (40x) (f). Se observa la estructura del manto y la red de Hartig (100x) (g).
Manto externo (100x) tipo A: Pseudoparenquimatoso. (h). Manto interno (100x) tipo B:
Plectenquimatoso.
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Morfotipo 21. Ectomicorriza de Russula sp. 1

Hospedero: Q. glaucoides

Secuencia molecular (Anexo V)

Sistema micorrizico simple a irregular-pinnada, lisa con ramificaciones rectas a
ligeramente dobladas. Eje principal de color amarillo (7.5YR 6/6) a rojo (2.5YR
4/6). Con ramificaciones de color amarillo rojizo (7.5YR 6/6) y amarillo (10YR 8/8),
los apices tuvieron de una tonalidad amarillo rojizo (7.5YR 7/6) a rojo amarillento
(5YR 5/8) y rojo obscuro (10R 3/6).

Microscopicamente en el corte transversal se observé manto circular con células
redondeadas a ovaladas, con una capa de taninos que abarcdé la primera capa de
células del manto de tonalidad rojo (10R 4/6) y abundantes estructuras circulares
dentro del sistema micorrizico con la misma tonalidad, con diametros de 3.71-
(6.89)-9.77 um. ElI manto externo de tipo M: Pseudoparenquimatoso y un manto
interior de tipo E: Plectenquimatoso con septos (Figura 25h) (Agerer, 1991).

La red de Hartig incluy6 la primera y la segunda capa de células corticales cuya

forma va de redonda a ovalada con grosor de manto de 26.38-(33.61)-47.87 pum.
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Figura 25. Morfotipo 21 (Russula sp. 1): (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscopico,
se observan las caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion). (c y d) Corte
longitudinal y transversal que muestra el manto (M) y la Red de Hartig (rH) (20 y 40x). (e) Interior
del manto con taninos redondeados (40x). (f) Estructura del manto (M) y la red de Hartig (rH) (40x).
(g) Manto exterior (100x) tipo M: Pseudoparenquiméatoso (100x). (g) Manto interno tipo E:
Plectenquimatoso.
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Morfotipo 21. Ectomicorriza de Russula sp. 2

Hospedero: Q. glaucoides

Secuencia molecular (Anexo 1V)

Micorrizas de ramificacion simple a dicotomica, manto con superficie lisa.
Ramificaciones de rectas a dobladas. El eje principal presentd un color rojo palido
(10R 4/4).

Las puntas no ramificadas tomaron un color amarillo rojizo (7.5YR 6/6) a amarillo
(10YR 8/8). Los apices de tonalidad amarillo rojizo (10R 3/6) y rojo palido (10R
4/4). Se observé un manto externo de tipo M: Pseudoparenquiméatoso y un manto
interno de tipo B: Plectenquimatoso con septos.

En corte transversal se observo un manto circular con micelio laxo, de hialino a
amarillo (2.5Y 8/9) hacia el margen, una capa de taninos rojo palido (10R 4/4), las
células del manto fueron redondeadas a irregular ovaladas con un grosor de
23.45-(34.40)-50.80 um. El desarrollo de la Red de Hartig abarcé la primera capa
de células corticales. Ademas, se presentaron estructuras circulares amarillo (2.5Y
8/8) y color café rojizo (4/4) con un diametro de 3.90-(6.60)-7.81 um (Figura 26).
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Figura 26. Morfotlpo 21 (Russula sp. 2) €) Ectomlcorrlza V|sta en mlcroscoplo estereoscopico, se
observan las caracteristicas macroscoépicas (color, tipo de manto y ramificacién). (b y c¢) Corte
transversal y longitudinal que muestra el manto (M) y la Red de Hartig (rH) (40x). (d) Corte
longitudinal se observa tonalidad de manto, taninos redondeados y micelio laxo en el margen. (e)
Estructura del manto (M) y la red de Hartig (rH) (40x). (f) Manto exterior (100x) tipo M:
Pseudoparenquimétoso. (g). Manto interior tipo B: Plectenquimatoso (40x).
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Morfotipo 22
Hospedero: Q. glaucoides

Micorriza simple a irregular pinada, con ramificadas rectas a ligeramente dobladas.
Eje principal de color rojo obscuro (2.5YR 3/6) a amarillo rojizo (7.5YR 6/8). Las
ramificadas de color rojo (2.5YR 4/6) a café rojizo (5YR 4/4). Las raices jovenes
amarillas (10YR 8/6) y en algunas de amarillo palido (5Y 4/4) debido a un manto
delgado. Los &pices de tonalidad café obscuro (7.5YR 4/4) a amarillo (10YR 7/6 y
10YR 8/6).

El manto externo e interno constituido por tejido de tipo H: Plectenquimatoso con
hifas gruesas septadas y fibuladas sobre la superficie del manto con micelio laxo
(Figura 27). En corte transversal el manto de un grosor de (7.81)-1.21-(19.54) um,
conformado por células redondeadas a ovaladas irregular con micelio laxo. La Red
de Hartig abarco de una a dos células corticales de forma redondeada.
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Figura 27. Morfotipo 22: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte transversal (40x) (d).
Corte longitudinal que muestra el manto (M) y la Red de Hartig (rH) (40x) (e). Hifas emanantes (hE)
y fibulas (f) (40x) (f). Hifas dispuestas en red sobre el manto y con septos (s) y fibulas (f) (100x) (g
y h). Manto externo e interno (100x) tipo H: Plectenquimétoso.
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Morfotipo 23
Hospederos: Q. glaucoides y Q. potosina

Sistema micorrizico simple a dicotémico con terminaciones no ramificadas rectas a
torcidas con puntas cilindricas, la superficie del manto fue lisa a lanosa brillosa,
con micelio blanco (5Y 8/2) en casi todo el sistema y con agregados de suelo.

La micorriza present6 un color rojo claro (10R 6/6) a rojo muy obscuro (10R 2.5/2).
El apice de color rojo débil (10R 4/3) a rojo obscuro (10R 3/3). Presenta rizomorfos
tonalidad rojo débil (10R 4/4). Partes envejecidas sin manto el color fue rojo claro
(10R 6/6) y negro (10R 2.5/1).

El manto externo e interno fue plectenquimatoso de tipo A. En el caso de las
raices con bastante micelio algodonoso el manto es de tipo C, con presencia de
cristales. En corte longitudinal manto plectenquimatoso, la red de Hartig abarco
una capa de célula cortical, por su parte, en corte transversal presentdé manto laxo
con una matriz gelatinosa de tipo plectenquimatoso con grosor de (21.49)-29.96-
(39.08) um, un margen irregular con hifas emanantes septadas y una capa de
taninos color rojo palido (10R 4/6), asu vez, estructuras circulares en la parte de
las células corticales con una tonalidad ala anterior. La Red de Hartig incluy6 de

una a dos capas de células corticales redondeadas con una estructura tipo E.
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Figura 28. Morfotipo 23: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscépicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c y d). Corte transversal y
Corte longitudinal gue muestra el manto (M), la red de Hartig (rH) y una capa de taninos (cT) (40x)
(e). Se muestra la estructura del manto (M) y la red de Hartig (rH) (100x) (f). Hifas emanantes (hE)
hialinas con septo (100x) (g y h). Manto externo e interno (100x) tipo A: Plectenquiméatoso.
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Morfotipo 24

Hospederos: Q. glaucoides y Q. potosina

Micorriza con ramificacion simple a dicotdbmica con terminaciones no ramificadas
rectas a sinuosas, superficie del manto lisa a tomentosa, ligeramente brillosa con
micelio blanco (5Y 8/2). El sistema micorrizico presentd un color rojo obscuro (10R
3/3) a rojo (10R 5/6), algunas ramificaciones con escaso manto de color gris
obscuro rojizo (10R 4/1). Las puntas no ramificadas de color rojo obscuro (10R
3/3) a gris obscuro rojizo (10R 4/1). Por su parte las raices viejas mostraron
tonalidades rojo muy obscuro (10R 2.5/2) y rojo (10R 5/8), con agregados de

suelo.

En corte longitudinal y transversal el manto presentd un tipo
pseudoparenquimatoso, con el margen liso y con grosor de (15.63)-23.51-(35.17)
pm en corte trasversal, la Red de Hartig incluyé de una a dos células corticales y
presentd taninos color rojo oscuro (2.5YR 3/6). Por otro lado, el manto externo e

interno fue de tipo H: Plectenquimatoso (Figura 29).
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Figura 29. Morfotipo 24: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c). Corte transversal (40x) (d).
Corte longitudinal que muestra el manto (M) y la red de Hartig (rH) (40x) (e y f). Estructura del
manto y red de Hartig; Corte transversal y longitudinal respectivamente (100x) (g y h). Manto
externo e interno tipo H: Plectenquimétoso.
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Morfotipo 25. Ectomicorriza de Inocybe sp. 1

Hospedero: Q. glaucoides
Secuencia molecular (Anexo 1V)

Sistema micorrizico simple, dicotdbmica a monopodial-pinada, con ramificaciones
rectas, la superficie del manto fue lisa, con micelio algodonoso blanquecino (5Y
8/2) y, manto en parches color blanco (5Y 8/2). El eje principal de color rojo palido
(10R 4/4) a amarillo (10YR 8/8)

Las terminaciones no ramificadas de amarillo pélido (2.5Y 8/4) a amarillo (10YR
8/8-10YR 8/6), las puntas fueron de color café muy pélido (10YR 7/3) y amarillo
palido (2.5Y 8/4) y en algunas de color café obscuro (10R 3/3).

Microscopicamente se observO un manto exterior de tipo M:
Pseudoparenquimatoso con una matriz gelatinosa (Figura 30g), mientras que el

manto interno fue de tipo A: Plectenquimatoso con septos (Figura 30h).

En corte longitudinal el manto fue de tipo pseudoparenquimatoso laxo, la red de
Hartig abarcé una capa de células corticales. Por su parte, en corte transversal un
manto con células redondeadas muy pequefias a rectangulares con un arreglo
irregular y con micelio laxo. Presentd una capa de taninos y taninos con
estructuras circulares en abundancia dentro de la raiz de tonalidad rojo débil (10R
4/4) cuyas medidas oscilan entre 1.954 a 6.839 um de diametro (Figura 30e). El
desarrollo de la Red de Hartig abarco la primera y la segunda capa de células
corticales que tuvieron de forma redondeada con un grosor de 25.40-(35.27)-48.85

pm (Figura 30).
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Figura 30. Morfotipo 25 (Inocybe sp. 1): (a y b) Ectomicorriza vista en microscopio
estereoscopico, se observan las caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y
ramificacion). (c y d) Corte longitudinal y transversal que muestra el manto (M), la red de Hartig
(rH) y capa de taninos (cT) (20x). (e) Se muestra el interior del manto que presenta muchos taninos
redondeados (40x). (f) Se muestra la estructura del manto (M) y la red de Hartig (rH) (100x). (g)
Manto exterior de tipo M: Pseudoparenquiméatoso. (h) Manto interior tipo A: Plectenquiméatoso
(100x).
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Morfotipo 25. Ectomicorriza de Inocybe sp. 2

Hospedero: Q. glaucoides
Secuencia molecular (Anexo 1V)

Micorriza simple a dicotomica e irregular-pinada con ramificaciones rectas a
sinuosas, la superficie del manto de lisa a algodonoso con micelio blanco (5Y 8/2),
se observaron una manto denso en parches de color blanco. El eje principal
ostentd una coloracion de rojo palido (10R 6/3) a rojo muy palido (10R 4/4) y, en
otros ejes a un color café claro rojizo (5YR 6/3).

Las puntas no ramificadas de un color amarillo palido (5Y 8/3) a café claro rojizo
(5YR 6/3), concoloro con los apices y, en algunas se pudo observar una tonalidad
de café obscuro (10R 3/3).

Se observo un manto externo e interno de tipo L: Pseudoparenquimatoso (Agerer,
2006). En corte longitudinal manto de tipo pseudoparenquimatoso laxo y en corte
transversal presentd un manto con margen irregular y micelio laxo, asimismo,
asimismo, se observo un manto gelatinoso y cristales rectangulares y de formas
irregulares incrustados en ello e, hifas dispuestas en forma de red en la superficie
del manto, con un didmetro en promedio de 2.57 um, presentd una capa de

taninos de color rojo obscuro (10R 3/4).

El desarrollo de la Red de Hartig abarco entre la primera y la segunda capa de
células corticales, que fueron de forma redondeada a ovaladas irregular. Con un
grosor de 23.45-(48.52)-89.88 (Figura 31).
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Figura 31. Morfotipo 25 (Inocybe sp. 2): (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscopico,
se observan las caracteristicas macroscopicas (color, tipo de manto y ramificacion). (c y d) Corte
transversal y longitudinal que muestra el manto (M) y la red de Hartig (rH) (40x). (e y f) Estructura
del manto, la red de Hartig y una capa de taninos café (100x). (g y h) Manto externo y manto

interno tipo L: Pseudoparenquimétoso (100x).
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Morfotipo 26
Hospederos: Q. glaucoides y Q. potosina

Micorriza con ramificacion simple, dicotbmica a monopodial-pinada, con
terminaciones no ramificadas rectas a sinuosas, superficie del manto lisa a
tomentosa con agregados de suelo. El sistema micorrizico de color amarillo (10YR

8/8) con hifas emanantes de color blanco (5Y 8/2).

Algunas terminaciones no ramificadas de color amarillo rojizo (5YR 7/8) con hifas
emanantes rojas (2.5YR 4/6). Las micorrizas viejas de tonalidad rojo obscuro (10R
3/6) a rojo (10R 4/6).

En la observacion microscopica el manto externo fue plectenquimatoso, sin
embargo, las células no se apreciaron bien por la estructura gelatinosa que cubre
al manto siendo de tipo H, ademas de cristales sobre la superficie. En cuento al
manto interno fue plectenquimatoso de tipo C, con un manto gelatinoso (Figura
32).

En corte longitudinal presentd células redondeadas a irregulares tipo
pseudoparenquimatoso, la red de Hartig abarco una capa de células corticales y
en corte transversal con células redondeadas a ovaladas irregular tipo
pseudoparenquimatoso con una capa de taninos rojo palido (10R 4/6), la Red de
Hartig abarcoé la primera capa de células corticales redondeadas a ovaladas con
una estructura tipo E. El grosor del manto fue de (37.12)-22.43-(9.77) um con un
margen irregular, ademas, de una red de hifas que envuelven la célula cortical
(Figura 32)
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caracteristicas macroscépicas (color, tipo de manto y ramificacion) (c y d). Corte transversal y
Corte longitudinal qgue muestra el manto (M) y la red de Hartig (rH) (20x) (e y f). Se muestra la
estructura del manto (M) y la red de Hartig (rH) (100x) (g). Manto externo (100x) tipo H:
Plectenquimatoso. (h). Manto interno (100x) tipo C: Plectenquimatoso.
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Morfotipo 27
Hospedero: Q. glaucoides

Sistema micorrizico simple, liso con terminaciones no ramificadas rectas de apices
circulares. La raiz micorrizica de color negro (10R 2.5/1) cubierta por un manto
amarillo brilloso (2.5Y 8/6), con hifas emanantes de tonalidad negra y blanquecino
(2.5Y 2.5/1), las micorrizas viejas de color rojo obscuro (10R 3/2) a amarillo rojizo
(matiz 7.5YR 6/8),

Tanto en manto externo como interno de tipo H: Plectenquimatoso. En corte
transversal presentd células redondeadas a ovaladas irregulares tipo
pseudoparenquimatoso con micelio laxo, de un grosor de (17.58)-27.20-(39.08)
pm, se presentaron hifas emanantes e hifas gruesas septadas de color marrén
oscuro (7.5YR 3/3) sobre la superficie del manto. Ademas, presento estructuras
circulares de diferentes tamafios en promedio 5.39 um y una capa de taninos. De
color marron rojizo obscuro (5YR 3/4) (Figura 33)
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Figura 33. Morfotipo 27: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscépicas (color, tipo de manto y ramificacién) (c y d). Corte longitudinal que
muestra el manto (M) y la red de Hartig (rH), una capa de taninos (cT) y taninos circulares (tc) (40x)
(f). Se observan hifas emanantes (hE) (40x) (g). Se observa una red de hifas sobre el manto (40x)
(h y i). Manto externo e interno (100x) de tipo H: Plectenquimatoso.
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Morfotipo 28
Hospedero: Q. glaucoides

Sistema micorrizico simple a monopodial-pinada o irregular-pinada de color
amarillo (10YR 8/8) a amarillo (10YR 7/8) con manto algodonoso blanquecino y
agregados de suelo, con terminaciones no ramificadas rectas a sinuosas con la
superficie del manto lisa. Los apices de color amarillo (10YR 8/8 y 10YR 7/8).
Presentd hifas emanantes hialinas o cistidios similar a tipo A, solo que en éste
caso es globosa en la parte basal. Eje principal longevo de color rojo débil (10R
4/4).

Presenté un manto interno tipo A: Plectenquimatoso y un mato externo tipo H:
plectenquimatoso. Presento rizomorfos tipo B de tonalidad amarilla (5Y 8/3) e hifas
robustas de color amarillo rojizo (2.5YR 6/8) septadas y con fibulas que se enrolla
al rizomorfo, ademas, presentd una capa de micelio gelatinosa con cristales

geometricos irregulares.

En corte longitudinal el manto fue de tipo pseudoparenquimatoso laxo con una red
de Hartig que abarcé la primera capa de células corticales y en corte transversal el
manto se constituyé de células redondeadas a ovaladas irregularmente de tipo
pseudoparenquimatoso, hacia el margen plectenquimatoso con un grosor de
(23.44)-34.19-(46.89) um. La Red de Hartig abarc6 dos capas de células corticales
con forma redondeada de estructura tipo E y una capa de taninos entre las células
(hongo-planta) de rojo obscuro (2.5YR 3/6) (Figura 34).
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Figura 34. Morfotipo 28: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las

caracteristicas macroscépicas (color, tipo de manto y ramificacién) (c y d). Corte transversal y

longitudinal que muestra el manto (M), la red de Hartig (rH) y una capa de taninos (cT) (40x) (e). Se

observa la estructura de la red de Hartig (40x) (f). Rizomorfos tipo B (1991) (r) e hifas gruesas con

fibulas (f) y septos (s) (100x) (g). Manto externo (100x) tipo H: Plectenquimétoso. (h). Manto
interno (100x) tipo A: Plectenquimatoso.
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Morfotipo 29
Hospedero: Q. glaucoides

Sistema micorrizico simple a monopodial-piramidal y coraloide, terminaciones no
ramificadas rectas a torcidas con puntas redondeadas, superficie del manto
algodonosa con hifas gruesas de coloraciéon rojo (2.5YR 4/8) a amarilla (10YR
7/8), y agregados de suelo, en algunos se observé un manto liso ligeramente
brilloso.

La micorriza con apariencia lisa de color amarillo rojizo (5YR 6/6). Los apiceas de
color rojo obscuro (2.5YR 3/6) a amarillo rojizo (5YR 6/6). Por su parte las
micorrizas viejas de color rojo muy obscuro (2.5YR 2.5/3) a negro rojizo (2.5YR
2.5/1).

El manto externo e interno de tipo plectenquimatoso tipo C. En corte longitudinal
presentd un manto plectenquimatoso, la red de Hartig abarcé de 1 a 1,5 células
con un margen laxo irregular y corte transversal presenté un manto laxo con una
matriz gelatinosa, de tipo plectenquimatoso de margen irregular con hifas
emanantes hialinas, el grosor del manto fue de (11.59)-21.23-(38.75) um de
diametro, la Red de Hartig abarcé dos capas de células corticales redondas a

ovaladas con una estructura tipo C (Figura 35).
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Figura 35. Morfotipo 29: (a, b) Ectomicorriza vista en microscopio estereoscépico, se observan las
caracteristicas macroscépicas (color, tipo de manto y ramificacién) (c y d). Corte transversal y
Corte longitudinal que muestra el manto (M) y la red de Hartig (rH) (40x) (e y f). Se muestra hifas
emanantes septadas (40x) (g). Manto externo e interno (40x) tipo C: Plectenquimétoso.
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7.3 Identificacion molecular de los morfotipos de ectomicorriza

Se procesaron un total de 300 puntas micorrizadas que representaron a 29
morfotipos ectomicorrizicos de las dos especies de Quercus. La comparacion por
similitud de secuencias se tom6 ejemplares voucher de esporomas (secuencias
obtenidas a partir de esporomas) de la base de datos GenBank para, razén por la
cual en algunos casos solo se determind hasta género, presentando un porcentaje

menor al 97 de similitud.

De todas las puntas micorrizadas analizadas, en una gran parte de ellas no se
logré la extraccion adecuada del ADN debido a que en un periodo muy corto de
tiempo perdieron la viabilidad y se obtuvieron amplificaciones muy tenues, con
mas de una banda o ADN muy barrido y sin amplificacién alguna (Figura 36a, b).

Se lograron 15 amplificaciones de buena calidad y 9 tenues con de doble banda,

esto con un total de 24 muestras que se mandaron secuenciar (Figura 36).

FESEIE-=1 i 11 rareaaeas
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Figura 36. (a). Electroforesis en gel de agarosa sélo se observan amplificaciones de los positivos
(+). (b) Se observan las muestras amplificadas (en cuadro).

Con las secuencias obtenidas, editadas y analizadas por similitud con las bases
de datos de GenBank se identificaron 9 especies que pertenecen a 5 géneros de

hongos ectomicorrizicos (Anexo llI).
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Tabla 2. Identificacion de los taxones fangicos asociados a las raices de Q. glaucoides y Q.
potosina por similitud de secuencias en GenBank.

Ndmero de Coincidencias en

Taxones identificados acceso GenBank NCBI e %ld Referencia
Tomentell(z;:/I zf)f stuposa 10888213 T(;TJEggeallla 0 95 Pickles et al. (2012)
Tomentella sp. (M4) AF272926 T‘f;'t‘gr?ttg'a 0 93  Koljalg etal (2000)
Tomentella sp. (M12) AB848668 Tor?(m%% SP- 0 98 Miyamotoetal. (2014)
Russula sp. (21) DQ974756 ts#ji‘é'gs 0 94  Smithetal (2007)
Russula sp. (21) DQ974756 ts#jizg"s 0 94  Smithetal (2007)
Sebacina epigaea (M13) JQ665492 Seepti)ggier;a 0 97 Riess et al. (2013)
Tuber castilloi (M14) NR_119865 Tuber castilloi 0 97 Bonito et al. (2010)
Inocybe sp. (M25) AM882976 Ig?;%tﬁa?;f' 0 92  Ryberg etal. (2008)
Inocybe sp. (M25) AM882976 Ig?;%tﬁa?;f' 0 92  Ryberg etal. (2008)

NUm. acceso GenBank: nimero de acceso de las secuencias similares en GenBank; e: indica la probabilidad de error en la
identificacion; % Id: porcentaje de similitud nucleotidica entre las secuencias.

7.4 Comparacion de géneros de morfotipos ectomicorrizicos identificados

con los esporomas reportados en el sitio de estudio

En este trabajo, a partir de puntas micorrizadas de HECM, se reportan los géneros
de Tomentella y Sebacina (identificados mediante analisis molecular) y
Cenococcum (identificado mediante caracteres morfologicos), sin embargo, éstos
no habian sido reportados previamente por Campos-Lopez (2015) que identifico a
las especies de esporomas de la misma zona de estudio mediante caracteres
morfolégicos. En cambio, los géneros Inocybe y Russula también obtenidos a
partir de puntas micorrizadas (identificados mediante analisis molecular) también
los identific6 Campos-Lopez (2015) por caracteres morfolégicos de esporomas
asociados a Quercus. En resumen, de los 15 géneros de HECM que reporta
Campos-Lopez (2015) a partir de esporomas, en el presente estudio sélo dos
géneros (Inocybe y Russula) fueron también reportados, y tres géneros

(Tomentella, Sebacina y Cenococcum) fueron nuevos reportes.
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7.5 Anédlisis de datos de los morfotipos ectomicorrizicos

7.5.1 Curva de acumulacién de morfotipos ectomicorrizicos

Aunque la curva de acumulacién de especies de los morfotipos ectomicorrizicos
no fue asintética y la curva estimada a través de Chao 1 se presentd por
encima de la curva trazada con los valores observados (Figuras 38 y 39), el
porcentaje de eficiencia obtenido fue alto ya que en Q. glaucoides fue del 83.97
% y en Q. potosina del 95.04 % como se puede observar en la tabla 3.
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Figura 38. Curva de acumulacién de morfotipos ectomicorrizicos de Q. glaucoides
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Figura 39. Curva de acumulacion de morfotipos ectomicorrizicos de Q. potosina

85



Tabla 3. Riqueza de morfotipos de HECM estimada y nivel de intervalo para Q. glaucoides y Q.

potosina
Q. glaucoides Q. potosina
Sobs 26 14
Chao 1 (Sest) 30.96 14.73
Nivel de i | ficienci |
ivel de intervalo o eficiencia de 83.97 95.04

muestreo (%)

Sobs: (Riqueza observada), Sest: (Riqueza estimada)

7.4.2 Riqueza y diversidad alfa

Los datos de abundancia para los morfotipos ectomicorrizicos recolectados de las
dos especies de Quercus spp. se muestran en la tabla 4, se observo que en Q.
glaucoides se presenté una mayor riqueza con 26 morfotipos ectomicorrizicos,

mientras que en Q. potosina soélo se reconocieron 14 morfotipos.

El indice de dominancia de morfotipos ectomicorrizicos muestra que fue baja, con

valor mas bajo en Q. glaucoides (0.05) y para Q. potosina fue 0.11 (Tabla 5).

En cuando a la diversidad calculada por el indice de diversidad de Shannon-
Wiener, ambos especies de arboles presentaron un valor muy alto Q. glaucoides
(3.03) y Q. potosina (2.43) (Tabla 1). Al comparar la diversidad de morfotipos
ectomicorrizicos asociados con las especies de Quercus spp. mediante la prueba
estadistica de T de Hutchenson (t= 1.671) se obtuvo que la diversidad de Q

glaucoides es mayor a Q potosina (P<0.05).

Tabla 4. Abundancia de los morfotipos ectomicorrizicos de Q. glaucoides y de Q. potosina

Morfotipo Q. glaucoides Q. potosina
1 2 2
2 1 0
3 8 0
4 7 0
5 5 0
6 1 0
7 3 3
8 14 3
9 3 5
10 0
11 8 1
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Tabla 5. Diversidad alfa de los morfotipos ectomicorrizicos

Riqueza (S) Simpson (A) Shannon (H)
Q. glaucoides 26 0.05 3.03
Q. potosina 14 0.11 2.43

Valor de diversidad alfa de Shannon Wiener: 0-1, muy baja; >1-1.8, baja; >1.8-2.1, media:>2.1-2.3, alta;>2.3, muy alta.

VIII. DISCUSION
8.1 Diversidad morfologica de ectomicorrizas

En el presente trabajo se encontré una gran diversidad de morfotipos, 29 entre las
dos especies de Quercus, 15 exclusivos para Q. glaucoides, tres para Q. potosina
y 11 presentes en ambas especies. Algunos morfotipos comparten similitudes
macroscopicas con los reportados por autores como He et al. (2007), Morris et al.
(2008b), Leski et al. (2010). Otros autores como Morris et al. (2008a) quienes
trabajaron con la diversidad de HECM en Quercus no presentan informacién de
las caracteristicas morfoldgicas, realizaron sélo el andlisis molecular, por ello la

comparacion morfolégica se hizo con respecto a las imagenes que presentan
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dichos autores. No obstante, es de gran importancia realizar la caracterizacion
morfolédgica de las ectomicorrizas ya que al complementar ambos tipos de andlisis
(molecular y morfologico) permitira tener mejor conocimiento de las especies de

HECM asociadas a sus hospederos (Galindo-Flores et al., 2015).

Un atributo importante como la tonalidad del sistema micorrizicos, no implica que
las especies de HECM asociadas a encinos sea la misma en todos los casos,
como lo han citado Gomes-Luna et al. (2012) y Baeza-Guzman et al. (2017). Este
tipo de caracteristica se pudo observar en este trabajo ya que los sistemas
micorrizicos poseen tonalidades muy similares, sin embargo, con base en los
andlisis moleculares se determind que los diversos morfotipos de HECM son
diferentes especies fungicas (Morfotipo 14 con un color rojo palido 10R 4/4 y los
morfotipos 3, 4 12 de Tomentella con un color café rojizo 2.5YR 4/4 - café fuerte
4.5YR 5/6). Por lo tanto, las caracteristicas morfolégicas podria depender mas del
hospedero y/o de las condiciones ambientales (Galindo-Flores et al., 2015).

Con respecto a la variabilidad morfologica, Claveria y De Miguel (2005)
describieron cuatro morfotipos ectomicorrizicos del género Tuber y Genea
asociados a Q. ilex L. Por otra parte, He et al. (2007) describieron cinco morfotipos
asociados a Q. douglasii, Q. garryana y Q. agrifolia, en tanto que Leski et al.
(2010) reportaron 23 morfotipos para Q. petraea y Q. robur; Trocha et al. (2011)
describieron 31 morfotipos de los cuales 25 se asociaron con Q. rubra y Q. robur
L.; asimismo, Lancellotti y Franceschini (2013) reportaron 51 morfotipos en Q.
suber. Con respecto a lo anterior la diversidad de morfotipos en éste estudio fue
un poco mas alto con los reportados por dichos autores a excepcion de
Franceschini (2013) que reportdé un mayor el numero de morfotipos. Cabe
mencionar gque la diversidad de especies de HECM puede estar relacionada con la

composicion vegetal y de los factores del suelo (Kernaghan et al., 2003).

En el trabajo de Campos-Lépez, (2015) se reportdé una gran diversidad de
especies de encinos (ocho especies) para el mismo sitio de estudio, este es un

aspecto importante para la diversidad de morfotipos ectomicorrizicos asociados a
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dicho hospedero (Kernaghan et al., 2005) y la diversidad de HECM favorece el
establecimiento y abundancia de plantulas del hospedero, demostrado una
relacién positiva entre la diversidad de especies vegetales y de hongos ECM
(Kernaghan et al., 2003). Esto demuestra la importancia de la simbiosis micorrizica
en la estructura y el buen funcionamiento de los ecosistemas vegetales. Ademas,
Campos-L6pez (2015), reporté un total de 31 especies de esporomas de HECM
(en el mismo sito de estudio) y menciona que la diversidad de esporomas de
HECM se encontré estrechamente relacionada con la diversidad de especies del
género Quercus, coincidiendo con lo que reportan Kernaghan, (2005), Buée et al.
(2011) y Tedersoo et al. (2014) en ecosistemas forestales. Probablemente, esta
relacién encontrada (diversidad de hospederos y especies de esporomas) sea
similar a lo hallado en el presente estudio, aunque se hizo con morfotipos
ectomicorrizicos, es decir, esperariamos encontrar una gran diversidad de

morfotipos ectomicorrizicos.

Lo anterior lo observamos con la alta diversidad de morfoespecies asociada a Q.
glaucoides y Q. potosina. Aunque las especies muestreadas de Quercus solo
fueron 2, ademas, cada punta de raiz individual puede estar micorrizada por mas
de un simbionte fungico (Morris et al., 2008b), inclusive se conoce que 15 a 20
especies de hongos ectomicorrizicos pueden colonizar un arbol adulto, como
resultado de la estructura del bosque y elementos que influyen en la produccién
del esporoma y de la micorriza (Morris et al., 2008b, Garcia-Guzman, 2015).
Garcia-Guzman (2014) menciona que los bosques de encino estudiados que
poseen una alta diversidad de especies de Quercus podrian promover el
mantenimiento de la diversidad ectomicorrizica. Aunado a lo anterior, se pudo
observar en éste trabajo la colonizaciéon de dos especies fungicas en un mismo
sistema micorrizico (morfotipo 5), ademas, el numero de morfotipos encontrados

en para el caso de Q. glaucoides fue del8y 7 para Q. potosina.
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8.2 Caracteristicas morfolégicas y molecular de las ectomicorrizas

encontradas en las raices de Q. glaucoides y de Q. potosina

La utilizacién de métodos moleculares como el andlisis de secuencias de ADN,
han sido empleados en la determinacién de especies fungicas asociadas a
diversos elementos arboéreos, los criterios morfolégicos siguen siendo una parte
importantes y esencial en el estudio de estos organismos, ya que en conjunto
proporcionan informacion precisa en los estudios taxondmicos (Jakucs et al.,
2005a), razon por la cual la caracterizacion morfoldgica de las ectomicorrizas es
de gran importancia considerarla. A pesar de los avances tecnoldgicos en el
presente estudio no se llegdb a identificar molecularmente a las especies
representadas por los diferentes morfotipos ectomicorrizicos asociadas a sus

hospederos.

Por lo anterior la descripcion de la estructura del sistema ectomicorrizico
proporciona rasgos valiosos en la identificacion del micobionte ectomicorrizico. En
el presente trabajo no se pudieron identificar 22 morfotipos ectomicorrizicos con
métodos moleculares, sin embargo, ciertas caracteristicas fueron similares con las

nueve muestras identificadas a través de la técnica de PCR.
Morfologia de la ectomicorriza en el género Tomentella sp.

Estos géneros se han reportado asociadas con otras especies de Quercus, sin
embargo, las caracteristicas morfologicas son diferentes, aunque algunos
caracteres tienden a ser especificos para ciertas especies (Claveria y De Miguel,
2005). Siendo caracteristicas comunes del género Tomentella la tonalidad marrén,
marro oscuro y en algunos casos a negro, con rizomorfos, en la presencia o
ausencia de fibulas y cistidios (Jakucs et al., 2005a., Agerer, 2006., Salgado-
Salomén, 2017), la aparicion de grupos de células globulares en la superficie del
manto (Jakucs y Eros-Honti, 2008) y mantos externos pseudoparenquimatosos
con células angulares a epidermoides ( Salgado-Salomon, 2017). Las
caracteristicas mencionadas anteriormente fueron similares con algunas

encontradas en Tomentella aff. stuposa (M3), Tomentella spl (M4) y Tomentella
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sp2 (M12), en cambio, los tipos o la clasificacion de los caracteres son diferentes
(Tabla 6), esto influenciado una parte por la especie hospedera asociada
(Brundrett, 2004), sin embargo, esta variabilidad fenotipica resulta importante para
entender la expresion de los caracteres morfolégicos de una especie

ectomicorrizica presente en otros hospederos.

En éste trabajo como se menciond anteriormente no se identificaron todos los
morfotipos molecularmente, por lo tanto, se comparé entre los géneros
identificados con los morfotipos restantes y de las caracteristicas reportadas de
otras especies de arboles.

El morfotipo 11 (M11) presentd las caracteristicas generales del género
Tomentella, en cambio con las identificadas en éste trabajos el M11 con cistidios
(tipo G) y de rizomorfos (tipo A) fueron distintos a las Tomentellas M3, M4 y M12,
Agerer y Rambold (2004-2019) mencionan para Quercus sp. rizomorfos de tipo A
asociado con T. galzinii Bourdot y cistidios de tipo A siendo ésta diferente al M11,
en cambio el M12 coincide con el tipo cistidios (Tabla 6), por su parte Jakucs et al.
(2005a) describieron a T. stuposa (Link) Stalpers asociado con Populus alba L.
caracteristicas similares con el M11, en la coloracion, la presencia de células
globosas sobre la superficie del manto, en el manto exterior de tipo K:
Pseudoparenquimatoso con un manto interno plectenquimatoso, pero se
diferencia en sus rizomorfos de tipo A y en la ausencia de fibulas en las hifas
emanantes. Por lo tanto el M11 con sus caracteristicas lo colocan dentro de este

geénero.

Para el caso del M3 identificado como T. aff. stuposa solo comparten similitudes
en la tonalidad y en los mantos externos pseudoparenquimaticos e internos
plectenquimatosos, de tipo estructural diferente, de esta manera M3 pertenece a
una especie diferente a T. stuposa, ademas el M3 no presento rizomorfo lo cual en
la mayoria de éste género lo presentan ya sea de tipo A, C o B. Agerer (2006)
mencina que T. ferruginea (Pers.) Pat., T. pilosa (Burt) Bourdot & Galzin y T.

substentacea los rizomorfos de tipo teleforoide son propios de estas especies,
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comparando con otras especies de Tomentella en otros hospederos sélo
presentan similitudes con algunos caracteres. Al igual que con M4 y M12 soélo
comparten ciertas similitudes con las especies citadas (Tabla 6). Moser et al.
(2009) reportaron para Tomentella sp. asociado con Q. garryana caracteristicas
similares en coloracion y ramificacion con las Tomentellas descritas en éste
estudio, en cambio existe una mayor similitud con el M11 tanto en coloracién, en la
ramificaciones del sistema y en el tipo de manto externo e interno de tipo K:

Pseudoparenquimatoso y tipo A/E: Plectenquimatoso respectivamente.

Tabla 6. Caracteristicas generales de Tomentella spp.

CARACTERISTICAS GENERALES

g 8 o & 3
Tipos de Terminacién A & ° =
’.). - et Color Manto £ g > g 3
ramificacion no ramificada I w 2 H 2
£ w N (&)
] 3
Liso a ligeramente
Rojo a aterciopelado, manto
Tomentella aff. Simple a Rectas a ) | ) P o _
stuposa (M3) + ) . café rojizoy externo Hialinas Tipo
monopodial ligeramente . o, P A
Quercus . . rojo muy pseudoparenquimatoso septadas B
. pinada sinuosas ) )
glaucoides obscuro tipo L, manto interno
plectenquimatoso tipo B
Café fuert Liso a ligeramente
afé fuerte a
Tomentella sp. Simple a Rectas a o aterciopelado ) .
1(M4) + i X rojo palido o, Café Tipo
irregular ligeramente . pseudoparenquimatoso P A
Quercus A A Y rojo muy i . septadas B
. pinada torcidas tipo L, manto interno
glaucoides obscuro o )
plectenquimatoso tipo A
Tomentella sp. Amarillo a Liso
2(M12) + . rojo obscuro pseudoparenquimatoso Tipo
Quercus Simple Rectas ) ) A A
. tipo Q, manto interno A
glaucoides y Q. o )
potosina plectenquimatoso tipo B
Tomentella Monopodial- |
i Marrén Brillosos-espinoso
galzinni + pinada . P n Tipo  Tipo
Quercus . Rectas Amarilloa pseudoparenquima Ondulado p
monopodial- . A A
(Jakucs et al., ramidal verde toso (tipo L)
1997) piramida
Marrén Pseudoparenquimatoso
Tomentella Monopodial Rect b i Kp tq nt Rect Tipo
ectas, obscuroa ipo K, manto interno ectasa
stuposa + pinada o K 3 P o . Ao
Picea (Agerer et R torcidasy marron, plectenquimatoso ligeramente P . A
monopodial R X Tipo
al., 2002., Jakucs ramidal sinuosas negro con arreglo de las hifas ondulado B
iramida
etal., 2005) P (adultas) en forma de estrella
Negro
Tomentella marrén Brillosos-tomentoso . .
albomarginata . Rectas a L, Ligeramente Tipo
N Dicotdmica obscuro a pseudoparenquimatoso . P A
+ Pinus tortuosas Leri 0 P torcidas A
(Agerer, 1996) azul-gris (tipo P)
(muertas)
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Brilloso o liso

Tomentella Ocre, marrén plectenquimatoso tipo A
brunneorufa + Monopodial amarillento, yB Tipo
Eucalyptus . Rectas i p A
(Agerer y pinnada blanquecino manto Interno Ondulado C
Bougher, 2001) (puntas) plectenquimatoso
Tomentella Simple
i monopodial Negro a Plectenquimatoso tipo B
ferruginea + X P & j a . P Ligeramente Tipo
Fagus pinada o Rectas marron manto interno torcid P c A
. . orcidas
(Raild y Miiller, monopodial obscuro pseudoparenquimatoso
(996) piramidal
Tomentella Monopodial Ocre, marrén
f amarillento, Pseudoparenquimatoso
pilosa + pinada o ) ) P 9 ) Tipo  Tipo
Populus . Rectas a marron tipo P, manto interno Rectas P
monopodial s c N
(Jakucs y Agerer, ] il obscuro plectenquimatoso
iramida
1999) P (adultas)
Tomentella Monopodial Ocre, marrén peeud it Tipo
seudoparenquimatoso
subtestacea + pinada o amarillento, . P d i Tipo Aa
Populus . Rectas ) tipo P, manto interno Rectas P .
monopodial amarrén o C Tipo
(Jakucs y Agerer, R X plectenquimatoso
2001) piramidal (adultas) N

Morfologia de la ectomicorriza en el género Inocybe sp.

En el caso del género Inocybe, una micorriza de color blanco a amarillo con manto
plectenquimatoso (He et al., 2007) a pardusco con manto gelatinoso e hifrofilico,
una manto de tipo A, B y algunos de tipo C: Plectenquimatoso, sin rizomorfos
siendo de tipo de exploraciéon corta, hifas emanantes con septos, con fibulas, y la
ausencia de cistidios son caracteristicas morfologicas mas comunes de éste
género (Agerer, 1991, 2006). Sin embargo, se han descrito especies con manto
plectenquimatoso de tipo E tanto externo e interno (Agerer y Rambold (2004—
2019) (Tabla 7). Con las especies identificadas en éste trabajo Inocybe sp. 1 e
Inocybe sp. 2 del morfotipo 21 coincide con las caracteristicas principales
mencionadas a diferencia de los mantos fueron distintos, se presenté un manto
externo pseudoparenquimatoso de tipo Q y L con un manto interno
plectenquimatoso, asimismo, se observdé una capa de tanino y estructuras

circulares en abundancia que pueden ser tanino (Figura 25 y Figura 26).

Las caracteristicas descritas por Moser et al. (2009) para Inocybe sp. en Q.
garryana fueron similares con Inocybe sp.1 y sp. 2 con un sistema micorrizico de

color blanco a amarillo palido, una ramificacibn monopidial-pinnada y monopidial-
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piramidal, con hifas blanquecinas y puntas redondeadas, en cambio, el tipo de

manto es diferente, Moser et al. (2009) menciona un manto interno similar al tipo E

y manto externo de tipo A ambos plectenquiméatosos. Para Inocybe spl presento

un manto externo tipo M: Pseudoparenquimatoso y un manto interno de tipo A:

Plectenquimatoso, por su parte Inocybe sp2 con un manto externo e interno de

tipo L: pseudoparenquimatoso. Las diferencias entre estructuras del manto

repercuten por la especie hospedera, inclusive existen cambios del manto en el

mismo hospedero como en éste caso, que por otro lado también pudiera influir la

etapa de desarrollo de la micorriza, como se observé con Tomentella sp. 3 en la

presencia de cistidios.

Tabla 7. Caracteristicas generales de Inocybe spp.

CARACTERISTICAS GENERALES

o
Tipos de Terminacién @ 8 s kS
e .. i Color Manto « F € =]
ramificacion no ramificada T 2 ] 2
w N O
o
Simple, .
L Amarillo
dicotémica a L . .
Inocybe sp. 1 (M25) + monopodial- palido, Liso a ligeramente
Quercus glaucoides pinada e Rectas Amarillo laxo S A A A
X Plectenquimatoso
irregular-
pinada
Amarillo
i palido,
Simple, Rectas a Cafécl
afé claro
Inocybe sp. 2 (M25) + dicotomica e . . . Liso a algodonoso
Quercus glaucoides . ligeramente rojizo a Rojo o, S A A A
irregular- . ). ) Plectenquimatoso
i torcidas palido y café
pinada R
claro rojizo
Plateado,
Inocybe Monopodial- Blanco ; ;
i i omentoso
appendiculata + Picea pinada Rectas Marrén a rojo . Emanantes
(Agerer y Rambold, R . ) . gelatinoso A
monopodial- torcidas (micorriza L, abundantes
2004-2019) . Plectenquimatoso
piramidal adultas) .
(tipo By E)
Marrén o .
X Ligeramente
Inocybe obscurabadia + | Menopodial- blanco algodonoso
Picea pinada Rectas, a Marrén A )
. i Plenquimatoso (tipo - P P A
(Agerer y Rambold, monopodial- torcidas oscuro A hifas ti
con hifas tipo
2004-2019) piramidal (micorriza v ByE) P
adultas) y
Manto externo
Inocybe petiginosa . Ondulado, Plectenquimatoso
Picea Monopodial . Blanco a ) Emanantes
X sinuosoy ; tipo E, manto A A
(Agerer y Rambold, pinada Marrén . abundante
2004-2019) tortuoso interno

Plectenquimatoso
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Ligeramente
Inocybe terrigena + Algodonoso a
Pinus Dicotémica a Rectas, Amarillo o denso algodonoso p A
(Agerer y Rambold, coraloide torcidas naranja Plectenquimatoso
2004-2019) (tipo C)
Gelatinosa
Inocybe
i i . Plectenquimatoso
fuscoma;gmt;ta + Salix, Monopodial- Rectas, Amarillo a (t'q 0 Cortasy P A
0 S . . ipo
pulL: pinada torcidas blanco p_ obtusas
(Agerer y Rambold, Gelatinosa
2004-2019)
Manto externo
Inocybe lacera . Marrén, ocre, o,
Simple a ) Plectenquimatoso .
Betula , Restas, marrén ) Tipo
monopodial i . tipo B, manto onduladas P A
(Agerer y Rambold, pinada sinuosas amarillento, interno G
2004-2019) amarillo n
Plectenquimatoso
Manto externo
Inocybe petiginosa . Ondulado, Plectenquimatoso
Pseudotsuga Monopodial . Blanco a ) Emanantes
) sinuoso y , tipo E, manto P A A
(Agerer y Rambold, pinada Marrén . abundante
2004-2019) tortuoso interno
Plectenquimatoso

Morfologia de la ectomicorriza en el género Russula sp.

Se han registrado caracteres para el género Russula con mantos externos de tipo
A, P, K, D: caracteristico de R. atroglauca Einhell., H: de R. xerampelina (Schaeff.)
Fr., tipo O en R. ochroleuca Pers. y Q: en R. lepida Fr. (Agerer, 2006), asimismo,
un manto de tipo N en especes de R. laricina Velen. y R. atropurpurea Peck, esta
Gltima también presenta un manto externo de tipo K, en el caso de este trabajo se
presentdé un manto de tipo M lo cual no coinciden con ninguno con los descritos
por Agerer (2006) y Agerer y Rambold (2004-2019) en cambio comparten
similitudes con manto interno plectenquimatoso, en cuanto a las tonalidades las
Russulas asociadas a Quercus presentan coloraciones pardusco, ocre y un
marron amarillento (Agerer y Rambold, 2004-2019) y al estar asociados con
géneros de hospederos diferentes la tonalidad cambia de amarillo naranja a
marron rojizo en Pinus, a blanco, marrén verdoso, ocre, marron amarillento, etc.,
con mas similitud a las Russulas identificadas en este estudio (Tabla 8). Otra de
las principales caracteristicas de este género es la presencia de cistidios llamados
Russuloides (Tipo D) en un manto plectenquimatoso y en mantos
pseudoparenquimatoso hay una ausencia de cistidios, ademas, en este tipo manto

previenen la formacion de rizomorfos o al menos no rizomorfos diferenciados (Tipo
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A), como en el caso de R. ilota Romagn. y R. mairei Singer en Fagus (Agerer,
2006) rizomorfos de tipo A y B en R. ochroleuca y R. xerampelina en Picea
respectivamente, en especies de Quercus rizomorfos de tipo E y F (Tabla 8)
(Agerer y Rambold, 2004—-2019). Para el caso de Russula sply sp2 (Morfotipo 21)
no se presentaron cistidios y rizomorfos, ambos tienen un manto
pseudoparenquimatoso (Tabla 8). Otra de las caracteristicas importantes de
Russula spl y sp2. es la presencia de estructuras circulares (taninos) de color
rojizos que con respecto a especies asociadas a Quercus no presentaron esta
caracteristica, por su parte R. xerampelina, R. ochroleuca, R. acrifolia Romagn. en
Picea, R. firmula Jul. Schaff. en Pinus y R. laricina en Larix presentaron células

taniniferas.

Por su parte Morris et al. (2008b) no describieron las caracteristicas morfologicas
de estas especies, sOlo presentan imagenes que corresponden a dos especies de
Russula sp., la primera presentd una coloracion amarillo ligeramente olivo, con
hifas emergentes y escaso micelio blanco, sistema micorrizico simple con
fragmentos de suelo adheridos y las terminaciones no ramificadas rectas. La
segunda ectomicorriza de color naranja de tipo coraloide, lisa con escaso micelio
en la superficie de tono blanco, presenta también fragmentos de suelo adheridos a
ésta. En cuanto a la tonalidad naranja es similar con la encontrada en el presente
estudio, sin embargo, la ectomicorriza fue lisa totalmente (Figura 33-34). Moser et
al. (2009) describieron a Russula sp. con un color marrén a marrén claro, con
cistidios tipo D, manto interno pseudoparenquimatoso tipo M y un manto externo
Plectenquimatoso tipo A, no coinciden con las caracteristicas de las especies de

Russula sp. 1y sp. 2 (M21).

96



Tabla 8. Caracteristicas generales de Russula spp.

CARACTERISTICAS GENERALES

t «
Ti Terminacic H H o
I‘,)?s di ermm.a.cnon Color Manto -.E 3 E o b
ramificacién  no ramificada I 2 2 o
e [}
Russula i Amarillo Liso
sp. 1) Simple a Rectas a . o,
. . Rojizo, Pseudoparenquimatos )
(M21) + irregular- ligeramente ! K lisas A A A
i X Amarilloa otipo: M
Quercus pinada torcidas ) _
glaucoides Rojo Plectenquimatoso
Russula Amarillo Liso .
sp. 2 . Rectas a . L, Lisas
. Simple a i Rojizo, Pseudoparenquimatos
(mM21) + . ligeramente i . Septada A A A
dicotémica X Amarillo a otipo: M
Quercus torcidas L . s
glaucoides Rojo pélido Plectenquimatoso
Russula Rectas, Pard Manto ext Tipo E
ardusco, anto externo: ipo
amoena Simple a doblado y o . P
+ Quercus monopodia Sinuoso ocre, Plectenquiméatoso tipo i A Pardusco, Tipo A
(Agerery | inad (I X marron D. Manto interno: marron
inada igeramen
Rambold, P & ) amarillento plectenquimétoso amarillento
2004-2019) e
Russula
Pardusco, Manto externo: Tipo F
amoenolens Simple a Rectas a o ) P
+ Quercus monopodia  ligeramente ocre, Plectenquiméatoso tipo i A Pardusco, Tipo D
(Agerery | binad . marrén D. Manto interno: marrén
inada sinuosas
Rambold, P amarillento plectenquimadoso amarillento
2004-2019)
Russula Pardusco,
atropurpurea simple a ocre, Manto externo:
+ Quercus monopodia . marrén Plectenquimatoso tipo i A i )
(Agerery | binad amarillento, Ko N. Manto interno:
inada
Rambold, P algunos plectenquimatoso
2004-2019) mas claro
Russula Pardusco, Manto ext Tioo £
: anto externo: ipo
faustiana Simple a Rectas a ocre, o . P )
+ Quercus K X 3 Plectenquimatoso tipo Pardusco, TipoDo
monopodia ligeramente  marrén R - A j .
gerery . . . . Manto interno: marrén ipo
(A | vinad lent D. Manto int Tipo C
inada sinuosas amarillento
Rambold, P plectenquimétoso amarillento
2004-2019) y claro
Russula Pardusco, Manto ext Tioo F
anto externo: ipo
heterophylla Simple a ocre, o . P )
+ Quercus . 3 Plectenquimatoso tipo Pardusco, TipoDo
monopodia - marron . - A i ,
(Agerery X X D. Manto interno: marron Tipo A
| pinada amarillento o .
Rambold, plectenquimatoso amarillento
2004-2019) vclaro
Russula Pardusco,
insignis + simple a ocre, Manto externo: Tipo D o
Quercus di marrén Plectenquimédtoso tipo A A Tino A
monopodia - - ipo
(Agerery R P amarillento D. Manto interno: poAy
| pinada L, B
Rambold, y marron plectenquimatoso
2004-2019) claro
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Russula Marrén a Tioo E Tioo D
: ipo E: ipo D:
xerampelina ) Marré Brilloso o P : P
+ Picea Monopodi Rectas a Tioo H A indiferenciado forma
oscura ipo H: -
(Agerery al-pinada torcidas ) P o, s con hifas de
raices plectenquimatoso
Rambold, gruesas. frasco
2004-2019) adultas
Amarillo o
naranja L
Russula Puntas pseud 58 imat
seudoparenquimatos
firmula Rect amarillento (© P N (: P)
i ectas o (tipo ipo P).
+ Pinus Dicotémica R sy P y P - A A A
(Agerery torcidas 3 Manto interno
Marrén a L, i
Rambold, ) Plectenquimatoso tipo
2004-2019) rojo G.
(micorriza
adulta)
Russula Ocre a
mairei . ) Verrugoso o granulado
Monopodi marrén o, .
+ Fagus . ) Pseudoparenquimatos Tipo A: §
A al-pinada a Rectas a amarillento . Lo . Tipo G:
(Agerery . i o (tipo N) y manto - A indiferenciado
monopodia torcidas Blanco int globular
interno s
Rambold, | piramidal color de Plect imét
ectenquimatoso
2004-2019) puntas a
Russula Marrén o
firmula ) naranja Tomentosa
+Larix Monopodi Rectas R o,
i X y Gris Pseudoparenquimatos - A A A
(Agerery al-pinada a sinuosas . X L,
Rambold (micorriza oy Plectenquimatoso
2004-2019) adultas)

Morfologia de la ectomicorriza en el género Tuber sp.

Una de las caracteristicas principales de Tuber es la presencia de cistidios en
forma de agujas (Tipo A), carecen de rizomorfos y fibulas (Agerer, 2006). Agerer y
Rambold (2004-2019) describieron especies micorrizicos de Tuber asociados a
Quercus con ramificaciones simples a monopodial piramidal y monopodial pinada,
tonalidades ocre, marron amarillento y marrén oscuro, los tipos de manto externo
van de tipo N, L y M con manto interno plectenquimatoso o
pseudoparenquimatoso. Dichas caracteristicas fueron similares con la especie

identificada como Tuber castilloi Guevara, Bonito & Trappe (M14) (Tabla 9).

Por su parte He et al. (2007) mencionan un morfotipo café-amarillento con
granulos amarillentos sobre la superficie, micelio emanante, terminaciones no
ramificadas rectas, refiiendo como una caracteristica que presentan Pezizales
incluyendo a Tuber sp. Moser et al. (2009), describe a dos especies de Tuber (T.
candidum Harkn. y T. whetstonense J.L. Frank, D. Southworth & Trappe)

asociadas a Q. garryana con una tonalidad café anaranjado, hacia las puntas mas
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palidas, con una ramificacion monopodial pinnada a piramidal, terminaciones no
ramificadas tortuosas a onduladas y lisas, el manto interno fue plectenquimatico a
pseudoparenquimatico el manto externo, con presencia de cistidios en T.
whetstonense. Asimismo, las especies identificadas por Claveria y de Miguel
(2005) para las especies de T. borchii Vittad. y Tuber sp. Inclusive en especies de
Pinus las caracteristicas son similares, presentan los tipos de mantos
mencionados al principio y el tipo de cistidio con la ausencia de rizomorfos (Agerer
y Rambold, 2004-2019). Por lo que las especies de Tuber siempre presentaran los
caracteres particulares del género. Sin embargo, en especies de Fagus las
tonalidades de la micorriza varia de un color anaranjado claro a blanquecino en las
puntas en otros caso con una tonalidad amarillo palido o un color olivo (Piestras et
al., 2013).

Tabla 9. Caracteristicas generales de Tuber spp.

CARACTERISTICAS GENERALES

2 w
. L n = 14
Tipos de Terminacion Color Manto é '_; g 35
ramificacién no ramificada T £ o k]
[y g o
Liso Hialinos
Tuber Rijo débil a L, .
castilloi simple a rojo Pseudoparenquimatosot Tipo A:
. ipo N. forma
(M14) + monopodia Rectas Apice: café P . Lisas P A
Quercus R Manto interno de
. | pinada oscuro a o, . .
glaucoides Q. f6 fuert Plectenquimatoso tipo agujas
potosina café fuerte H
Ocre a
Tuber simple, ) oo A
i marrén ipo A:
aestivum + Monopodi K Densamente espinoso Septada P
Quercus . amarillento, " forma
al-pinada a Rectas Pseudoparenquimatos s A A
(Agerery monopodia puntas o (tipol) asperos de
Rambold, | piramidal blanquecin agujas
2004-2019) P as
Tuber Ocrea
ii Vi Monopodi marrén Tipo A:
borchii vitt. al inania a Rectas a amarillento Plectenquimatoso y Septada f(frma
+Quercus P di torcidas, 8l Pseudoparenquimatoso s A A d
monopodia anco e
(Agerery R p' constrefiido (tipo M) asperos .
Rambold, | piramidal color de agujas
2004-2019) puntas
Tuber ,
L, Marrén a .
indicum + ) . Septada Tipo A:
. Marrén Espinoso
Quercus Monopodi o s, Poco forma
R ectas oscura seudoparenquimatoso
Rect Pseud t A A
(Agerery al-pinada , . frecuent de
raices (tipo Ly M) ;
Rambold, dult e agujas
adultas
2004-2019)
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Tuber

Simple Marrén peeud imat Tivo A
seudoparenquimatoso ipo A:
brumale Monopodi oscuro, p. g P
+ Quercus al-pinada a Rectas a marén. a tipo M. i A forma
torcidas ’ Manto interno de
(Agerery monopodia marron o, .
Rambold, o . Pseudoparenquimatoso agujas
2004-2019) | piramidal amarillento
Tuber Simol Ocre a
imple
macrosporum P . marrén Pseudoparenquimétoso Tipo A:
Monopodi Rectas a i .
+ Quercus R - amarillento. tipo M. Septada forma
al-pinada constrefiido ]
(Agerery ] Blanco Manto interno de
monopodia en parte -y -
Rambold, | oi idal color de Pseudoparenquimatoso agujas
2004-2019) piramida puntas
Marrén,
Tuber Simple 0 Tipo A
crea ipo A:
magnatum + | \onopodi ) Espinoso (espinulas). Ondulad P
Quercus - marron n forma
al-pinada Rectas i Pseudoparenquimatoso ocon A
(Agerery i amarillento ) de
Rambold monopodia tipo M septo )
ambold, | piramidal y Blanco en agujas
2004-2019) las puntas
Marrén,
Tuber Simple Ocre a Manto ext Tioo A
anto externo: ipo A:
melanosporu | \1onopodi marrén o ) P
m + Quercus . . Plectenquiméatoso tipo forma
al-pinada - amarillento, X - A
(Agerer y ] M. Manto interno: de
Rambold monopodia blancuzco o, .
, N Pseudoparenquimatoso agujas
2004-2019) | piramidal en las
puntas
Tuber Simple Marré Tipo A
i ) arrén, o ipo A:
mesentericum | \jonopodi Pseudoparenquimatos
+ Quercus R Ocrea . . forma
al-pinada - ) Tipo L. Manto interno: - A
(Agerer y g marrén Pseud imit de
monopodia seudoparenquimatoso
Rambold, R p. amarillento P a agujas
2004-2019) | piramidal
Apice: Curvada
Monopodi Marrén Pseudoparenquimatos scon Tipo A:
Tuber borchii . claro. o tipo M. ramifica forma
+ Quercus al-pinada Curvadasy . o,

’ K K partes Manto interno cion en A de
(Claveriay De | monopodia espinosas L .
Miguel, 2005) | piramidal adultas Plectenquimatoso a Y, agujas,

marron Pseudoparenquimatoso septada hialinas.
oscuro s
. B} Li li t
Monopodi Marrén 15as a ligeramente .
al-pinada (juveniles) y lanosas. Tipo A:
Tuber sp. + A Rectas a marrén Pseudoparenquimatoso forma
QUEII'CUS . ligeramente tipo M. A A de
(Claveriay De irregularm oscuro a . .
) curvadas Manto interno agujas,
Miguel, 2005) ente- negro o A
R Plectenquimatoso a hialinas.
pinada (adultas)

pseudoparenquimatoso

Morfologia de la ectomicorriza en el género Sebacina sp.

El género Sebacina presenta un manto pseudoparenquimatico, con ausencia de

rizomorfos, hifas emanantes sin fibulas y liso, el sistema micorrizico de tonalidad

parduzco (Agerer, 2006). Sin embargo, la tonalidad cambia de acuerdo al tipo de

hospedero asociado, que en algunos casos tienden a ser similares es los
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diferentes especies de arboles como lo reportan Garibay-Orijel et al. (2013)
mencionan coloraciones grisdceas y café oscuro a negro en Sebacinas sp.
asociado a Pinus montezumae, con micelio emanante negro. Por su parte Baeza-
Guzman et al. (2017) en micorrizas de Pinus hartwegii la especie micorrizica S.
vermifera fue de color de café claro a café oscuro, hasta blancuzco en las puntas.
Kihdorf et al. (2014) reportan tonalidades amarillas, amarillo palido y blancuzco en
especies identificadas como Sebacina sp. asociadas a Comarostaphylis
arbutoides Lindl. y a Quercus costaricensis Liebm. Agerer y Rambold (2004—2019)
citan para S. incrustans (Pers.) Tul. & C. Tul. asociado a Picea sp las coloraciones
amarillo crema palido o ligeramente amarillo y blancuzco. Presentan un manto
externo plectenquimatoso de tipo E o C con un manto interno
pseudoparenquimatoso de tipo M o H (Tabla 10). Moser et al. (2009) en la
descripcion morfologica de la ectomicorrizica asociada a Q. garryana, reportaron
para Sebacina sp. tonalidad amarillo-blanquecino a gris-canela, ramificaciones
monopodial pinada, tortuosas a dobladas, rugosa, con un manto externo
plectenquimatoso e interno pseudoparenquimatoso. Dichas caracteristicas fueron
similares con S. epigaea (M13) (Berk. & Broome) Neuhoff aquellas asociadas a las
especies de Quercus con las tanalidades amarillo, amarillo palido y con las puntas
blanquecinas, con respecto al manto los tipos de estructura no coincidieron para
este estudio presentdé un manto externo pseudoparenquimatoso tipo Q con una
manto interno plectenquimatoso tipo L, con respecto a las especies de los autores
citados mencionan un manto externo plectenquimatoso y un manto interno
pseudoparenquimatoso, ademas, S. epigaea (M13) presentd una red de hifas

sobre la superficie del manto con pocos septos.

Asimismo. Sebacina epigaea (M13) presentd caracteristicas similares con el
morfotipo 10 en cuando a la superficie lisa, en la coloracion amarillo palido, blanco
rosado y en algunas puntas de color blanco, en ambos morfotipos hubo presencia
de cristales e hifas gruesas sobre la superficie del manto, para el M10 se
observaron fibulas con una escasa presencia de red de hifas gruesas en

comparacion con Sebacina epigaea (M13) en donde fueron abundantes y con una
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matriz gelatinosa, ambos procedentes de la misma muestra de suelo y al gran

parecido entre ellos, el morfotipo 10 se consider6 parte del morfotipo 13

identificandose como Sebacina epigaea (Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas generales de Sebacina spp.

CARACTERISTICAS GENERALES

o
" S " n £ 8
Tipos de Terminacién Color Manto & r_; g 3
ramificacion no ramificada I =2 o k7
w g s}
Sebacina Café muy L
; isas a
epigaea Simple a palido, Café Liso a ligeramente tort Hialinos
ortuosa
gM13) + monopodia Rectas rojizo claro lanoso A A con
uercus scon
. | pinada y Blanco Pseudoparenquimatoso septos
glaucoides P septos
rosado
Hifas
Amarilloa Manto externo aruesas
simple a amarillo Pseudoparenquimatoso sobre el
M:gz’:l",couslo irregular Rectas palido, TipoLytipoQoH. manto p A A
glaucoides inad blancoy Manto interno |
inada color
P rojo débil Pseudoparenquimatoso i
. café
en partes Tipo L. .
palido.
Sebaciana ) Manto externo
sp. + Quercus | Monopodi Amarillo Plectenquimatoso Tipo
costaricensis al E/C. Manto interno - A A A
. R R transparentado con o,
(Kihdorf et piramidal g Pseudoparenquimatoso
agregados
al.,2014) Eree Tipo M o Tipo H
Sebacina . )
incrustans + Rectas a Amarillo Liso Lisas
i Simple a Rojizo, Pseudoparenquimatoso
Picea i p i ligeramente ) i p. d Septada A A A
Agerery dicotomica torcid Amarillo a tipo: M
orcidas _ s
Rambold Rojo palido Plectenquimétoso
(2004-2019)
Sebacina sp.
1+ Delgado, grisdceoy
monF;,e’lltllsmae Dicotémica Rectas Caféclaroy semitransparente i i A )
. oscuro Aéreo: Laxo con
(Garibay- o :
Orijel et al,, micelio translucido
2013)
Dobladas
Sebacina sp.
24+ con puntas L b
axo, se observan
Pinus Monopodi  cilindricasy , , )
A | p Café oscuro células corticales. Largasy A A A
montezumae ala agudas
. . & . anegro Puntas manto negras
(Garibay- dicotémica hacia la leod fib
Orijel et al., punta. algodonoso a fibroso
2013) sinuoso
Sebaciana Arbutoide Rectas, . Mant(? e)fterno . Hifas
sp. +C. dobladas, Amarillo Plectenquimatoso Tipo
o manto liso ) emanan
arbustoides con transparent E/C. Manto interno tes A A A
(Kahdorf et ¥ terminacién ado pseudoparenquimatoso )
transparente morron
al.,2014) . cilindricos Tipo M o Tipo H

102



8.3 Comparacion morfolégica de morfotipos de HECM asociados a Q.
glaucoides y Q. potosina con morfotipos reportados en literatura

Por otra parte, morfotipos de HECM no identificados molecularmente fueron
totalmente distintos de los secuenciados, algunos presentaron tonalidades oscuras
a tonos rosaceos con micelio denso en parches, otros de tonalidad café con
micelio brilloso amarillento, etc., (Figura 1-29). Sin embargo, algunos presentaron
caracteristicas muy distintivas de algunas especies de HECM tanto micro como
macroscopicamente, como la presencia de hifas laticiferas caracteristico del
género Lactarius, una micorriza color negro, con hifas dispuestas en forma de
estrella como se describen en especies de Cenoccocum (Agerer, 2006), entre

otros.

Partiendo de esto, se presentan las caracteristicas de algunas especies citadas en
literatura pertenecientes a ciertos géneros. Una de éstas y mas importante de las
especies ectomicorrizicas de Cenococcum geophilum Fr., es la presencia de un
manto plectenquimatoso de tipo G formando patrones en forma de estrella, este
tipo de manto ha sido denominado cenococcoide, con ausencia de rizomorfos y
cistidios, hifas emanantes frecuentes, sin fibulas, tipo de exploracion corta
distancia, es hidrofilica y la tonalidad de la ectomicorriza es negra (Agerer, 2006).
Especie que se han descrito por autores como De Miguel y Saez, (2005), He et al.
(2007), Suz et al. (2009), Leski et al. (2010), cumpliendo con las caracteristicas
antes mencionadas. Estas caracteristicas se presentan en los diferentes
hospederos asociados con Cenococcum, ya sea en Pinus, Quercus, Picea o

Eucalyptus, por mencionar algunos (Agerer y Rambold, 2004—-2019).

Aunado a lo anterior el morfotipo 9 presentd dichas caracteristicas, un sistema
micorrizico negro de apariencia rugosa, hifas emanantes largas y gruesas, con
numerosos septos, un manto de tipo G Plectenquimatoso (Figura 14), por lo que

este morfotipo se consider6 como C. geophilum.

Ademas, algunos sistemas micorrizicos considerados dentro del morfotipo 8 son

similares en cuanto a la presencia de caracteristicas del género Lactarius, como
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hifas laticiferas dentro de mantos plectenquiméatosos o pseudoparenquimatosos
caracteristica distintiva de este género, presenta manto tipo B, C, H, I, P, Q; sin
rizomorfos en la mayoria de sus especies, sin embargo, llegan a presentarse en L.
piperatus (L.) Pers. y L. picinus Fr. de tipo uniforme, russuloide o con una hifa
central en L. salmonicolor R. Heim & Leclair, ausencia de cistidios y fibulas, las
tonalidades son variantes van desde blanquecinas a amarillentas, parduzcas y
rojizas (Agerer, 2006). De igual manera especies como L. scrobiculatus (Scop.)
Fr., L. camphoratus (Singer & A.H. Sm.) J.M. presentan cistidios tipo F/O y
rizomorfos indiferenciados tipo B con hifas laticiferas en el manto medio y algunos
en los rizomorfos en el caso de L. camphoratus (Agerer y Rambold, 2004-2019).

En una muestra de las que forman parte del morfotipo 8, se apreciaron hifas
laticiferas, con un sistema micorrizico liso de tonalidad salmon, en esta la
tonalidad son parecidos. La morfologia microscopica revel6 un manto externo de
tipo M: Pseudoparenquimatoso y manto interno E: Plectenquimatoso, no
presentan cistidios ni rizomorfos, una de las caracteristicas de esta muestra es la
presencia de una capa de taninos, ademas, de estructuras circulares dentro dela
raiz como anteriormente se le denomino taninos, esta caracteristica no se
presentan en la mayoria de los Lactarius, a excepcion de L. scrobiculatus en Picea
gue si presento celular laniferas (Agerer y Rambold, 2004-2019) y no descartando

la posibilidad que dicho morfotipo pertenezca al género citado.

Una de las caracteristicas presentes en el morfotipo 6 es la coloracion verdosa o
verde azul en parte del sistema micorrizico siendo mayormente de color amarillo-a
amarillo naranja claro. Esta caracteristica verdosa suele estar presente en L.
indigo (Schwein.) Fr. Al realizar la revision en literatura dicha coloracion no se
reporta en estudios hechos en especies de Quercus. Por tal motivo se comparé
con una muestra micorrizica descritas por Flores et al. (2005) que describieron las
caracteristicas de 3 muestras de L. indigo inoculadas con 5 especies de Pinus (P.
ayacahuite var. ayacahuite, P. oocarpa var. oocarpa, P. pseudostrobus Brongn, P.
hartwegii y P. rudis Endl.), dichos autores reportaron que en general L. indigo

presenta una micorriza de tonalidad amarillo en estado juvenil a naranja, canela y

104



verde obscuro en etapa adulta, puntas mas claras, de color naranja, amarillo y
verdosas, el manto plectenquiméatoso con una matriz gelatinosa, las ramificaciones
son dicotomicas, rectas y, el sistema es corto con hifas emanantes cortas
similares a cistidios agudos con la punta ligeramente globosa, sin fibulas,
presentan rizomorfos delgados y amarillentos en etapa juvenil a gruesas y naranja,
verdosas al lesionarse, la red de Hartig abarcando de dos a tres capas de células
corticales en general, en cortes longitudinales y transversales el manto es

plectenquimatoso.

Con respecto al morfotipo 6 con caracteristicas similares en coloracion a las
descritas para L. indigo, el manto en corte transversal fue pseudoparenquimatoso
a plectenquimatoso hacia el margen, la red de Hartig abarco dos capas de células
corticales con presencia de taninos algo similar con las caracteristicas reportadas
por dichos autores. El manto de tipo plectenquimatoso con una matriz gelatinosa,
en este caso no se observaron rizomorfos, ni cistidios o hifas emanantes. Al
revisar la literatura especializada y comparando las descripciones es muy probable

gue el M6 corresponda a L. indigo.

Por otro lado, se reportaban 15 géneros de HECM (Campos-Lopez 2015) a partir
de esporomas en el mismo sitio de estudio, y en el presente trabajo sélo dos
géneros (Inocybe y Russula) fueron también reportados, y tres géneros
(Tomentella, Sebacina y Cenococcum) fueron nuevos reportes. Cabe resaltar que
esta baja coincidencia se debe a que en el estudio de Campos-Lopez (2015) se
tomaron en cuenta los esporomas asociados a ocho especies de Quercus y en
cambio en el presente trabajo solo se enfocd en Q. glaucoides y Q. potosina (las
especies mas abundantes en el sitio de estudio) y especificamente a partir de

puntas micorrizadas.

8.4 Andlisis de datos de los morfotipos ectomicorrizicos: riqueza y

diversidad alfa

La curva de acumulacion de especies por morfotipo no alcanzoé la asintota en las

dos especies de Quercus, a pesar de ello es alto el nivel de eficiencia del
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muestreo, 83.97 % y 95.04 % para Q. glaucoides y Q. potosina respectivamente.
En la literatura existen otros estudios donde se analiza el esfuerzo de muestreo
usando curvas de acumulacion y los indicadores Chao 1 para especies de
Quercus (Garcia-Guzman, 2014), Jackknife 1 (Leski et al., 2010), Jackknife 2 y
Chao 2 (Wang y Gou, 2010., Tedersoo et al., 2006). En el trabajo de Tedersoo et
al. (2010) el esfuerzo de muestreo se consideré bajo, ya se no se estabilizo la
curva, por otra parte en el trabajo de Wang y Gou (2010) la curva de acumulacién
de especies para el estimador Jackknife 2 tampoco alcanzé la asintota, que no fue
el caso para chao 2 que llegd en un punto de estabilidad en la curva. En dichos
trabajos se sefala que, aunque no se llegue a la asintota en la estimaciéon de
especies, pero se alcance un valor de eficiencia alto de muestreo (> 80 %), las
curvas de acumulacion son un parametro importante para evaluar la diversidad de
especies de HECM. También es importante sefialar que los estudios en donde
evalian el esfuerzo de muestreo fueron realizados en especies de hospederos
diferentes a las especies de este estudio, lo que significa que la presente

investigacion es la primera realizada en Q. glaucoides y Q. potosina.

Por otra parte la riqueza de morfotipos fue mayor en Q. glaucoides, la diversidad
alfa calculada con el indice de Shannon-Wiener, evidencio que los valores fueron
altos de acuerdo con los tomados como referencia de Ramirez-Gonzalez (2006)
donde ambas especies presentan valores muy altas Q. glaucoides (3.03) y Q.
potosina (2.43) con diferencias estadisticamente significativas entre ellas. Al hacer
una revision bibliografica para comparar estos valores de diversidad de morfotipos
solo se encontraron estudios realizados con hospederos del mismo género, solo el
trabajo de Garcia-Guzman (2004) reporta valores de diversidad para HECM
asociados a Q. deserticola, Q. obtusata, Q. castanea, Q. magnolifolia, Q. rugosa y
Q. laeta de cuatro sitios de muestreo (Aguila 1, Aguila 2, Icuacato 1, Icuacato 2),
gue son 1.791, 1.259, 1.444 y 1.617 respectivamente y esto son menores a los
reportados en este trabajo. No obstante, existen trabajos en donde evallan la
diversidad de HECM asociados a las raices en otras especies arbéreas como el

de Guarneros-Hernandez (2017) que evalud la diversiad de morfofotipos en un
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bosque de Pinus spp. de tres tratamientos silvicolas, los valores reportados fueron
mayores en dos de los sitos de 3.441 y 3.658, el valor mas bajo fue de 1.009.

Dada la dificultad en la extraccion del ADN en HECM asociados a Quercus spp. no
se lograron obtener las secuencias de varios morfotipos descritos para ambas
especies, esto mismo lo han sefialado en otros estudios (Garcia-Guzman, 2014).
Para el caso de Q. glaucoides se lograron identificar molecularmente 7 morfotipos
y para Q. potosina solo 2 morfotipos. Garcia—Guzman et al (2014) mencionan que
la posible causa de la baja secuenciacion obtenida puede deberse a que las
muestras ambientales suelen ser complejas y carecen de pureza a inhibidores de
pueden contener las raices, tales como metabolitos secundarios, resinas, taninos
y colorantes. En el presente estudio el bajo éxito obtenido en la secuenciacion
pudo deberse a la rapida pérdida de la viabilidad de las mismas y a la secrecion

de taninos en la raices.
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IX. Conclusiones

Se identificaron un total de 29 morfotipos ectomicorrizicos presentes, 15 en Q.

glaucoides y 3 en Q. potosina y 11 morfotipos en ambas especies.

Con el analisis molecular se identificaron 9 especies de HECM representadas en 5
géneros, el mas abundante fue Tomentella (tres especies), siguiéndole Russula e
Inocybe (con dos especies), Tuber y Sebacina (con una especie),

respectivamente.

Dos de las especies del género Tomentella fueron especificas de Q. glaucoides
(Tomentella aff. stuposa y Tomentella sp.1), mientras que Tomentella sp2 y la
especie de Tuber castilloi se presentaron en las dos especies de Quercus. Las
especies del género Inocybe, Russula y Sebacina fueron especificos para Q.
glaucoides.

Los morfotipos pertenecientes a las diferentes especies coincidieron con las

caracteristicas distintivas de los géneros reportados en literatura.

Los géneros identificados molecularmente presentaron caracteres similares con
algunos de los morfotipos que no se pudieron obtener las secuencias de ADN,
como es el caso del morfotipo 11 sus caracteristicas lo colocan dentro del género
Tomentella. Por su parte el morfotipo 10 fue similar en sus caracteristicas

morfoldgicas con Sebacina, fue considerado parte de éste género.

El morfotipo de Cenococcum geophilum fue posible identificarlo por sus caracteres

morfoldgicos distintivos.

La diversidad de HECM identificados por su esporomas por Campos-Lopez (2015)
no reportd la presencia de especies del género Tomentella, Sebacina, Tuber y

Cenococcum, dichos géneros se encontraron solamente en las raices.

Este trabajo, contribuye al conocimiento de la diversidad de especies de HECM
asociados al género Quercus, pues aun son escasos los estudios realizados en

este género y es el primer estudio realizado en Q. glaucoides y Q potosina.
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ANEXOS

Anexo |. Caracteristicas anatdbmicas macro-micromorfolégicas de la ectomicorriza

e

Figura 1. Tipos de ramificacion: A) Ausente; B) Monopodial-pinnada; C)
Monopodial-piramidal; D) Dicotémica; E) Irregular pinnada; F) Coraloide;
G)Coraloide; H) Con tubérculos; l) Trenzada (Agerer, 1991).

Figura 2. Forma de las terminaciones no ramificadas: A) Directa o recta;
B) Inclinado o doblada; C) Sinuosa; D) Tortuosa; E) Estrechado entre las
partes mas viejas y mas jovenes; F) Moniliformes o con cuentas (Agerer,

1991).
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Figura 3. Caracteristicas de la superficie del manto: A) Lisa; B) Reticulada; C)
Granulosa o verrucosa; D) Lanosa; E) Algodonosa; F) Fibrilosa G) Con espinas
cortas; H) Con espinas largas (Agerer, 1991).
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Figura 4. Tipos de rizomorfos: A) Rizomorfos indiferenciados; B) Rizomorfos
indiferenciados con margenes lisos; C) Rizomorfos ligeramente indiferenciados con
hifas centrales mas gruesas; D) Rizomorfos diferenciados con algunas hifas gruesas;
E) Rizomorfos diferenciados con hifas gruesas; F) Rizomorfos altamente
diferenciados (Agerer, 1991).
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Figura 5. Tipos de manto: Plectenquimatoso (A-l) y Pseudoparenquimatoso (K-Q): A)
Grupos de hifas dispuestas en forma de red o hifas curvadas formando una anillo; B) Hifas
dispuestas en forma irregular sobre |la superficie de la raiz; C) Hifas inmersas en una
matriz gelatinosa originada a partir de las paredes de las hifas; D) Hifas dispuestas en una
red desde la que parten cistidios prominentes; E) Hifas dispuestas en una red producida
por la ramificacion multiple de las hifas; F) Zonas de celulas redondeadas sobre un manto
de hifas entrelazadas; G) Hifas dispuestas en forma de estrella; H) Hifas dispuestas en
forma de red. Este tipo es una ftransicion entre tejidos plectenquimaticos y
pseudoparenquimaticos; I) Hifas dispuestas de forma perpendicular a la superficie del
manto; K) Compuesto de celulas angulares y grupo de celulas emergentes redondeadas;
L) Con celulas angulares; M) Con celulas epidermoides, tienen la apariencia de celulas de
la epidermis de las hojas; N) Células mas o menos angulares y algunos con gutulas
lipidicas en su interior que se tifien con sulfovainillina; O) Células angulares y grupos de
angulares o aplanadas emergentes; P) Compuesto de células angulares sobre las que se
dispone una delicada red de hifas; Q) Compuesto de células epicermoides sobre las que
se dispone una delicadared de hifas (Agerer, 1991).
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Anexo Il. Medidas macroscoépicas de los morfotipos asociados a Q. glaucoides y Q. potosina. Se

presenta la medicion minima-(media)-méxima.

Morfotipo

Largo del
sistema

micorrizico (mm)

Largo delas
puntas no
ramificadas
(mm)

Didmetro de las
puntas no
ramificadas (mm)

Diametro del eje
del sistema
micorrizico (mm)

Quercus glaucoides

2

10

11

15

16

22

24

27

28

2.56-(4.90)-6.52
(n=7)
2.42-(3.63)-4.26
(n=3)
1.40-(5.41)-9.24
(n=13)
(4.19) (n=2)

2.50-(5.09)-8.00
(n=13)
2.60-(4.78)-7.00
(n=8)
2.53-(4.53)-8.82
(n=13)
2.70-(3.29)-3.66
(n=4)
1.35(2.75)-4.82
(n=22)
3-6.2 (n=19)

3.53-(5.83)-9.24
(n=13)

Quercus potosina

18

20

1.75-(4.16)-8.52
(n=22)

2.29-(5.28)-8.82
(n=6)

0.40-(1.33)-3.00
(n=19)
0.42-(1.19)-2.53
(n=13)
0.38-(1.38)-2.76
(n=32)
0.54-(1.37)-2.57
(n=10)
0.31-(1.49)-4.00
(n=39)
0.60-(1.00)-3.52
(n=18)
0.25-(0.99)-3.12
(n=28)
0.38-(1.04)-2.57
(n=9)
0.29-(1.31)-3.13
(n=27)
0.60-(1.00)-1.30
(n=19)
0.61-(1.56)-4.99
(n=44)

0.49-(1.48)-4.95
(n=55)

0.35-(1.13)-2.64
(n=38)

Q. glaucoides y Q. potosina

1

0.97-(4.01)-8.91
(n=19)

0.53-(1.74)-3.22
(n=41)

0.12-(0.24)-0.36
(n=24)
0.19-(0.33)-0.49
(n=15)
0.17-(0.27)-0.46
(n=35)
0.24-(0.31)-0.34
(n=10)
0.17-(0.25)-0.58
(n=38)
0.20-(0.26)-0.38
(n=16)
0.21-(0.27)-0.33
(n=23)
0.12-(0.18)-0.29
(n=10)
0.11-(0.24)-0.38
(n=29)
0.20-(0.22)-0.25
(n=19)
0.16-(0.23)-0.36
(n=47)

0.11-(0.24)-0.61
(n=52)

0.14-(0.18)-0.31
(n=48)

0.15-(0.26)-0.36
(n=43)

0.19-(0.31)-0.46
(n=8)
0.30-(0.43)-0.61
(n=5)
0.17-(0.34)-0.49
(n=15)
0.30-(0.36)-0.42
(n=3)
0.22-(0.29)-0.40
(n=20)
0.27-(0.38)-0.46
(n=10)
0.20-(0.31)-0.62
(n=25)
0.22-(0.28)-0.38
(n=9)
0.11-(0.23)-0.64
(n=34)
0.25-(0.34)-0.47
(n=19)
0.16-(0.28)-0.42
(n=28)

0.12-(0.27)-0.61
(n=43)

0.20-(0.29)-0.44
(n=16)

0.16-(0.33)-0.52
(n=26)
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17

19

23

26

29

1.87-(4.31)-7.64
2.42-(3.78)-5.56
1.37-(2.96)-8.00
2.27-(4.83)-8.18
3.00-(3.48)-4.99
1.33-(3.16)-5.37
1.33-(3.94)-10.75

2.38-(4.40)-7.94

(n=12)
(n=16)
(n=17)
(n=30)
(n=6)

(n=13)
(n=17)

(n=22)

0.24-(1.48)-4.41

(n=45)

0.49-(1.06)-2.89

(n=50)

0.24-(1.16)-3.87

(n=56)

0.33-(1.12)-3.49

(n=115)

0.22-(0.76)-2.28

(n=17)

0.54-(1.12)-2.68

(n=41)

0.38-(1.09)-2.32

(n=58)

0.42-(1.23)-4.09

(n=88)

0.16-(0.24)-0.40

(n=44)

0.15-(0.25)-0.64

(n=44)

0.14-(0.26)-0.60

(n=56)

0.14-(0.23)-0.34

(n=95)

0.16-(0.22)-0.29

(n=14)

0.14-(0.22)-0.32

(n=41)

0.13-(0.25)-0.42

(n=56)

0.12-(0.22)-0.58

(n=89)

0.16-(0.24)-0.41

(n=30)

0.17-(0.32)-0.52

(n=29)

0.11-(0.24)-0.49

(n=35)

0.15-(0.28)-0.46

(n=66)

0.30-(0.39)-0.46

(n=8)

0.11-(0.26)-0.53

(n=17)

0.14-(0.30)-0.49

(n=30)

0.14-(0.27)-0.58

(n=43)

(): Media, n=Total de muestras medidas.

Anexo lll. Medidas macroscoépicas de los morfotipos (secuenciados) asociados a Q.
glaucoides y Q. potosina. Se presenta la medicidon minima-(media)-maxima.

Morfotipo

Largo del
sistema

micorrizico (mm)

Largo de las
puntas no
ramificadas
(mm)

Diametro de las
puntas no
ramificadas
(mm)

Didmetro del eje
del sistema
micorrizico (mm)

Quercus glaucoides

3

4

12
25 (spl)
25 (sp2)
21 (spl)
21 (sp2)

13

2.2-4
(n=19)
3.10-(4.6)-6.20
(n=19)
3.00-6.2
(n=19)
2.75-4.5
(n=19)
2.12-3
(n=19)
2.15-(3.28)-4.00
(n=19)

1.95-(4.97)-3.00

0.30-(0.86)-1.20
(n=19)
0.90-(1.79)-4.30
(n=19)
0.60-(1.00)-1.30
(n=19)
0.45-(1.00)-2.1
(n=19)
0.50-(0.77)-1.1
(n=19)
0.60-(1.41)-2.30
(n=19)
1.00-(2.05)-2.60
(n=19)
0.65-(0.90)-1.25

0.20-(0.25)-0.30
(n=19)
0.10-(0.29)-0.25
(n=19)
0.20-(0.22)-0.25
(n=19)
0.25-(0.35)-0.50
(n=19)
0.25-(0.33)-0.40
(n=19)
0.25-(0.28)-0.30
(n=19)
0.25-(0.26)-0.30
(n=19)
0.23-(0.25)-0.35

0.20-(0.26)-0.30
(n=19)
0.20-(0.21)-0.25
(n=19)
0.25-(0.34)-0.47
(n=19)
0.30-0.35
(n=19)
0.30-(0.41)-0.50
(n=19)
0.30-(0.32)-0.37
(n=19)
0.15

0.35-(0.38)-0.50
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(n=19) (n=19) (n=19) (n=19)
14 2.31 0.35-(0.74)-1.25 0.20-(0.23)-0.30 0.33
(n=19) (n=19) (n=19)

(): Media, n=Total de muestras medidas.

Anexo IV. Secuencias obtenidas de morfotipos ectomicorrizcos

Morfotipo 3.
Secuencia de la region de los ITS1F del morfotipo 3: >A31P5blo2EJ_ITS1F_A09_Placa367_079.abl

AGTTGTTGCTGGCCCCTGTATGGGGGCATGTGCACACTCTGTTTACACATCCACTCACACCTGTGCACAC
TCTGTAGTTCTATGGCCTGGGGGGCTCTGTCCTCCTGCTGTGGTTCTATGTCTTTACACACACACTGTAAT
AAAGTCTCATGGAATGTATGTCGCGTTTAACGCAATGAAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCT
CGCATGATGAARAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACCTTGCGCCCTTTGGCTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTTGAGTATCATGAACACCTCAACTCT
CATGGCTTGCCATGAYGAGCTTGGACTTTGGGGGTCTTGCTGGCTTGCGGTCAGCTCCTCTCAAATAAAT
TAGCTTGCCGGTGTTTGGTGGGATCGCGGGTGTGATAACTATCTACGCTTGTGGTTTTTCACCAGGTAAC
CTTCAGCRATGGAGGTTCACTGGAGCTCATAAATGTCTCTCCTCAGTGAGGACAGATCTTGACCATTTGAT
CTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGA

Morfotipo 4
Secuencia de la region de los ITS1F e ITS4 del morfotipo 4: >A67P4blolEJ__ Assembly of 2 reads:
A67P4blolEJ_ITS1F_A10_Placa367_080.abl(reversed), A67P4blolEJ_ITS4_A02_Placa370_016.abl

ACTGAAGGTTGACTGGTGGAAAANCCACGAGCGCAGATAGTTATCACACTTGTGATGCCACCAAACACTG
GCAAGCTGATTTGTTTGAGAGGAGCCKACCACAGGCCGGCAAGACCCCCAAAGTCCAAGCTCATCGTGG
CGAACCGCGAGAGTTGAGGTGTTCATGATACTCAAACAGGCATGCCCTTCGGAATAGCCAAWGGGCGCA
AGGTGCGTTCAAAGATTCKATGATTCWYTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCT
TCATMGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTGTATTGCGTTAAACGCGAGCACATTC
CACAAGACTTTGTTACGGTGTGTGTGTAAAGACATAGGACCACGGCTAGAGGGCGGAAACCCCCAGGCC
ACAGAACTACAGAGGGTGCACAGGTGTGAGTGGATGCGTAAACAGAGCGTGCACGTGCTCCCGGTTTGG
GGGCCAGCAACAACTCGTGTC

Morfotipos 12
Secuencia de la region de los ITS1F del morfotipo 12: >A67P4blo1EJ

ACTGAAGGTTGACTGGTGGAAAANCCACGAGCGCAGATAGTTATCACACTTGTGATGCCACCAAACACTG
GCAAGCTGATTTGTTTGAGAGGAGCCKACCACAGGCCGGCAAGACCCCCAAAGTCCAAGCTCATCGTGG
CGAACCGCGAGAGTTGAGGTGTTCATGATACTCAAACAGGCATGCCCTTCGGAATAGCCAAWGGGCGCA
AGGTGCGTTCAAAGATTCKATGATTCWYTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCT
TCATMGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTGTATTGCGTTAAACGCGAGCACATTC
CACAAGACTTTGTTACGGTGTGTGTGTAAAGACATAGGACCACGGCTAGAGGGCGGAAACCCCCAGGCC
ACAGAACTACAGAGGGTGCACAGGTGTGAGTGGATGCGTAAACAGAGCGTGCACGTGCTCCCGGTTTGG
GGGCCAGCAACAACTCGTGTC

Morfotipo 21
Secuencia de la region de los ITS1F del morfotipo 21 (A31-B2-Blo2-P19):
>A31P19blo2EJ_ITS1F_F12 Placa367_086.abl

CCTCTCACCAATTGTATATGGCGAGGACCGAAGCACCATCATTGTCCAAGAGACAGTTAGGAGCAGGCAT
CCAAGGGACAGTGCTAAATCCAAAATGTAGAAACATCTTATCACATCAAGGATCAGCAAAGCGGACCCCA
CTTATTTATTTGAGAGGAGCTCACTTTCACCTTTGAAAGCGAGCATGAAACCTCCAAGTCCAAAAAAGAAA
AATCCTTTTCCTGACCAAGAAAAGATCAAGAGAAGAAAAGGTTTTATTTTTTGATGATTTCACGACACTCAA
ACGGGTGTACCCCTCGGAATGCCAAGGGGTGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTG
CAATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAA
GTTGTATTGATTGCGTGTGACCGCAAAAGAAAAGAAAAGAATAACATTCTACACTGTATCAAGTTTTATGTG
AAGACGCAAGCCCTCCTTGCAATAAGGAGGGCCCACGCGGTGATGCACA

Secuencia de la region de los ITS1F del morfotipo 21 (A31-B2-Blo2-P15):
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>A31P15bl02EJ_ITS1F_E12_Placa367_088.abl

CTCTCACCAATTGTATATGGCGAGGACCGAAGCACCATCATTGTCCAAGAGACAGTTAGGAGCAGGCATC
CAAGGGACAGTGCTAAATCCAAAATGTAGAAACATCTTATCACATCAAGGATCAGCAAAGCGGACCCCAC
TTATTTATTTGAGAGGAGCTCACTTTCACCTTTGAAAGCGAGCATGAAACCTCCAAGTCCAAAAAAGAAAA
ATCCTTTTCCTGACCAAGAAAAGATCAAGAGAAGAAAAGGTTTTATTTTTTGATGATTTCACGACACTCAAA
CGGGTGTACCCCTCGGAATGCCAAGGGGTGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGC
AATTCACATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAG
TTGTATTGATTGCGTGTGACCGCAAAAGAAAAGAAAAGAATAACATTCTACACTGTATCAAGTTTTATGTGA
AGACGCAAGCCCTCCTTGCAATAAGGAGGGCCCACGCGGTGATGCACAAAGGG

Morfotipo 25
Secuencia de la region de los ITS1F del morfotipo 25 (A31-B2-Blo2-P10): >A31P10blo2EJ

CTTGAACATGCTGTTGCTGGGCTCTAGGGCCAATGTGCACGCTTGTCATTGTTACTTTATCCAAACTGTGC
ACAATTGTAGATCTAAAAAATTGGTGATTATTCTGGGAATAGACTGAGGAACTGCTGTGCTYTAAGCCAGC
TTTTTGCCTTGCCCTTTTTTTCAGGTCTATGTTGCTTTCACAAACCCTGAACCATGTTTTGTTAATAAGAAAA
GTTGAAATAAACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGCTCCTTGGTATTCCA
AGGAGCATGCCTGTTTGAGTATCATCAAATTCCTCAACCATGCCCAGTCATGGGTGTGGCTTGGATAACT
GGGGGTTGTGGGCTTTTTAGAAATGATAAAAAGCTGGCTCCTCTGAAATGCATTAGTGGCAGAGAGAAAG
ACCACTACAGGTGTGATTAACTATCTACATCTTTTGGTTATCATNTATGCTGCTTCTAAACCTAG

Secuencia de la region de los ITS1F del morfotipo 25 (A31-B2-Blo2-P12): >A31P12blo2EJ

CATGCTGTTGCTGGGCTCTAGGGCCAATGTGCACGCTTGTCATTGTTACTTTATCCAAACTGTGCACAATT
GTAGATCTAAAAAATTGGTGATTATTCTGGGAATAGACTGAGGAACTGCTGTGCTYTAAGCCAGCTTTTTG
CCTTGCCCTTTTTTTCAGGTCTATGTTGCYTTCACAAACCCTGAACCATGTTTTGTTAATAAGAAAAGTTGA
AATAAACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCATCTTGCGCTCCTTGGTATTCCAAGGAG
CATGCCTGTTTGAGTATCATCAAATTCCTCAACCATGCCCAGTCATGGGTGTGGCTTGGATAACTGGGGG
TTGTGGGCTTTTTAGAAATGATAAAAAGCTGGCTCCTCTGAAATGCATTAGTGGCAGAGAGAAAGACCACT
ACAGGTGTGATTAACTATCTACATCTTTTGGTTATCATGTTATGCTGCTTCTAAACCTA

Morfotipo 13

Secuencia de la region de los ITS1F del morfotipo 13: >A31P1blo1EJ
TTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACTCGATTTGAGGTCAAGTTGTCAGYTGYTGTCCGAAGACGGTTTGAAG
CACAGAGCTCCCGATCGGCCACCCTCTAAGTGAGGTGCCGGCGAAGACACTTATCACGCCGTACTATGT
CCAACCAAGAGGTGCACTGATCCATTTGAGGTGAGCCACGGCAAGCAGCAACACCCAAGTCCACCGCTC
CCAATCCAAAGATCGGGAGTGTGAGAGTACAATGACACTCAAACGAGCATACCCTTCGGAATGCCAAAGG
GTGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTG
CGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTACATTAGTGCTTGCGCACGACAAT
AAATTTCATTACATTCGAGTTTGTGTAAAATTCCTCTGCCGGCCGAAGCTAGCAAGAGGCCAAGGGTTCAC
AGGGTATTGGATGAAAGTCACCGACGTGCACTTGCCAGGTTCTGGCCAGCACTGACGGCAACGATTCGT
AATCATTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTTTACTTCCTCT

Morfotipo 14

Secuencia de la region de los ITS1F del morfotipo 14:
>A31P7blo2EJIGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTATAAT
GCGTGGAAATGCCCCTAACCAGGGCTCTCTATAAAACTCTAAACTTACTGTCTGAGCAGGCCATGTGCCG
TAATCTTTAAACTTTTTAAAACCTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGT
ATTCCATAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCACTAACAACCCCATCACAAAAGAGCGTGGTATTGGCAGAAG
TGGGTAGGGCTGGCAGTGCTGGCCCCACTCTGCTGGAATGAATAGGCCGGAAATGTAGACCATGGTCAT
AGACTTTCAGAGTATTTTGGAATGCTAAACTAGTTTGTAGACTTGGTCAGAATCTAGGCTATTTGGACCCC
CATTCTGCGTAGAGCAGTAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AA
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Anexo V

indice de Simpson (A):
A= Ypi

indice de Shannon-Wiener (H):
H = -3 (pi)(In pi)
Donde

pi= abundancia proporcional de la especie i, es decir, el numero de individuos de
la especie i dividido entre el numero total de individuos de la muestra.

a) Para cada cuadro se calcula el indice de diversidad ponderado (Hp) en funcién
de la
frecuencia de cada especie:

_ (Nlog N) = (3£, log )
N

Hp

Donde fi es la frecuencia (nUmero de esporomas registrada para la especie i).

b) Para cada muestra calculamos la varianza del indice de diversidad ponderado:

_[Xfilog® fi — (Zfilogfi)?]/ N
r= N2

c) Se calcula la diferencia de las varianzas de ambas muestras:
D,, = var, + var,

d) Se obtiene el valor de t:
F = Hp, — Hp,
D':-'ﬂ]"
e) Se calculan los grados de libertad asociados con el valor de t:

B (vary + var;)
o (var?/Ny) + (vari/N,)

g.l

f) Se busca en tablas estadisticas el valor de la distribucion de t para los grados de
libertad calculados (Moreno 2001).
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