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Resumen

Clavulina J. Schrot. (Clavulinaceae, Basidiomycota) es un género de hongos macroscopicos,
de formas mayoritariamente clavarioides, el cual estd categorizado dentro de los hongos
ectomicorrizégenos. Cuenta con 81 especies descritas tanto de ecosistemas templados como
tropicales; en los ecosistemas templados, las especies habitualmente reconocidas son: C.
amethystina (Bull.) Donk, C. coralloides (L.) J. Schrét., C. cinerea (Bull.) J. Schrét. y C. rugosa
(Bull.) J. Schrot. El objetivo de este trabajo fue describir la diversidad de especies y aspectos
ecofisiolégicos del género en dos bosques templados dominados por Abies religiosa (Kunth)
Schltdl. & Cham. mediante el estudio de los basidiomas y las ectomicorrizas. Las localidades
de estudio, El Zarco y El Pantano, se ubican en la regién central de la Republica Mexicana y
forman parte de La Sierra de las Cruces.

El muestreo de los basidiomas de Clavulina se realizé de julio a diciembre de 2015 en
tres parcelas de 20 x 20 m por localidad. La recolecta de basidiomas se hizo quincenalmente
en ambos sitios, mientras que las ectomicorrizas se recolectaron en los meses de octubre y
noviembre, utilizando nucleadores de PVC de 30 cm de longitud y 2.5 cm de didmetro (N= 27
nucleos por sitio). Adicionalmente, se recolectaron todos los basidiomas que se encontraron
en los trayectos entre las parcelas en ambos sitios de estudio. Todos los basidiomas de
Clavulina fueron deshidratados y revisados macro y micromorfolégicamente, incluyendo
microscopia de alta resolucidn para determinar las especies con ayuda de claves taxondémicas.
Se recolectaron esporomas de hongos saprétrofos (HSAP), hongos ectomicorrizégenos
(HECM) asi como aciculas de arboles hospederos en los dos sitios. Finalmente se recolectaron
en el mes de noviembre muestras de suelo utilizando nucleadores de PVC (N= 6 muestras por
sitio). De los basidiomas y ectomicorrizas de Clavulina se extrajo el ADN, se amplificé la region
de los ITS y los productos se secuenciaron en plataforma Sanger. Las secuencias fueron
editadas en el programa Geneious y junto con las secuencias disponibles en GenBank se
realizdé un alineamiento (MUSCLE) en el programa Aliview, el cual fue editado manualmente.
Se realizaron anélisis de inferencia bayesiana en la plataforma CIPRES usando como grupo
externo a Hydnum repandum L. Se obtuvieron los valores isotépicos de 9"°C y 9N de
basidiomas de Clavulina (N= 29), HSAP (N= 4), HECM (N= 4) y aciculas (N= 5) por medio de

espectrometria de masas. De las muestras de suelo se obtuvieron el Cy N totales, Pgs y pH.
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Los valores promedio de isétopos de Clavulina, de los HECM y los HSAP fueron comparados
con analisis de varianza de una via y los pardmetros quimicos del suelo se compararon entre
sitios por medio de pruebas no paramétricas.

En total se recolectaron 112 ejemplares de Clavulina entre ambos sitios, 34 en El Zarco y
78 en El Pantano. Se obtuvieron secuencias de 55 basidiomas y 47 ectomicorrizas de Clavulina.
Los analisis morfoldgicos y filogenéticos fueron coincidentes y con ellos se delimitaron a C.
reae, C. sp. nov. 1, C. sp. nov. 2y C. sp. nov. 3. Clavulina reae y C. sp. nov. 3 son taxones
cercanos a especies reconocidas en Europa, mientras que C. sp. nov. 1y C. sp. nov. 2 no
corresponden a taxones previamente descritos para el género. Morfoldgicamente, el tamafio
de las basidiosporas, la pigmentacién de los basidiomas y la presencia de cistidios delimitaron
claramente a las cuatro especies. Se registré una mayor produccidon de basidiomas de
Clavulina asi como de biomasa de los mismos en El pantano en comparacién con El Zarco. En
lo que respecta a la estructura de la comunidad de HECM, se recolectaron 718 ectomicorrizas
y a partir de éstas se recuperaron 274 secuencias Utiles. Las 142 secuencias de El Zarco se
agruparon en 30 especies y las 132 de El Pantano en 40. Se identificaron un total de 59
especies de HECM entre los dos sitios de estudio, 52 fueron del Phylum Basidiomycota y
nueve de Ascomycota. Clavulina reae fue la especie mas comun del género y la dominante en
la comunidad de HECM.

En cuanto a los valores isotépicos se encontré que Clavulina mostré 9"C y 9™N
intermedios entre los HECM y los HSAP y los valores no difirieron entre las especies ni entre
los sitios. No obstante, se encontraron diferencias significativas en el 3N de Clavulina de
ambos sitios junto con los HSAP, en comparaciéon con los HECM (P<0.001); en contraste,
también hubo diferencias en el 3"°C del total de taxones de Clavulina de ambos sitios junto
con los HECM, respecto a los HSAP (P<0.01). No se hallaron diferencias en los parametros
quimicos del suelo entre ambos sitios. El que Clavulina sea mas parecido al 3"*C de los HECM
consolida la ubicacién del género dentro de dicho grupo funcional; sin embargo, el que sea
mas similar al 3N de los HSAP sugiere su baja eficiencia en la translocacién de N a su
hospedero. Este trabajo respalda la propuesta de considerar a las especies del género
Clavulina en futuros proyectos de restauracién de bosques de A. religiosa, particularmente a

C. reae al ser la especie dominante de estos sitios de estudio.
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Abstract

Clavulina J. Schrot. (Clavulinaceae, Basidiomycota) is a genus of macroscopic fungi, mostly
with clavarioid sporocarps, categorized within ectomycorrhizal fungi. It has 81 species
described from temperate and tropical ecosystems; in the temperate ones, the most
commonly recognized species are: C. amethystina (Bull.) Donk, C. coralloides (L.) J. Schrét., C.
cinerea (Bull.) J. Schrét., and C. rugosa (Bull.) J. Schrot. The aim of this study was to describe
the diversity and ecophysiological aspects of the Clavulina genus in two temperate forests of
Abies religiosa (Kunth) Schltdl. & Cham. through the study of sporocarps and ectomycorrhizae.
The study sites, El Zarco and El Pantano, are located in the central region of the Mexican
Republic and are part of La Sierra de las Cruces.

Sporocarp sampling was conducted from July to December 2015 in three 20 x 20 m
plots per locality. Sporocarp collection was done biweekly at both sites, while ectomycorrhizae
were harvested in October and November, using plastic tubes of 30 cm long and 2.5 cm in
diameter (N= 27 tubes per site). In addition, all the sporocarps that were found on the
transects between the plots in both study sites were collected. All sporocarps were dehydrated
and reviewed macro- and micromorphologically, including high resolution microscopy to
determine species using taxonomic keys. Saprophytic fungi (SAPF), ectomycorrhizal fungi
(ECMF) as well as needles from host trees were collected at both sites. Finally soil samples
were collected in November using plastic tubes (N= 6 samples per site). DNA was extracted
from the sporocarps and ectomycorrhizae of Clavulina, the ITS region was amplified and the
products were sequenced by Sanger platform. The sequences were edited in the Geneious
program and together with those available in GenBank database, were aligned (MUSCLE) in
the Aliview program and edited manually. Bayesian inference analyzes were performed on the
CIPRES platform using Hydnum repandum L. as an outgroup. The isotopic values of 3"*C and
d"”N of Clavulina (N= 29), SAPF (N= 4), ECMF (N= 4) and needles (N= 5) were obtained by
means of mass spectrometry. From the soil samples, the total C and N, available P and pH
were obtained. The mean isotopic values of Clavulina, ECMF and SAPF were compared with
one-way analysis of variance and soil chemical parameters were compared between sites by

means of non-parametric tests.
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A total of 112 Clavulina specimens were collected between the two sites, 34 at El Zarco and 78
at El Pantano. Sequences from 55 sporocarp and 47 ectomycorrhizae of Clavulina were
obtained. Morphological and phylogenetic analyzes were coincident and species were
delimited as C. reae, C. sp. nov. 1, C. sp. nov. 2, y C. sp. nov. 3. Clavulina reae and C. sp. nov. 3
are close to species which have been described in Europe, while C. sp. nov. 1y C. sp. nov. 2 do
not correspond to taxa previously described for the genus. Morphologically, the size of the
basidiospores, the pigmentation of the sporocarps and the presence of cystids clearly
delimited the four species. There was a significant higher production as well as dry weight of
Clavulina sporocarps at El Pantano compared to El Zarco. In total, 718 ectomycorrhizae were
collected and 274 useful sequences were retrieved from them. The 142 sequences from El
Zarco were grouped into 30 species and 132 from El Pantano in 40 species. A total of 59
species of ECMF were identified between the two study sites, 52 belong to Phylum
Basidiomycota and nine to Ascomycota. Clavulina reae was the most common species of the
genus and the dominant species in the ECMF community.

Clavulina showed isotopic values of 3"C and 9N intermediate between ECMF and
SAPF and these values did not differ between species or between sites. However, significant
differences were found between 3N values of Clavulina and SAPF at both sites, compared to
those of ECMF (P<0.001); significant differences were also found between 9"C values of
Clavulina taxa from both sites and these together with ECMF, compared to those of SAPF
(P<0.01). No differences were found in the soil chemical parameters between the two sites.
The fact that 9"C values of Clavulina were more similar to those of ECMF than to those of
SAPF consolidates the location of Clavulina within the ECMF functional group, however, the
simmilarity to SAPF in terms of 9"N values suggests the low efficiency of Clavulina in N
translocation to its host. This work supports the proposal to consider species of the genus
Clavulina in future restoration projects of A. religiosa forests, particularly C. reae as it is the

dominant species of these studly sites.
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I. Introduccién

El nimero de especies fungicas que habitan en la Tierra se ha estimado desde los 2.2-3.8
(Hawksworth y Licking, 2017) hasta los 5.1 millones de especies (Blackwell, 2011). Debido a las
funciones que realizan en procesos como la descomposicion de residuos organicos, asi como
a las multiples simbiosis que establecen con otros organismos, los hongos constituyen un
grupo bioldégico de enorme importancia en todos los ecosistemas terrestres (Dahlberg et al.,
2010).

Clavulina J. Schrot. es un género de hongos macroscépicos de la familia Clavulinaceae
(Cantharellales, Basidiomycota), que ha sido considerado dentro de los hongos
ectomicorrizégenos (Rinaldi et al.,, 2008; Tedersoo et al., 2010). A nivel global, han sido
reconocidas 81 especies para el género, de las cuéles las mas reportadas (Richard et al., 2004;
Burrola-Aguilar et al., 2013) para ecosistemas templados son: Clavulina amethystina (Bull.)
Donk, C. coralloides (L.) J. Schrét., C. cinerea (Bull.) J. Schrot. y C. rugosa (Bull.) J. Schrét. Estas
especies se caracterizan por desarrollar basidiomas clavarioides, simples o ramificados, de
coloraciones brillantes u opacas y tonalidades blancas, grisaceas y hasta purpureas.
Microscopicamente desarrollan por lo general basidios bi-esterigmados, basidiosporas
pequefas (<10 um de longitud), lisas y hialinas. En ecosistemas templados, la diversidad del
género ha sido asociada a un incremento en la tasa de diversificacién en el complejo cristata,
al cuédl pertenecen éstas cuatro especies (Kennedy et al., 2012). Por otro lado, la pertenencia
del género de manera estricta al grupo de los hongos ectomicorrizégenos, se ha cuestionado
a partir de resultados de estudios con isdtopos (Hobbie et al., 2001, 2002).

Dadas las caracteristicas idiosincraticas de los hongos macroscépicos, en términos de
su forma de vida subterrdnea durante la fase somatica y generalmente epigea durante la fase
reproductiva, la mayor parte de los estudios de diversidad y ecologia de este grupo de
organismos, se han basado en la fase mas conspicua de su ciclo de vida, los esporomas. Sin
embargo, esta fase representa Unicamente la culminacién de los procesos de reproduccién
sexual y no integra la complejidad de los procesos bioldgicos que realizan los hongos. En este
trabajo, se evalua al género Clavulina taxondmica y sistematicamente, para aproximarnos a las
historias de vida de las especies del género y a su ecologia, a través del anélisis de dos fases

de su ciclo de vida: los basidiomas y las ectomicorrizas.
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2.1 Los hongos ectomicorrizégenos (HECM)

La simbiosis que involucra al micelio de los hongos y a las raices de las plantas, se denomina
micorriza (Frank, 2005). En este caso, solo se hace referencia a las ectomicorrizas, aunque se
reconocen al menos siete tipos diferentes de micorrizas de acuerdo con Smith y Read (2008).
Los HECM obtienen la mayor parte de su carbono (C) a partir de una interaccién bidtica con
las células vivas de su planta hospedera (Koide et al., 2008; Lindahl y Tunlid, 2015). Esta
interaccién favorece la obtencion por parte de la planta de elementos como el nitrégeno (N),
fésforo (P), agua, mayor resistencia al estrés hidrico y la proteccién de las raices contra
patégenos. En contraparte, el hospedero vegetal le provee de fotosintatos al HECM,
conformando asi una relacion mutualista (Courty et al., 2010; van der Heijden et al., 2015),
misma que aumenta el nicho realizado de los simbiontes (Peay, 2016).

Morfologicamente, este grupo de hongos se caracteriza por modificar las raices
terciarias de los arboles en sistemas micorrizégenos. En primera instancia, se desarrolla un
manto, que envuelve a la raiz de la planta aislandola del contacto directo con su medio; este
recubrimiento miceliar puede variar en espesor, textura y color (Agerer, 1987-2008). Algunas
especies extienden el micelio desde el manto hacia el suelo, lo que conforma el denominado
micelio extramatricial, que define diferentes tipos de ectomicorrizas en funcién de su tipo de
exploracién miceliar, como: de contacto y de exploracién a cortas, medianas y largas
distancias (Agerer, 2001). Junto con el manto, se desarrollan hifas que penetran y avanzan
entre las células corticales de la raiz de la planta, a lo que se llama la red de Hartig.
Generalmente, esta red penetra desde la parte superficial de la raiz, se extiende por el cortex
y constituye la caracteristica diagndstica de las ectomicorrizas (Smith y Read, 2008). La
relevancia de esta estructura radica en que es en este sitio en el que ocurre el intercambio de
nutrimentos entre la planta y el simbionte fungico (Garcia et al.,, 2015). El establecimiento de
esta interaccién, es el resultado de un complejo sistema de comunicacién quimica entre la
planta y el hongo, el cual ha sido estudiado a detalle en especies como Laccaria bicolor, en la
que se han encontrado moléculas como las “Mycorrhizal induced small secreted proteins”

(MiSSP), que son imprescindibles para la formacion de la ectomicorriza (Plett et al., 2011).
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Se han realizado estimaciones del nimero de especies de hongos que pueden formar
ectomicorrizas, las cuales van desde las 5,000-6,000 (Agerer, 2006) hasta 20,000-25,000
especies (Rinaldi et al., 2008). Los HECM se asocian con especies vegetales distribuidas en
ecosistemas templados y boreales y en menor medida en regiones tropicales (Courty et al.,
2010; Alvarez—l\/lanjarrez, 2014; Bodeker et al., 2014; Tedersoo et al., 2014a). De acuerdo con
Brundrett (2009), las 6,000 especies de plantas que se sabe que forman asociacion
ectomicorrizégena, se distribuyen en 146 géneros y 26 familias, entre ellas Betulaceae,
Caesalpiniaceae, Dipterocarpaceae, Fagaceae, Myrtaceae, Nothofagaceae, Pinaceae vy
Salicaceae (Tedersoo et al., 2010). A pesar de que solo cerca del 2 % de las especies de
plantas forman este tipo de asociacion (Brundrett, 2009), la vegetacién que las presenta abarca
una gran extensién de la superficie terrestre y por ende repercuten en gran medida en los
ciclos biogeoquimicos (Smith et al., 2017).

Los ecosistemas templados suelen tener suelos acidos, con niveles de pH de 4.0-5.7 y
generalmente presentan una estacionalidad en el periodo de lluvias (Read, 1991), mismas que
en México se concentran entre los meses de junio y septiembre (CONANP-SEMARNAT, 2006).
Asi mismo, las especies vegetales que se asocian con los HECM, generalmente producen
material orgédnico con relaciones C:N altas, en comparacién con sistemas en donde
predominan otras familias mayoritariamente representadas por angiospermas (Kégel-Knabner,
2002). Es por ello que en ecosistemas templados, es la calidad y no la cantidad de fuentes de
N, lo que propicia que este elemento sea el factor limitante para la productividad primaria
neta. Se le ha atribuido a los HECM la funcién de transferir Ny P a su hospedero a partir de
fuentes minerales (Read, 1991; Smith y Read, 2008). Sin embargo, durante los ultimos 30 afios
se ha puesto en evidencia la capacidad de algunos HECM para realizar una bisqueda activa
de N en los residuos orgéanicos (Read y Pérez-Moreno, 2003). De acuerdo con Hobbie (2005), la
mayoria de los HECM obtienen los nutrimentos de la materia orgénica, a partir de fuentes

ldbiles como aminoazlcares, proteinas y otros compuestos solubles.
2.2 Los hongos saprétrofos (HSAP)

Los HSAP se caracterizan por obtener su carbono metabdlico y estructural a partir de la

materia organica muerta (Osono, 2007; Lindahl y Tunlid, 2015). Es por medio de la actividad de
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este grupo de hongos y de algunas bacterias, que ocurre el proceso de descomposicion, el
cual determina el rumbo de los ciclos biogeoquimicos a escala global (Chapin et al., 2011). Los
HSAP, tienen la capacidad de desarrollar estructuras especializadas para la translocacién de
los nutrimentos que asimilan, como lo son los cordones miceliares (Boberg et al., 2014); asi
mismo los HSAP producen exoenzimas (EEs) que degradan la materia orgénica del suelo
(MOS) (Burns et al., 2013). Esta mezcla heterogénea de residuos vegetales, animales y de
microorganismos en diferentes estados de oxidacién biogeoquimica, denominada MOS (Feng
y Simpson, 2011), es un componente presente en la mayoria de los ecosistemas terrestres.
Aunque la MOS rara vez supera el 10 % del volumen total del suelo, influye en los procesos de
pedogénesis (Brady y Weil, 2008) y su descomposicion representa la reintegraciéon de la
energia almacenada en su biomasa (Chapin et al., 2011).

Los procesos mediados por la accion de las EEs producidas por los HSAP, involucran la
despolimerizacién de moléculas y cambios estructurales de sus grupos funcionales, la pérdida
de masa debido a la liberacion de compuestos solubles y la generacion de compuestos
recalcitrantes (Lindahl y Tunlid, 2015). Algunos de los residuos derivados de la
despolimerizacion de la MOS, se acumulan en el horizonte Oh del suelo, conformando el
humus, mismo que representa una mezcla heterogénea de moléculas cuya descomposicién
demanda gran cantidad de energia (Brady y Weil, 2008). Este hecho ha sido puesto en duda
recientemente, ya que las moléculas recalcitrantes también pueden ser degradadas desde las
primeras etapas de la descomposicién (Baldrian, 2008; Lehman y Kleber, 2015).

La mayoria de los hongos, incluyendo a los HECM, son capaces de sintetizar EEs como
fosfatasas, B-glucosidasas, lipasas, N-acetilglucosaminidasas y aminopeptidasas (Eichlerova et
al., 2015). Ademas, para los HECM han sido descritas EEs como [B-xylosidasas,
celobiohidrolasas, glucoronidasas, proteasas e incluso polifenol oxidasas (Baldrian, 2008;
Lindahl y Boberg, 2008; Bodeker et al., 2014). Pese a esto, la capacidad enzimatica de los
HECM es inferior a la de los HSAP (Osono, 2007; Baldrian, 2008). Esto hace que los HSAP sean
mas eficientes que los HECM en la degradacién de sustratos lignificados o con altas
concentraciones de residuos acidos no hidrolizables (Berg, 2014). Estas diferencias son mas
claras en los primeros estadios de la descomposicién, en comparacion con los terminales, en

donde se plantea que los HECM degradan y asimilan a la MOS, debido a la ventaja que les
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confiere el suministro de C por parte de su hospedero (Talbot et al.,, 2008). Asi mismo, la
distribucion de algunos HECM en los horizontes orgénicos del suelo, en donde prevalecen los
denominados residuos recalcitrantes, se asocia a una especializacion en esos sustratos que
disminuye el efecto de la competencia con los HSAP (Read y Pérez-Moreno, 2003).

Durante la descomposicién, se presenta un proceso de sucesiéon degradativa, en donde
los HSAP son los encargados de la despolimerizacion de moléculas complejas, que causan
pudriciones café y blanca en la madera, producto de reacciones enzimaticas de hidrdlisis y
oxidacién, respectivamente (Riley et al., 2014). En este proceso, ocurren transformaciones de la
MQOS reguladas por la cantidad y calidad de los constituyentes orgénicos en términos de su
composicién quimica (Kogel-Knabner, 2002), por la estructura de la comunidad de los
descomponedores y por las condiciones ambientales que prevalezcan (Gartner y Cardon,

2004; Chapin et al., 2011).

2.3 Grupos funcionales en hongos

Es a partir de la discrepancia en la fuente primaria del carbono metabdlico, que surgen los dos
grandes grupos funcionales o formas de vida (Gebauer y Taylor, 1999) descritos anteriormente:
los HECM vy los HSAP. Esta separacion en grupos funcionales probablemente tenga su origen
en la descripcién misma de las “micorrizas”, término acufiado por Frank en 1885, en el cual
describe que los HECM deben tomar los nutrimentos minerales (y organicos) del suelo para
transferirlo a sus hospederos (Frank, 2005).

A lo largo del tiempo, esta consideraciéon se ha transformado, ya que en un inicio se
planted que la separacién entre ambos grupos era estricta (Hering en 1982, en Rinaldi et al.,
2008), sin hacer hincapié en que la capacidad de obtener nutrimentos de la materia organica,
no desaparece al ser suministrada una fuente directa de C (en el caso de los HECM), misma
capacidad que incluso es favorecida por la interaccion. Lo anterior ha sido planteado como “la
hipotesis de los descomponedores coincidentes” (Talbot et al., 2008) o “el modelo de
adquisicién de nutrimentos” (Hupperts et al., 2017). Autores como Henn y Chapela (2001),
plantearon a partir del analisis de isdétopos estables, la posibilidad de trazar una linea que
divida a ambos grupos (“The ECM-SAP divide”). De esta manera, se puede tener una

evidencia fisiolégica para designar a una especie dentro de alguno de los dos grupos
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funcionales. Sin embargo, la separacién de estos grupos constituye un tema en discusién
(Baldrian, 2009; Lindahl y Tunlid, 2015), dado que en muchos casos existen taxones con valores
isotopicos intermedios (Hobbie et al., 2002; Agerer et al., 2012; Tedersoo et al., 2014b). Por
esta razdn, se ha postulado que la visién estricta de dichos grupos funcionales debe ser
descrita en un gradiente de biotrofia-saprotrofia, en funcién de las especies y de su entorno
(Koide et al., 2008).

Desde el punto de vista evolutivo, el hecho de que los hongos puedan pertenecer a un
grupo funcional dado, dependeré de la historia de los linajes (Kohler et al., 2015). La simbiosis
ectomicorrizégena ha surgido en multiples ocasiones en distintos linajes de hongos a partir de
un ancestro saprobio; asi mismo, también han ocurrido regresiones evolutivas de HECM a
HSAP como es el caso del género Lentaria (Hibbett et al., 2000; Tedersoo y Smith, 2013).
Como resultado, en la actualidad existen taxones filogenéticamente cercanos, con grupos
funcionales divergentes (v.g. los géneros Hebeloma y Galerina, pertenecen a la familia
Hymenogastraceae, pero el primero es un HECM y el segundo es un HSAP).

Desde el punto de vista ecoldgico, también tiene relevancia el estado de salud del
ecosistema en donde habiten los hongos, para la determinacién de un tipo de actividad
saprétrofa o bidtrofa por parte de los organismos (Lindahl y Boberg, 2008). Por ejemplo,
Bodeker et al. (2014) han reportado para bosques perturbados la presencia de enzimas
peroxidasas clase Il, propias de HSAP, expresadas por Cortinarius glaucopus, un HECM. Del
mismo modo, otros autores han demostrado la actividad saprétrofa en géneros de HECM
como Lactarius y Russula (Rajala et al., 2011), asi como para Tomentella (Courty et al., 2005).
Otra evidencia es el caso de Tricholoma matsutake, un HECM que en condiciones in vitro
tiene la capacidad de sintetizar enzimas hemiceluloliticas, por lo que Vaario et al. (2012) han
postulado que este hongo habita principalmente como un HECM pero puede alimentarse de
manera saprotrofa. Por su parte, Kumla et al. (2012, 2015, 2016) han demostrado que
Phlebopus portentosus, un HECM, puede formar asociaciones ectomicorrizégenas in vitro y a
su vez crecer y formar basidiomas de manera independiente a un hospedero vegetal. Por su
parte, Martos et al. (2009) reportan el desarrollo de pelotones de hifas (in situ) de Resinicium
sp. (un HSAP) en las raices de la orquidea micoheterdtrofa Gastrodia similis; estos autores

también describen la asociacion entre los HSAP Mycena y Gymnopus, con las raices de la
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orquidea Waullschlaegelia aphylla. La presencia de HSAP asociados a orquideas
micoheterdtrofas también ha sido reportada in situ por Dearnaley y Bougoure (2010), quienes
encontraron a especies de HSAP de los géneros Campanella y Marasmius en las raices de
Gastrodia sesamoides, con la capacidad de suministrar C a su hospedero. Vasiliauskas et al.
(2007) han puesto en evidencia que tal situacion puede presentarse también con HSAP
xiléfagos (in vitro) como Phlebiopsis gigantea, que al asociarse con raices de Picea abies
puede formar ectomicorrizas. Recientemente, en un estudio con méas de 200 cepas de HSAP,
se descubrié que Phellinus igniarius también puede asociarse (in vitro) con las raices de Picea
abies y desarrollar una red de Hartig (Smith et al., 2017). Por lo anterior, resulta evidente que la
separacion entre estos dos grupos funcionales, HECM y HSAP, no es estricta. Asi mismo, las
clasificaciones de estos grupos a nivel de género y no de especies, pueden conducir a
generalizaciones erréneas. Un ejemplo es el caso de Amanita thiersii, especie saprotrofa
(Wolfe et al., 2010), que pertenece a un género de HECM de acuerdo a Rinaldi et al. (2008) y
Tedersoo et al. (2010).

A partir de los problemas conceptuales previamente referidos, han sido separados dos
conceptos: los organismos descomponedores y los saprobios facultativos (Lindahl y Tunlid,
2015) en los que se pueden involucrar a los HECM. Los organismos descomponedores son
aquellos que pueden despolimerizar a la materia organica en moléculas més pequefas; estas
transformaciones pueden llevar a una pérdida de masa debido a una liberacion de
compuestos solubles (ibidem). En contraste, los saprobios facultativos son aquellos HECM que
ante un déficit en la obtencion de C por parte de su hospedero, pueden acceder a los
nutrimentos de la MOS a través de la secreciéon de EEs. Dicho de esta forma, este ultimo
concepto hace referencia a una actividad funcional degradativa por parte de los HECM, ante
alteraciones en la simbiosis con su hospedero, es decir, “la hipdtesis del plan B” (Talbot et al.,
2008) o “el modelo de saprotrofia” (Hupperts et al., 2017). No obstante, autores como Osono
(2007) y Baldrian (2009), hacen hincapié en que el calificar a los HECM como saprobios
facultativos carece de sustento, ya que el que haya una expresion de genes de actividad

enzimatica, no implica que se estén degradando las moléculas complejas de la MOS.
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2.4 Aproximaciones para la determinacién de grupos funcionales

En el caso particular de los grupos funcionales en hongos, existen distintas formas para
determinar la pertenencia de una especie a un gremio determinado. De acuerdo con Mayor et
al. (2009) estas son: 1) el sustrato en donde se encuentren desarrollandose los esporomas
(para los HSAP); 2) la co-ocurrencia exclusiva de los esporomas con los hospederos (para los
HECM); 3) la distancia filogenética de los grupos a estudiar con otros previamente asignados a
un grupo funcional (para los HECM y los HSAP); 4) el rastreo del micelio directamente debajo
de los esporomas y hasta las raices de los hospederos (para los HECM); 5) la comparacién
molecular de los esporomas con las raices ectomicorrizadas (para los HECM); y 6) la obtencién
de valores de isétopos de C y N para determinar el modo de nutricion (para los HECM vy los
HSAP). A estas seis vias, se anaden estudios como el cultivo in vitro del hongo de interés en
medios con diferentes fuentes de carbono y la identificacion de genes funcionales (Wolfe et
al., 2012). Todas estas aproximaciones tienen diferentes problematicas asociadas a la
interpretacion de las observaciones (Mayor et al., 2009); sin embargo, el uso combinado de
dos 0 méas de estos métodos, sustenta de mejor manera la ubicaciéon de los taxones en un
grupo funcional dado.

Uno de los métodos que ha cobrado mayor relevancia en las Gltimas dos décadas es el
uso de isétopos estables. Su fundamento es el de verificar si el flujo de macroelementos
constitutivos como lo son el Cy el N, es proveniente de la materia orgéanica o de un potencial
hospedero ectomicorrizégeno hacia sus hongos asociados. Los isétopos son variantes de un
mismo elemento con masas atémicas Unicas, dadas por las diferencias en el nimero de
neutrones que tenga cada uno; por su parte, los isétopos estables de un elemento dado seran
aquellos que no atraviesan por un periodo de decaimiento radiactivo (West et al., 2006).

Cuando se someten muestras bioldgicas a andlisis de isdtopos estables, se obtiene un
valor isotdpico de un elemento en particular, generalmente C y N para el caso de los hongos,
aunque recientemente se ha incluido al Mg (Fahad et al., 2016). Dicho valor isotépico
representa un cociente que involucra la proporcion de la forma isotépica comun de un
elemento y la forma isotépica menos abundante o rara y se expresa con el simbolo delta “3”
(West et al., 2006). En general, se sabe que los HECM se encuentran enriquecidos en ™N vy

disminuidos en C en comparacién con los HSAP (Mayor et al., 2009; Hasselquist et al., 2011;
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Agerer et al., 2012; Reha y Southworth, 2015). Este patrén diferencial entre ambos grupos
funcionales ha sido explicado como una discriminacion en contra del isétopo pesado durante
la transferencia de N desde el HECM hacia su hospedero, lo que deja como resultado un
enriquecimiento en el micelio del isétopo pesado del N. Para el caso del C, se asocia el
enriquecimiento en los HSAP a la asimilacién de este elemento a partir de la MOS, la cuél esta
enriquecida en "*C debido a la descomposicién. Al fendmeno de discriminacién, a favor o en
contra del isdtopo pesado (en este caso *C o ®N), se le denomina fraccionamiento isotdpico
(Dawson et al., 2002; Taylor y Fransson, 2007).

Los valores isotépicos de los hongos constituyen una evidencia independiente, que al
ser combinada con otras técnicas (v.g. moleculares y/o filogenéticas), proveen de evidencias
robustas de la pertenencia de una especie a un grupo funcional (Mayor et al., 2009). Trabajos
que a partir de andlisis isotdépicos combinados con otras técnicas, han logrado ubicar a
diversos taxones dentro de la categoria de los HECM o de los HSAP se indican en la tabla 2.1.

Para el caso particular de Clavulina, trabajos como los de Hobbie et al. (2001, 2002) han
mostrado 9"C y 9""C intermedios entre HECM y HSAP, lo cual indica que podria tener cierto
grado de actividad saprétrofa que no ha sido puesto a prueba hasta el momento. Mayor et al.
(2009) indican que este género tiene una probabilidad superior al 90 % de ser HECM, sin llegar
a ser definitiva la evidencia al respecto. Estos resultados no concluyentes, a partir de anélisis
de is6topos estables, también han sido obtenidos para especies de Odontia, pese a que este
género esta propuesto como grupo hermano de Tomentella y Thelephora, los cuéles son
HECM (Tedersoo et al, 2014b). Si bien, los isétopos estables son un indicador de la
transferencia de C y N entre dos almacenes de materia y energia, en este caso MOS u
hospederos y hongos, en realidad, no indican una actividad degradativa intensa ni una
mineralizacién de la MOS por parte de los HECM, ya que no detectan cuél es la fuente de la
cual surgieron esos macroelementos (v.g. de compuestos labiles o recalcitrantes) ni los

mecanismos empleados para acceder a los mismos.
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Tabla 2.1. Trabajos que incluyen isétopos estables para delimitar grupos funcionales.

Taxén 3"N a"13C GF Hospederos Anélisis complementarios Referencia
Morfoti de micorrizas,
Calostoma 126 231 HECM  Quercuss seerJSnlg;)j ds (—:r:ICcC))rr(rJIrZ::s ara Wilson et al.
cinnabarinum  (£0.3)  (+0.2) PP sechencias Te Sporomas Pard - 007
identificacién y filogenia
Caesalpinia gaumeri,
8.8 -26.1 Coccoloba diversifolia, Secuencias de esporomas para Hasselquist et al.
Boletaceae HECM . g e
(x0.6) (x0.1) Esenbeckia pentaphylla, Lonchocarpus castilloi, identificacién 2011
Lysiloma latisiliquum y Vitex gaumeri
A . F ., Larix laricina, Pi
Hvarophoraceae 5.1- (-29.5)- HECM s;j;izps' hzgl;lnsusrsz ' aTrS’Z Z”;r;Zde’::iss Secuencias de esporomas para Seitzman et al.
ysrop 17.0 (-23.3 U8 ophag P 1549 y identificacién y filogenia 2011
Vaccinium spp.
Rama,ria (23)- (246 Ace.r, Betula, Carpinus, Cu.pressu.s, Fagus, . Agerer et al.
subgénero HSAP Juniperus, Larix, Laurus, Picea, Pinus, Quercusy Ninguno
) (-6.8) (-20.7 2012
Lentoramaria Rhododendron
Cultivo, secuenciacién del
Amanita 7.8— (-15.2)- HSAP Andropogon gerardii, Elymus canadensis, transcriptoma, analisis de Wolfe et al.
thiersii 13.6 (-10.8) Koeleria cristata'y Panicum virgatum diversidad genética, expansion 2012
del area de distribucién
Bi ias d
Odontia (3.2- (-29.3- NO Pinus sylvestris, Quercus robury Tilia cordata e;oirrlzar;/:ss’ Sriigj:]r(i:zlzz jra Tedersoo et al.
spp. (0.8) (245 HECM 4 ' y esporomas y micorrizas p 2014b**
identificacién y filogenia
Schenell 2.0 22.3 Pi d P. jeffreyi, Pseudot Reha y
chenella ) ) HSAP inus ponderosa, P. jeffreyi, Pseudotsuga Ninguno Southworth,
pityophilus (£1.8)  (+0.5) menziesii, Quercus garryanay Q. kelloggii 2015
Sedecula 2.5 -20.7 i Secuencias de esporomas para Trappe et al.
HSAP N f
pulvinata (£2) (+0.8) S o referido identificacién y filogenia 2015
Phlebopus 55 249 Barringtonia acutangg/a, Dimocfarpus. lohgan, Culti\{o, b?oensayos, m9rfotipos Kumla ot al.
HECM  Elaeocarpus hygrophilus, Mangifera indica, de micorrizas, secuencias de
portentosus (£1.4) (1) . S . P 2016
Quercus sp. y Syzygium cumini esporomas para identificacién
d"”N= isétopo pesado de nitrégeno, 3"°C= isétopo pesado de carbono. x= error estandar. GF = grupo funcional, HECM= hongo

ectomicorrizégeno, HSAP: hongo saprétrofo. **Este autor no indica que Odontia spp. son HSAP, solo que no son HECM.



2.5 El género Clavulina

Clavulina J. Schrot. pertenece a la familia Clavulinaceae (Donk, 1964), orden Cantharellales
(Agaricomycotina, Basidiomycota) (Kirk et al., 2008). Sus estructuras de reproduccién sexual
(basidiomas) son mayoritariamente cilindricas, simples o con ramificaciones, de coloraciones
variadas, brillantes u opacas. Sus basidiosporas son lisas, generalmente menores a 10 um de
longitud, globosas a ligeramente ovaladas. Los basidios son cilindricos, ligeramente mas
anchos hacia los apices y presentan fibula basal; generalmente con dos esterigmas
recurvados, de 4-8 pm de longitud. El sistema hifal es monomitico, con hifas septadas,
fibuladas, hialinas; el subhimenio es angosto, con hifas de 4-10 um de grosor (Corner, 1950,
Petersen, 1988; Olariaga et al., 2009). A la fecha se reconocen 81 especies del género
(www.indexfungorum.org); sin embargo, si se consideran las subespecies, variedades y formas
reportadas en las bases de datos, este nimero asciende a 120. Sus taxones estan descritos
para regiones templadas y tropicales, y son particularmente diversos en las Ultimas, donde
actualmente se han descrito un gran niumero de especies nuevas con morfologia muy variable
(Uehling et al., 2012), que incluye formas cerebriformes (C. cerebriformis), resupinadas (C.
cinereoglebosa), efuso-coraloides (C. effusa) y cantareloides (C. craterelloides). Tibpromma et
al. (2017) describieron recientemente tres especies nuevas para regiones tropicales de Brasil
(Clavulina grisea, C. osseay C. paraincrustata).

En afos recientes, los andlisis moleculares para la determinaciéon de taxones han
permitido descubrir una gran diversidad de especies que por medio de la taxonomia clésica
no habia sido posible diferenciar. En particular, para los hongos la regién espaciadora interna
transcrita del ribosoma nuclear (ITS) ha sido ampliamente utilizada, dado que presenta un nivel
de variabilidad que permite reconocer diferencias entre especies para la mayoria de los
grupos. Es por esto que la region ITS constituye el cdédigo de barras genético para hongos
(Schoch et al., 2012).

En un trabajo realizado a partir de ejemplares de herbario de regiones templadas de
Europa para el género Clavulina, se encontré que de las cuatro especies de mayor distribucién
en zonas templadas, es decir Clavulina amethystina, C. cinerea, C. coralloides (= C. cristata) y
C. rugosa y que también se han reconocido en Norteamérica (Moncalvo et al., 2006),

Unicamente se encuentran bien soportados los clados de C. coralloides y C. rugosa, mientras
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que C. cinereay C. amethystina no tienen valores de soporte altos; estas dos Ultimas especies
se encuentran en al menos dos clados independientes cada una (Olariaga et al., 2009).
Aunado a estos resultados, Kennedy et al. (2012) estimaron que las cuatro especies
mencionadas se ubican en un clado que tiene una tasa de especiacion 2.6 veces mayor que la
del resto de los clados del género, por lo que representan en realidad un complejo de
especies (“complejo cristata”). Pese a su utilidad, la regién ITS debe ser complementada con
otros marcadores moleculares para obtener filogenias mas robustas. La regiéon de la ARN
polimerasa Il dependiente de ADN (RPB2) (Liu et al., 1999), también ha sido utilizada como
marcador complementario para el género Clavulina (Uehling et al., 2012), aunque su
representacién en las bases de datos alin es muy baja.

En cuanto a la morfologia de los basidiomas, Corner (1950) enfatiza que para el género
Clavulina, al ser tan similares, su caracterizaciéon y clasificacion resulta compleja, por lo que son
necesarias descripciones detalladas de la macro y micromorfologia. Un problema adicional
para las especies templadas, es la ausencia de ejemplares de herbario tipo (Olariaga et al.,
2009). Una aproximacion interesante para delimitar la identidad de las especies de Clavulina
es desde la taxonomia integrativa (Dayrat, 2005), la cual permite conjuntar y aprovechar
distintos atributos de las historias de vida de los organismos (por ejemplo caracteres
moleculares, morfoldgicos, ecoldgicos y biogeograficos), obtenidos a partir de distintos
campos de estudio complementarios, para generar un consenso en la identidad de las
especies (Schlick-Steiner et al.,, 2010). Si bien el concepto de taxonomia integrativa ha sido
controversial (ver Valdecasas et al, 2008), la idea de conjuntar distintos atributos de las
especies cuya resolucién taxonémica es compleja, resulta una opcién idénea. Aunado a esto,
son pocos los estudios de este tipo que se han empleado para el caso de hongos (ver
Moyersoen y Weil3, 2014; Zamora et al., 2015). El trabajo de Zamora et al. (2015) constituye
ademas, uno de los pocos trabajos que busca incluir anélisis estadisticos aplicados a
caracteres taxondémicos, los cuales suelen ser reportados como intervalos. Esto resulta
relevante para Clavulina, ya que algunas dificultades en la delimitacién de las especies,
derivan de que los intervalos del largo y ancho de las basidiosporas, reportados comidnmente,

se traslapan (ver Corner 1950, Christiansen, 1967, Hansen y Knudsen, 1997 y Olariaga et al.,
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2009), lo que hace que estos caracteres, tan frecuentemente utilizados en la discriminacién
entre especies sumamente similares sea ambigua.

El trabajo que aqui se presenta, busca integrar la dindmica de la producciéon de
basidiomas de Clavulina, la diversidad morfolégica de los mismos, la ecofisiologia de los
taxones a partir de andlisis de isétopos estables, asi como las interacciones con las plantas
hospederas, en un solo andlisis. De esta manera, a partir de distintas herramientas sumadas en
una séla metodologia, se busca definir a las especies del género Clavulina que se distribuyen
en bosques templados de Abies religiosa, asi como sus funciones ecoldgicas, haciendo uso de

las secuencias de la region ITS de las ectomicorrizas y de los basidiomas.
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[1l. Antecedentes y planteamiento del problema

3.1 Descripcién y antecedentes del érea de estudio

Las localidades de estudio denominadas El Zarco y El Pantano (Fig. 3.1) se ubican en la region
central de la Republica Mexicana. En particular, forman parte de la Sierra de las Cruces,
ubicada entre las cuencas de México y Toluca y a su vez estan inmersas dentro de la regién
este de la Faja Volcanica Transmexicana. De acuerdo con Garcia-Palomo et al. (2008), esta
Sierra cuenta con una elevacién maxima de 3,800 m y tiene una extensiéon de 110 km, misma
que se subdivide en tres grandes bloques: norte, centro y sur. La Sierra de Las Cruces esta
conformada por ocho estratovolcanes y el drea de estudio se ubica en la zona de transicién
del bloque sur y centro, entre los volcanes San Miguel y Salazar, que se caracterizan por estar
orientados en un eje norte-sur. Los suelos del sitio son de origen volcéanico y estan clasificados
como andosoles, los cuédles tienen una buena retencién de agua dadas sus propiedades
mineraldgicas, por lo que permanecen hiumedos la mayor parte del ano, ademas de que los
niveles de pH de la solucidon del suelo son ligeramente éacidos. El clima de la region es
templado sub-himedo con lluvias en verano (Cw), con precipitaciones concentradas entre
junio y septiembre (CONANP-SEMARNAT, 2006). Los sitios de muestreo sefialados en la figura
3.1 corresponden a los puntos en donde se registraron la mayor cantidad de ectomicorrizas y
basidiomas de Clavulina en estudios previos realizados por Arglelles-Moyao (2013) y Pérez-

Pazos (2014), respectivamente.

3.1.1 El Zarco

Se ubica en el Municipio de San Pedro Atlapulco, Estado de México, dentro del Parque
Nacional Insurgente Miguel Hidalgo y Costilla (PNIMHC), mismo que cuenta con una
superficie de 1,890 ha. La vegetacion dominante corresponde a un bosque puro de oyamel
[Abies religiosa (Kunth) Schltdl. & Cham]. Otros é&rboles hospederos de HECM que se
distribuyen en el sitio con menor abundancia son Alnus jorullensis Kunth y Salix paradoxa
Kunth. Para los sitios de El Zarco se cuenta con anélisis de suelos, que han sido descritos con
valores de pH de 5.5-6.2, porcentajes de carbono orgénico (% C) de 6.2-10.4, porcentaje de
nitrégeno total (% N) de 0.4-0.6 y fésforo disponible (Paisp) de 0.3-1.7 mg/kg, de acuerdo con
Arglelles-Moyao (2013).
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Figura 3.1. Localizacién del area de estudio. Los puntos 1Z, 2Z y 3Z se localizan en El Zarco, San Pedro
Atlapulco, Estado de México. Los puntos 1D, 2D y 3D se localizan en El Pantano, Alvaro Obregén-Cuajimalpa,
CDMKX. Los poligonos de los Parques Nacionales se obtuvieron a partir de la pagina de la CONANP y el mapa se
realizé en el programa ARCGIS.

3.1.2 El Pantano
El Centro de Administracion, Vigilancia y Monitoreo Ecolégico El Pantano (en lo sucesivo
denominado como El Pantano) se encuentra dentro del Parque Nacional Desierto de Los
Leones (PNDL), que se localiza al suroeste de la cuenca de México y cuenta con una superficie
de 1,529 ha y una elevacion media de 3,500 m (CONANP-SEMARNAT, 2006). La vegetacién
estd representada en su mayoria por bosques de oyamel (Abies religiosa), pino (Pinus

hartwegii Lindl.) y encinos (Quercus spp.). También se encuentran otras especies arbdreas
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como: Cupressus lusitanica Mill., Prunus serotina ssp. capuli (Cav.) McVaugh, Buddleia cordata
Kunth y Salix cana M. Martens & Galeotti (Pérez-Pazos, 2014). Para el PNDL, Tovar y Valenzuela
(2006) reportan 102 especies de hongos, pertenecientes a los Phyla Basidiomycota vy
Ascomycota. Pese a que ambas localidades tienen dominancia de Abies religiosa en el estrato
arbéreo, en las parcelas de muestreo de El Pantano también se encuentran individuos de
Pinus sp., especie hospedera de HECM (Fig. 3.2). Estos individuos fueron introducidos como

parte de reforestaciones realizadas por las autoridades del PNDL.
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Figura 3.2. Especies arbdreas en las parcelas de muestreo. Las parcelas 1Z (N= 17), 2Z (N= 19) y 3Z (N= 9) se
localizan en El Zarco y las parcelas 1P (N= 64), 2P (N= 19), 3P (N= 12) se localizan en El Pantano. Los valores por

especie representan abundancias relativas en porcentajes. Datos tomados de Chorefio-Parra (2018).

3.2 Planteamiento del problema

Una de las caracteristicas mas relevantes a considerar es el estado de salud de los bosques en
ambas localidades. El Zarco constituye una propiedad comunal, por lo que el uso y manejo de
los recursos del bosque esta directamente regido por los propietarios de la comunidad de San
Pedro Atlapulco quienes han mantenido un estado éptimo de conservaciéon del bosque
(Arglelles-Moyao, 2013). Por su parte, El Pantano, es un sitio perturbado debido

principalmente a tres factores (Pérez-Pazos, 2014): 1) la cercania con el Valle de México, que ha
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provocado el decaimiento crénico de los arboles del sitio, asociado a las emisiones de ozono
provenientes de la Ciudad de México (Cibrian, 1989, Gonzélez-Medina et al., 2010); 2) un
incendio ocurrido en 1998 que afectd gran parte de la extensién del parque y que
desencadend un proceso de sucesion secundaria, y 3) el incremento de las poblaciones de
insectos descortezadores, lo cual se vio favorecido por los dos eventos de disturbio
previamente descritos y continla afectando al arbolado del sitio. Si bien, de acuerdo con
Trumbore et al. (2015), un ecosistema forestal sano, es aquél que abarca un mosaico de
parches de sucesién que representan todas las etapas de disturbio y resiliencia dentro del
area de distribuciéon natural, este sitio se caracteriza por el decaimiento crénico de su
vegetacion desde hace al menos 28 afos (Cibrian, 1989).

En un estudio previo en El Pantano, se registrd la presencia frecuente y abundante de
los basidiomas de Clavulina coralloides (= C. cristata) y C. cinerea, que se desarrollaban sobre
restos lefiosos en proceso de descomposicion (Pérez-Pazos, 2014). Por su parte, Arglelles-
Moyao et al. (2017) en un estudio sobre comunidades de ectomicorrizas en El Zarco,
registraron a C. cf. cinerea como la especie de HECM mas abundante; asi mismo, recolectaron
basidiomas de C. coralloides, C. aff. cinerea y C. rugosa en proporcién muy baja en
comparacién con los datos reportados para El Pantano (Arguelles-Moyao, com. pers.). Es
importante destacar que especies como C. coralloides, son méas abundantes vy
metabdlicamente mas activas en suelos adelgazados, ademas de ser tolerantes a la sequia y a
suelos con bajos niveles de potencial hidrico (Buée et al., 2005). Es por lo anterior, que
planteamos que debido al mal estado del arbolado en El Pantano (Gonzalez-Medina et al.,
2010), las especies de Clavulina podrian representar a HECM con capacidad saproétrofa,

ul

debido a un déficit en el suministro de C por parte de sus hospederos, de acuerdo con “la
hipdtesis del plan B” (Talbot et al., 2008), mismo que se veria reflejado en los valores

isotépicos de los basidiomas.

3.3 Justificacién
En distintos trabajos realizados en la Faja Volcénica Transmexicana se ha reportado
frecuentemente la presencia de basidiomas del género Clavulina; sin embargo, la identidad a

nivel de especie no ha sido estudiada a profundidad. La relevancia del linaje Clavulina-
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Membranomyces ha sido resaltada recientemente por Argulelles-Moyao et al. (2017) en
comunidades de HECM neotropicales, particularmente en bosques templados de Abies
religiosa (ibidem), Alnus (Kennedy et al., 2011) y Quercus crassifolia (Morris et al., 2008) del
centro del pais. Por lo anterior, el andlisis de la diversidad y funciones ecolégicas de las
especies de Clavulina en bosques de Abies religiosa, una especie endémica de México y
severamente amenzada por procesos de cambio climatico (Sdenz-Romero et al., 2012),
constituird un avance relevante en el conocimiento de este género, cuyas especies

eventualmente deben ser consideradas en programas de restauracion.
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IV. Objetivos

4.1 Objetivo general

Describir la diversidad de especies y aspectos ecofisiolégicos del género Clavulina mediante
el estudio de sus basidiomas y ectomicorrizas, en dos bosques templados de Abies religiosa

colindantes, cuyo estado de conservacién es contrastante.

4.2 Objetivos particulares
1. Determinar las especies de los basidiomas recolectados del género Clavulina en El Pantano
y en El Zarco y comparar las secuencias de ADN de estos y de las ectomicorrizas obtenidas en

ambos sitios para saber si constituyen los mismos taxones.

2. Ildentificar si existen diferencias en la abundancia de basidiomas y de ectomicorrizas de

Clavulina entre El Pantano y El Zarco.

3. Analizar y comparar los valores isotdépicos de *C y N de arboles hospederos, restos
lefiosos y basidiomas de Clavulina, para conocer las funciones ecoldgicas de las especies del

género.

V. Hipodtesis
Dada la cercania espacial de ambos sitios de estudio, se espera que los taxones registrados en
ambas localidades correspondan a las mismas especies. Sin embargo, dado que la densidad
de éarboles hospederos de Clavulina estd disminuida y en condiciones deterioradas en El
Pantano, se espera que la abundancia de ectomicorrizas de este género sea menor que la
registrada en El Zarco.

Si las especies de Clavulina recolectadas en El Pantano, obtienen energia de los
residuos lefosos en donde desarrollan sus basidiomas, entonces se espera que muestren 8"™°N
y 0"C disminuidos y enriquecidos, respectivamente, al compararlos con los valores para las

especies recolectadas en El Zarco.
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VI. Métodos
6.1. Recolecta y descripcién de los basidiomas

6.1.1. Recolecta y discriminacion de individuos
El muestreo se realizé en tres parcelas de 20 x 20 m por localidad, es decir tres en El Pantano
y tres en El Zarco (Fig. 3.1). La seleccion de las parcelas de muestreo se basd en estudios
previos realizados en El Pantano (Pérez-Pazos, 2014) y en El Zarco (Arguelles-Moyao, 2013), en
donde se registrd la mayor cantidad de basidiomas (parcelas 5, 9y 11 de Pérez-Pazos, 2014) y
de ectomicorrizas (parcelas 1, 5y 9 de Argielles-Moyao, 2013) del género Clavulina,
respectivamente. La recolecta de basidiomas se hizo quincenalmente en ambos sitios; cada
parcela fue visitada en total nueve veces entre agosto y noviembre de 2015 y se realizé un
censo de los basidiomas presentes en cada una de ellas. Adicionalmente, se recolectaron
todos los basidiomas que se encontraron en los trayectos entre las parcelas en ambos sitios de
estudio y se registraron sus coordenadas geograficas con un GPS (Garmin).

Unicamente se recolectaron los basidiomas de méas de 1 cm de altura, dado que
ejemplares por debajo de esa talla, por lo general, no han desarrollado un himenio maduro y
su identidad taxondémica con base en los caracteres macro y microscdpicos no puede ser
resuelta si no se tienen los datos de los tamanos de las basidiosporas, basidios, pigmentacién
de los basidiomas en diferentes estadios de desarrollo, asi como la forma de los apices de los
basidiomas (Corner, 1950, 1970; Olariaga et al, 2009). Los ejemplares maduros fueron
recolectados en contenedores plasticos para su posterior determinacion taxondémica. Cada
espécimen fue considerado como un individuo independiente, al tomar como criterio de
separacion que la distancia entre basidiomas o parches de basidiomas fuera superior a 1T m
(Ramirez-Lépez, 2011; Pérez-Pazos, 2014). Esto obedece a que el habito de crecimiento de
Clavulina es generalmente gregario, es decir, que sus basidiomas crecen a menos de 30 cm de
separacion entre si (Delgado et al., 2005). Si bien el criterio de habito de crecimiento no
necesariamente representa a individuos genéticamente distintos (genetos), no existen trabajos
que indiquen los tamafios de genetos que en promedio pueden tener los miembros de este
género. Por cada basidioma o parche de basidiomas recolectados se registré el tamafio del

individuo (largo y ancho en cm) y nimero de basidiomas por parche o espécimen.
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6.1.2 Registro de datos microambientales
Se registraron datos ambientales en cada sitio de recolecta: temperatura del suelo a 5 cm de
profundidad (°C), contenido de agua del suelo a 5 cm de profundidad (m3*m?), humedad
relativa del aire (%) e intensidad de luz superficial (W/m?), con la ayuda de sensores
ambientales (HOBO Micro station Data Logger-H21-002). Los sensores fueron calibrados para
detectar las variables ambientales cada minuto. También se registré en cada muestreo el tipo
de sustrato en el que crecia cada ejemplar (terricola, humicola y/o lignicola) y el habito de

crecimiento de acuerdo a lo mencionado por Delgado et al. (2005).

6.1.3 Descripciones y determinacién taxondémica
Se tomé un registro fotografico por espécimen y se describieron los caracteres perecederos
de los basidiomas, como son: tamanfo, forma del estipite, patrén de ramificacion, forma de las
axilas, tipos de éapices, textura de la superficie, consistencia, olor, sabor y color. Se utilizaron
los caracteres y terminologia descrita por Corner (1950) y Petersen (1988) para hongos
clavarioides. Para describir los colores de los basidiomas se utilizd la clave de Methven
(Wanscher y Kornerup, 1991). Los basidiomas descritos fueron colocados en bolsas de papel
estraza y deshidratados durante siete dias en una camara de ambientes controlados a 37 °C en
la Facultad de Ciencias, UNAM. Todos los especimenes recolectados dentro de las parcelas
de muestreo fueron pesados en una balanza analitica para obtener su biomasa en peso seco.
Los ejemplares recolectados fueron separados por morfoespecies, con base en las
descripciones de los materiales en fresco y en las fotografias de los mismos. Adicionalmente,
se revisaron nueve ejemplares recolectados por Arglelles-Moyao en El Zarco (de 2011 a 2014)
y 11 recolectados por Pérez-Pazos en El Pantano (de 2012 a 2013), que se encontraban
depositados en el Herbario FCME. Todos los ejemplares se revisaron microscépicamente, a
partir de muestras del himenio (generalmente de la region media de las ramas, evitando tomar
de las regiones apicales o basales de los basidiomas, ya que suelen ser estériles). Las
preparaciones se realizaron con hidroxido de potasio (KOH) al 10 %. De cada ejemplar se
obtuvieron las medidas (N= 30) en micrébmetros (um) de: basidiosporas (largo x ancho), valor
de Q (largo/ancho de la basidiospora), basidios (largo x ancho en la regién apical), esterigmas

(largo) e hifas del subhimenio (ancho). Las basidiosporas fueron medidas en vista lateral sin
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incluir el apéndice hilar; se midieron los basidios maduros desde la base y hasta el dpice sin
considerar a los esterigmas. La nomenclatura para describir los caracteres microscépicos es:
Lm= Largo promedio de la basidiospora, Am= Ancho promedio de la basidiospora, Q= Largo
promedio/ancho promedio de la basidiospora. Los valores extremos de cada intervalo
aparecen entre paréntesis. La medicion de todas las estructuras microscépicas se realizé a un
aumento de 1000X. La obtencién de los datos microscopicos se realizd a través de una camara
digital de 2 megapixeles (Olympus DP21) acoplada a un microscopio éptico (Olympus BX51).
La determinacién taxondémica de los ejemplares, se basé en el trabajo monogréfico de Corner
(1950) y en las claves de Petersen (ined.), Christiansen (1967), Hansen y Knudsen (1997) y
Olariaga et al. (2009). Todos los especimenes se depositaron en la coleccion de hongos del

Herbario FCME.

6.2 Muestreo y diseccién de las ectomicorrizas
6.2.1 Recolecta de nicleos de suelo

Durante los meses de octubre y noviembre de 2015 se realizé la recolecta de los nicleos de
suelo para extraer las ectomicorrizas. En cada parcela se tomaron un total de 9 nicleos con
tubos de PVC de 2.5 cm de didmetro y 30 cm de profundidad (Reverchon et al., 2012,
Arglelles-Moyao et al., 2017); se tomaron las muestras en cada lado de la parcela de
muestreo, separadas 10 m entre si y un nlcleo en el centro de la parcela, de acuerdo a la
distribucion que se observa en la figura 6.1. Una vez extraida la muestra de suelo se colocé en
una bolsa de plastico y se rotulé. Las muestras de suelo se refrigeraron a 4 °C, en el
Laboratorio de Sistematica y Ecologia de Hongos Ectomicorrizicos del Instituto de Biologia de

la UNAM (IBUNAM), donde posteriormente fueron procesadas.
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Figura 6.1. Diagrama de muestreo de las ectomicorrizas. El cuadrado en gris representa una parcela de
muestreo de 20 x 20 m. Cada circulo en blanco representa la posicion en la parcela de donde se obtuvo un

nucleo de suelo.

6.2.2 Limpieza de nucleos y obtencion de las ectomicorrizas

En el laboratorio se obtuvieron las ectomicorrizas (se utiliza el término ectomicorriza
entendiéndose que se recolectaron en realidad los sistemas micorrizados, sensu Agerer, 1987-
2008) de las muestras de suelo. Para ello, cada muestra se pasd a través de dos tamices con
diferente apertura de malla (2 y 0.85 mm). La muestra de suelo se lavd suavemente con agua
corriente, procurando separar los agregados y descartar la mayor cantidad de suelo para dejar
Unicamente las raices. Posteriormente se colocaron en una bandeja de fondo blanco con agua
para hacer més eficiente la deteccidon de las raices ectomicorrizadas. Todas las raices con
apariencia de estar ectomicorrizadas se recolectaron en frascos de plastico con agua destilada
fria'y se almacenaron en un refrigerador a 4 °C.

Las raices extraidas de cada muestra fueron diseccionadas bajo un microscopio
estereoscopico para separar aquellas que efectivamente estuvieran ectomicorrizadas, vivas y
con un aspecto turgente. Se colocaron en una caja de Petri y esta sobre una hoja de papel
cuadriculada (cuadros de 1 cm) y numerada. Fueron seleccionadas con nimeros aleatorios 16
ectomicorrizas por nucleo, que se limpiaron y se colocaron individualmente en viales de
plastico con agua destilada fria. Estas 16 ectomicorrizas se utilizaron para obtener los datos
moleculares de la comunidad de HECM. Los nimeros aleatorios fueron generados a partir de

la plataforma Random (www.random.org), debido a que esté basada en ruido espacial y no en
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un algoritmo como en una hoja de célculo (Arglelles-Moyao, 2013). Cuando el nimero total
de ectomicorrizas por nucleo no alcanzd un minimo de 16, se recolectaron todas las

ectomicorrizas de dicha muestra.

6.3 Caracterizacién del suelo en las parcelas de muestreo

Se recolectaron las muestras de suelo con un nucleador de PVC de 2.5 cm de didmetro y 30
cm de profundidad en el centro de cada una de las seis parcelas [N= 2 por parcela (Fig. 6.2)].
Cada muestra se colocd en una bolsa de plastico hermética y se almacend a 4 °C hasta ser
procesada; el suelo se pasd a través de un tamiz de 2 mm de apertura de malla, retirando las
raices, residuos organicos y rocas. Estas muestras fueron procesadas en fresco para su
posterior anélisis de pH y de la concentraciéon de: nitrégeno total (% N), carbono orgénico
total (% C) y fésforo disponible (P4 en g™). El pH se midié en agua relaciéon 1:2.5 con un
potenciometro WTW inolab pH 720, los % C y % N se obtuvieron simultdneamente en un
analizador elemental CNHS/O Perkin Elmer 2400 serie Il en el modo CHN vy el Pgs por la
técnica de Bray, utilizando acido ascérbico como reductor. Todos los procedimientos fueron
realizados en el Laboratorio de Edafologia Ambiental del Instituto de Geologia de la UNAM, a
cargo de la Dra. Kumiko Shimada Miyasaka.
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Figura 6.2. Diagrama de muestreo del suelo. El cuadrado en gris representa una parcela de 20 x 20 m. Los dos

circulos blancos representan la posicion en la parcela de donde se obtuvieron los nicleos de suelo.
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6.4 Andlisis de isétopos estables
6.4.1 Proceso de las muestras pre-analisis

Se recolectaron muestras de aciculas de cuatro individuos de Abies religiosa (N= 2 por
localidad) y de Pinus sp. (de este Ultimo solo una muestra para El Pantano), asi como de restos
lefiosos (N= 3) en donde se encontraron desarrolldndose basidiomas de Clavulina. En total se
seleccionaron 29 ejemplares de Clavulina y se incluyeron controles de esporomas de HECM
(N= 4) y de HSAP (N= 4) recolectados en cada localidad durante el mismo periodo de
muestreo. Se determinaron los valores isotépicos de 3N y 9"°C de cada muestra. El incluir
otras especies de HECM y HSAP recolectados en los mismos sitios de los taxones de interés,
contribuye a tener una mejor interpretacién de los resultados, ya que existen diferencias
potenciales en la composicidon de los nutrimentos del sitio asi como en la adquisiciéon de los
mismos por parte de distintos taxones (Taylor et al., 2003; Wilson et al., 2007).

Todas las muestras fueron limpiadas con agua desmineralizada para retirar los restos de
suelo y material organico superficial, como arcillas y briofitas. Posteriormente, las muestras se
colocaron en bolsas de papel encerado y se deshidrataron con calor seco en un horno (Binder)

a 60 °C por 48 horas (Taylor et al., 1997; Hobbie et al., 2005).

6.4.2 Obtencién de los valores isotépicos de d"™°N y 93C

Los valores isotépicos se obtuvieron en dos lotes. Para la obtenciéon del primer lote N= 21
(nueve basidiomas de Clavulina, dos de HECM, dos de HSAP, cinco muestras de aciculas y tres
de los restos lefiosos), las muestras se molieron con un mortero de dgata y se homogeneizaron
con un tamiz de una apertura de malla de 0.5 mm. Cada una de las muestras se montd en una
capsula de estano (aproximadamente 0.06 g por muestra) y después se introdujeron en un
analizador elemental (Flash 2000 HTP Pluss) acoplado a un espectrometro de masas de
isbtopos estables (MAT 253). Esta parte se realizd en el Laboratorio de Isdtopos Estables del
Instituto de Geologia de la UNAM.

El segundo lote N= 25 (20 basidiomas de Clavulina, dos de HECM, dos de HSAP y un
HECM del primer lote, que sirvi6 como control para comparar los resultados de ambos
laboratorios) fue analizado en el Laboratorio de Espectrometria de Masas de Isétopos Estables

(“Light Stable Isotope Mass Spectrometry Laboratory”), de la Universidad de Florida, EUA, a
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cargo del Dr. Jason Curtis. En este caso las muestras fueron molidas en un Tissuelyser
(Qiagen) por cinco minutos después de haber sido ultracongeladas por 24 horas a -80 °C, en
el IBUNAM. Las muestras fueron cargadas en céapsulas de estafio y colocadas en un carrusel
automatico Zero Blank de 50 muestras. Después de una combustién a 1,020 °C a través de una
columna de cuarzo en una atmésfera rica en oxigeno, el gas fue transportado en una corriente
con helio y pasada a través de una columna de reduccién de calor (a 650 °C) de cobre
elemental para remover el oxigeno. Posteriormente, el flujo pasé a través de una trampa
quimica de perclorato de magnesio para remover el agua y finalmente a través de una
columna GC de 0.7 m a 120 °C para separar el N, del CO.. El gas pasé a un sistema de
preparacion ConFlo Il 'y de ahi a un espectrometro de masas (Thermo Electron Delta V) de
flujo continuo donde la muestra de gas fue medida de acuerdo a los gases de referencia de N
y CO; del laboratorio. Todos los valores de isétopos estables se reportan en 3N y 9"C, los

cudles se generan a partir de la siguiente férmula (Sulzman, 2007):

R
85X = [<M> - 1] X 1000 (%o)

Resténdar

donde, 9X corresponde al valor de la huella isotépica del elemento que se trabaja (en este
caso PNy ¥C); Rmuestra Y Restandar SON las relaciones de BCy ?C y de Ny N, parael Cy el N,
respectivamente. En el caso del C es relativo a PDB (Pee Dee Belemnite, por sus siglas en
inglés) y en el caso del N es con respecto al N, atmosférico (West et al., 2006). Las unidades se

reportan en partes por mil (%o).

6.5 Biologia molecular

6.5.1 Extraccién de ADN
La extraccion de ADN de las muestras bioldgicas (basidiomas y ectomicorrizas) se realizé con
el paquete de extraccion XNAP (Sigma-Aldrich). Para esto se utilizaron placas de PCR de 96
pozos; en cada uno de estos se agregaron 20 pl de solucién de extraccion (ES) para los
basidiomas y 10 pl para las ectomicorrizas, asi como un fragmento de aproximadamente 1 mm
de la muestra. Estas placas se calentaron en un termociclador (Applied Biosystems) de

acuerdo con los siguientes pardmetros: 65 °C x 10 minutos, 95 °C x 10 minutos y finalmente a
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4 °C. Posteriormente se agregaron 20 pl de solucidon de dilucidon (DS) a cada pozo y se
incubaron las muestras a temperatura ambiente por 30 minutos. EI ADN extraido fue

almacenado en un refrigerador a -20 °C.

6.5.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del ITS (nrDNA)

Se empled la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los paquetes:
RubyTag PCR Master Mix (Affymetrix) y REDExtract-N-Amp (Sigma Aldrich). Se amplificé la
regién ITS1-5.85-ITS2 con los oligonucledtidos ITSTF (ocasionalmente también el ITS1) e ITS4 y
para la PCR se siguid el protocolo propuesto por Gardes y Bruns (1993): 94 °C x 3 minutos
(iniciacion); 40 ciclos de reaccidon de 94 °C x 1 minuto (desnaturalizaciéon), 51 °C x 1 minuto
(alineamiento) y 72 °C x 1 minuto (elongacién); al culminar los ciclos se mantuvieron a 72 °C x
8 minutos, para finalizar a 4 °C. A cada corrida de PCR se le anadié un control positivo con
ADN de Agaricus bisporus y un control negativo que consistié en una reaccién sin ADN. Las
muestras fueron corridas con ADN diluido 1:10 con agua ultrapura para evitar la inhibiciéon de
la reaccion.

Los productos de PCR resultantes se cargaron (4-8 pl) en un gel de agarosa al 1 %
tefido con GelRed (Biotium). Los geles se corrieron a 100 V por 45 minutos en una camara de
electroforesis. Posteriormente, el gel se observd en un transiluminador de luz UV y se tomé
una fotografia para analizar el éxito asi como la intensidad de la amplificacién. Los productos

que mostraron buena amplificacién fueron limpiados.

6.5.3 Limpieza de productos de PCR
Los productos de PCR fueron limpiados con el paquete ExoSAP-IT (Affymetrix). Se prepard
una mezcla de 1 pl de agua ultrapura y 1 pl de ExoSAP-IT y se agregaron 3.5 pl de cada uno de
los productos de PCR. Las muestras se corrieron en el termociclador con los siguientes
pardmetros: 37 °C x 45 minutos, 80 °C x 15 minutos y finalmente a 4 °C. Los productos de PCR
limpios se enviaron al Laboratorio de Secuenciacién Gendmica de la Biodiversidad y la Salud
del IBUNAM. Fueron secuenciados por tecnologia de tipo Sanger que involucra el uso de la
técnica de electroforesis capilar y utilizando Big Dye Terminator 3.1 (Applied Biosystems). Las

muestras de basidiomas se secuenciaron en ambos sentidos con los dos oligonucleétidos
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empleados en los procedimientos de PCR (ITS1F e ITS4), mientras que las de ectomicorrizas

Unicamente se secuenciaron con el oligonucledtido 1TS4.

6.6 Anélisis bioinformatico
6.6.1 Edicion de secuencias

La edicién de las secuencias obtenidas se realizd en el programa Geneious 9.0 (Biomatters). En
primera instancia, se realizdé un recorte de los extremos de las secuencias, debido a la baja
calidad en la lectura de las regiones terminales. Posteriormente, se editaron las secuencias
“forward” y “reverse” de un mismo ejemplar en conjunto y para las ectomicorrizas Ginicamente
la “reverse”. Esta edicion consistié en corregir cuando ocurrid un error en la asignaciéon de
bases (“base calling”) en el secuenciador; detectar ambigliedades en las bases, es decir,
diferenciar cuando se traté de una base heteréciga, y para eliminar regiones cuya lectura fuera

de baja calidad en los extremos de las secuencias.

6.6.2 Generacién de unidades moleculares taxondmicas operativas
Las secuencias provenientes de ectomicorrizas se ensamblaron al 97 % de similitud para
generar secuencias consenso y se compard la similitud genética de cada secuencia consenso
con la base de datos de nucledtidos de GenBank (NCBI), mediante el uso del algoritmo
BLAST. A partir de esas secuencias al 97 % de similitud fueron seleccionadas aquellas que
correspondieran al género Clavulina.

Para obtener los MOTUs (“Molecular Operational Taxonomic Units”), las secuencias de
las ectomicorrizas de Clavulina fueron re-ensambladas al 100 % de similitud en conjunto con
las secuencias provenientes de los basidiomas, de tal manera que se obtuvieran genetos. Se
generaron las secuencias consenso de los genetos, mismas que fueron comparadas con la
base de datos de nucledtidos de GenBank, mediante BLAST para conocer su similitud
genética con las secuencias disponibles. Las comparaciones se acotaron a secuencias
provenientes de ejemplares voucher y se analizaron las comparaciones que arrojé el BLAST

utilizando como criterios el porcentaje de identidad y la cobertura de la secuencia.
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6.7 Anélisis filogenético

Con la finalidad de establecer la afinidad filogenética de las secuencias de Clavulina
obtenidas, se analizaron de manera conjunta con otras disponibles en la base de datos de
GenBank y que han sido publicadas en los trabajos de Olariaga et al. (2009), Kennedy et al.
(2012), Uehling et al. (2012), He et al. (2016) y Arglelles-Moyao et al. (2017). Todas las
secuencias fueron alineadas por medio del método iterativo MUSCLE en el programa AliView
(Larsson, 2014). Se hizo una correccién manual del alineamiento y se corrié un anélisis
bayesiano en Mr. Bayes, utilizando la plataforma CIPRES (Science Gateway V. 3.3.) El anélisis se
corrié durante 10 000 000 de generaciones, con Hydnum repandum L. (cédigo de acceso de
GenBank: AJ547871) como grupo externo. El arbol obtenido fue editado en el programa
FigTree (versién 1.4.3).

6.8 Anélisis estadisticos

Se evalud si existian diferencias estadisticamente significativas entre El Pantano y El Zarco, en
relacién al nimero de ectomicorrizas recolectadas por sitio. Para ello, se realizd la prueba no
paramétrica de U de Mann-Whitney, tomando como valores los 27 nucleos recolectados por
sitio de estudio.

Se evalué si habia diferencias estadisticamente significativas entre los valores de %N,
%C, pH y Pasp, entre El Pantano y El Zarco. Para ello fueron utilizadas pruebas de U de Mann-
Whitney.

Se compararon los valores promedio de las mediciones de basidiosporas (largo y
ancho) de los ejemplares secuenciados por especie. Para ello fue utilizada la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis entre los valores promedio del ancho y del largo de la
basidiospora por especie.

Se evalué si existian diferencias en el nimero de ejemplares recolectados de Clavulinay
de la biomasa en peso seco de los mismos, entre los dos sitios de estudio. Para realizar la
comparacién se tomd como réplica a la suma de todos los especimenes recolectados por
parcela de muestreo (y su biomasa) en cada mes de muestreo, de tal manera que la N de cada
sitio fue de 12 (tres parcelas x cuatro meses). Para la evaluacidon se realizé la prueba no

paramétrica de U de Mann-Whitney, utilizando Unicamente los ejemplares recolectados
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dentro de las parcelas de muestreo. Asi mismo, se evaludé si existian diferencias
estadisticamente significativas entre El Pantano y El Zarco, en relacién al nimero de
ectomicorrizas de Clavulina recolectadas por sitio. Para ello, se realizd la prueba no
paramétrica de U de Mann-Whitney.

Para evaluar si habia una relacion entre las variables microambientales (ver seccién
6.1.2) y el nimero de ejemplares recolectados en total, se agruparon los valores de los datos
microambientales en categorias, utilizando la regla de Sturges para definir el nimero de
clases. De cada variable se obtuvo la amplitud del intervalo de cada clase y el valor medio por
intervalo (marca de clase). Se transformé la frecuencia de los ejemplares de Clavulina con la
transformacion de raiz cuadrada (Zar, 2010) y se hicieron correlaciones no paramétricas de
Spearman contra las cuatro variables microambientales.

Los datos isotdpicos promedio de "Ny C para los esporomas de Clavulina por sitio de
recolecta fueron comparados con una prueba de t para muestras independientes, con la
finalidad de evaluar si existian diferencias significativas entre los valores promedio de 3"”N y
d"%C, respectivamente, de los ejemplares recolectados en El Zarco y en El Pantano.
Posteriormente, se realizaron ANOVA de una via con los valores promedio de 9"°N y 3"C de
los ejemplares de Clavulina recolectados en El Zarco, en El Pantano, los HECM y los HSAP. En
caso de haber diferencias significativas se realizé una prueba post hoc de Tukey HSD. Con los
valores promedio de 9N y 9"C para las diferentes especies de Clavulina, se realizaron
ANOVA de una via, con la finalidad de evaluar si existian diferencias entre los valores
isotopicos a nivel de especie y en comparacion con los HECM y HSAP recolectados. Los datos
obtenidos de 3"”N y 9"C de Clavulina fueron comparados con los reportados en los trabajos
de Hobbie et al. (2001), Trudell et al. (2004), Zeller et al. (2007), Mayor et al. (2009), Tedersoo et
al. (2012) y Hou et al. (2012).

Para todas las pruebas estadisticas se utilizd el paquete estadistico STATISTICA
(Statsoft, versidn 8). La representacion gréfica de los resultados fue realizada con el programa

Sigma Plot (Systat software, versién 11).
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VIl. Resultados

7.1 Recolecta y descripcién de los ejemplares

De agosto a noviembre de 2015 fueron recolectados 112 ejemplares de Clavulina entre los dos
sitios, 34 en El Zarco y 78 en El Pantano. Del total de ejemplares se descartaron 45, debido a
que eran materiales inmaduros y no es posible su determinacién sin los datos microscépicos
de las basidiosporas (ver seccién 6.1.1). A los 67 ejemplares maduros, se agregaron 20
ejemplares recolectados previamente en los sitios (ver seccién 6.1.3), los cudles ya contaban

con secuencia de la regién de los ITS.

7.2 Muestreo y diseccién de las ectomicorrizas
En total se obtuvieron 718 ectomicorrizas de las 864 que se esperaba como ndmero maximo
potencial, equivalente a un 83.10 % del total entre los dos sitios; 407 fueron de El Zarco y 311
de El Pantano. Si tomamos en cuenta el valor méximo potencial de ectomicorrizas por sitio de
estudio (432) entonces obtuvimos el 94.21 % y el 71.99 % de las ectomicorrizas de El Zarco y
de El Pantano, respectivamente.

La cantidad de ectomicorrizas recuperadas entre los dos sitios (tres parcelas por sitio y
nueve nucleos por parcela) fue significativamente mayor (Tabla 7.1) en El Zarco que en El

Pantano, a partir de la prueba de U de Mann-Whitney (U= 237; P<0.05).

Tabla 7.1. Prueba de U de Mann-Whitney del nimero de ectomicorrizas entre sitios. Los

valores estadisticamente significativos aparecen en color rojo.

SR para ZAR SR para PAN U Z P

Ectomicorrizas 870 615 237 2.206 0.027

SR= suma de rangos; ZAR= El Zarco; PAN= El Pantano; U= estimador de la prueba de U de Mann-Whitney; P=
significancia de 0.05; N= 27 para cada sitio.

7.3 Caracterizacién del suelo en las parcelas de muestreo
Las caracteristicas quimicas del suelo por localidad se muestran en la tabla 7.2. En El Pantano
se registré un valor promedio de carbono orgénico total (C) de 10.1 (£2.5) %, a diferencia de El

Zarco donde el promedio fue de 8.4 (+1.9) %. En términos del nitrégeno total (N), se registrd
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un valor promedio de 0.7 (£0.2) % para El Pantano, mientras que para El Zarco fue de 0.5 (+0.1)
%. El valor de fésforo disponible (Pgisp) para El Pantano fue de 0.6 (+0.3) mg/kg y en El Zarco de
1.1 (+0.6) mg/kg. El valor de pH estuvo por debajo de 6, en El Pantano de 5.7 (+0.1) y en El
Zarco de 5.7 (£0.3).

Las pruebas estadisticas no indicaron diferencias significativas entre los sitios, en los
porcentajes totales de C (U= 2; P>0.05), de N (U= 3; P>0.05), Pas, (U= 2; P>0.05) y pH (U= 4;

P>0.05), como se aprecia en la tabla 7.3.

Tabla 7.2. Caracteristicas quimicas del suelo de las parcelas de muestreo por sitio.

Parcela Loc % C % N Bl g Paise (Mg/kg)
1 PAN 11.21 0.78 5.38 0.63
2 PAN 12.67 0.98 5.85 1.04
3 PAN 7.59 0.49 5.89 0.32
1 ZAR 7.35 0.49 5.88 1.13
2 ZAR 8.17 0.49 5.60 1.72
3 ZAR 9.73 0.63 5.66 0.45

Loc = Localidad, PAN= El Pantano, ZAR= El Zarco. %C= porcentaje del carbono orgénico total; %N= porcentaje

de nitrégeno total; pHagua= en proporcién 1:2.5 de agua; Paisp= fosforo disponible.

Tabla 7.3. Prueba de U de Mann-Whitney de las caracteristicas quimicas del suelo entre sitios.

SR para ZAR SR para PAN U Z P
% carbono 8 13 2 -1.091 0.275
% nitrogeno 9 12 3 -0.655 0.513
pH en agua 10 11 4 -0.218 0.827
Fésforo disponible 13 8 2 1.091 0.275

SR= suma de rangos; ZAR= El Zarco; PAN= El Pantano; U= estimador de la prueba de U de Mann-Whitney; P=

significancia de 0.05; N= 3 para ambos sitios.
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7.4 Biologia molecular y anélisis bioinformatico

7.4.1 Extraccion de ADN, PCRy limpieza de productos
Veinte ejemplares recolectados previamente en los sitios, ya contaban con secuencias de ADN
pero la revisibn microscépica no se habia realizado. De los 67 ejemplares recolectados
durante 2015 y que estuvieron maduros, se secuenciaron 35. En total, de los 87 ejemplares de
Clavulina revisados se obtuvieron y analizaron 55 secuencias de la regién ITS.

Por su parte, de las 718 ectomicorrizas recolectadas se logré la amplificacion de los ITS
de 373 entre los dos sitios (52 % del total de extracciones); 187 de El Zarco y 186 de El
Pantano. El porcentaje de éxito de la amplificacién por sitio de estudio fue de 46 % y 60 %,
respectivamente.

Del total de productos de PCR amplificados se obtuvieron 274 secuencias Utiles; 142 de
El Zarco y 132 de El Pantano, por lo que el porcentaje de secuencias Utiles para el primero fue
de 75.94 % y de 70.97 % para el segundo. Sin embargo, si se evalla la eficiencia desde la
recoleccidn de las ectomicorrizas hasta la obtencidon de secuencias Utiles, los datos son de 35

% para El Zarco y de 42 % para El Pantano (Tabla 7.4).

Tabla 7.4. Eficiencia en el procesamiento de la comunidad de HECM por sitio de estudio.

Parcela Ectomicorrizas %ecm ADN amplificado %amp Secuencias utiles %sec MOTUs Eficiencia

1Z 144 100 92 63.9 86 93.5 13 59.7
27 125 86.8 61 48.8 35 57.4 15 28
3Z 138 95.8 34 24.6 21 61.8 8 15.2
Total Z 407 94.2 187 46 142 75.9 30 34.9
1P 80 55.6 68 85 47 69.1 14 58.8
2P 125 86.8 62 49.6 59 95.2 17 47.2
3P 106 73.6 56 52.8 26 46.4 " 24.5
Total P 311 72 186 59.8 132 71 40 42.4
TOTAL 718 83.1 373 52 274 74.5 61 38.2

Z= El Zarco; P= El Pantano. %ecm= porcentaje de ectomicorrizas recolectadas (nUmero méximo potencial de 144
por parcela); %amp= porcentaje de amplificacién; %sec= porcentaje de secuencias Utiles; MOTUs = Molecular
Operative Taxonomic Units; Eficiencia= desde la recolecta de las ectomicorrizas hasta la obtencién de secuencias

de ITS dtiles.
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7.4.2 Edicién de secuencias y generaciéon de MOTUs de HECM

Las 274 secuencias Utiles obtenidas a partir de ectomicorrizas se agruparon al 97 % de
similitud para generar MOTUs, lo que resulté en 30 especies (MOTUs) para El Zarco y 40 para
El Pantano. Se identificaron un total de 61 especies entre los dos sitios de estudio, 52 fueron
del Phylum Basidiomycota y nueve de Ascomycota. Veintiin especies fueron exclusivas de El
Zarco, 31 de El Pantano y Unicamente nueve compartidas entre ambos sitios, las cuales fueron:
Clavulina aff. cinerea, Genea sp. 1, Inocybe lilacina, Laccaria laccata, Russula aff. firmula,
Sebacina dimitica 2, Sebacina sp. 1, Tomentella sp. 1y Tomentella sp. 3 (Apéndices | y II). Solo
dos secuencias (que representan a dos especies), no estan reportadas como
ectomicorrizdégenas (sensu Tedersoo et al., 2010), y son Auriculariales sp. 1y Nectriaceae sp. 1,
ambas exclusivas de El Pantano. Si se descartan a estos dos taxones, se encontraron un total
de 29 especies de HECM exclusivos para El Pantano y 21 para El Zarco. En el apéndice Il se
muestra la composiciéon de la comunidad de El Pantano y El Zarco de manera conjunta.

Se registraron 13 familias de hongos entre los dos sitios, entre ellas Clavulinaceae fue la
que presentd el mayor nimero de ectomicorrizas con 69 (25.2 %), seguida de Inocybaceae con
60 (21.9 %) y Thelephoraceae con 44 (16.1 %). Estas tres familias agrupan a 173 ectomicorrizas
que representan cerca de dos tercios del total de las ectomicorrizas de la comunidad (63.1 %).
Sin embargo, el nimero de ectomicorrizas por familia difiere entre los sitios; en El Zarco fue
Inocybaceae la familia con el mayor nimero de ectomicorrizas (42), seguido de Clavulinaceae
(41) y Russulaceae (30). Estas tres familias agrupan a 113 ectomicorrizas, que representan
cuatro quintas partes del total de las ectomicorrizas obtenidas en El Zarco (79.7 %). Por su
parte, en El Pantano fue Clavulinaceae la que acumulé el mayor nimero de ectomicorrizas
(28), seguido de Thelephoraceae (25) y Sebacinaceae (22). Estas tres familias agrupan a 75
ectomicorrizas, que representan poco mas de la mitad de las obtenidas en este sitio (56.8 %).
Ademas, en El Zarco no se registraron las familias Atheliaceae, Discinaceae, Helvellaceae,
Nectriaceae y Tuberaceae, mientras que en El Pantano fue Pezizaceae la Unica familia que no

se registro (Fig. 7.1).
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Figura 7.1. Ndmero de ectomicorrizas por familia taxonémica. Se muestran el nimero del total de la comunidad (N= 274), de la comunidad de

El Zarco (N= 142) y de la comunidad de El Pantano (N=132).
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Se registraron 18 géneros, de ellos Inocybe y Tomentella son los que contaron con el
mayor nimero de especies, con 14 cada uno, seguidos de Russula con siete, Sebacina con seis
y Clavulina con tres. En términos del nimero de ectomicorrizas por género, Inocybe fue el que
acumuld la mayor cantidad con 60, seguido por Clavulina con 47, Tomentella con 43, Russula
con 39 y Sebacina con 26. Al igual que con el nimero de ectomicorrizas por familia, el nimero
de especies por género (Fig. 7.2) y de ectomicorrizas por género (Fig. 7.3), difiere entre los
sitios.

Inocybe fue el género que més especies presentd en El Zarco (nueve), seguido de
Russula (cinco) y Tomentella (cuatro); en términos del nimero de ectomicorrizas por género
ocurrid algo similar, ya que en este sitio Inocybe también tuvo la mayor cantidad (42), seguido
de Russula (29) y de Membranomyces (22). Por su parte, en El Pantano, el género con el mayor
numero de especies fue Tomentella (12), sequido de Inocybe y Sebacina (seis cada uno); en
este sitio, Clavulina fue el género que acumulé el mayor nimero de ectomicorrizas (28),
seguido de Tomentella (24) y de Sebacina (21). La representatividad de los géneros no fue
igual en ambos sitios; por ejemplo, en El Zarco no se registré la presencia de Genabea,
Helvella, Hydnotrya, Piloderma, Thelephora y Tuber, mientras que en El Pantano no se
encontré Humaria, Hydnobolites, Lactarius, Membranomycesy Tarzetta.

En general, la mayoria de las especies mostraron abundancias absolutas bajas, con
pocas como dominantes en la comunidad. Sin embargo, la dominancia fue méas marcada en El
Pantano, ya que las Unicas especies que tuvieron una abundancia mayor o igual a 10
ectomicorrizas fueron Clavulina aff. cinerea y Laccaria laccata, mientras que la dominancia fue
menor en El Zarco, ya que cinco especies tuvieron una abundancia mayor o igual a 10
ectomicorrizas, las cuales fueron: Clavulina aff. cinerea, Inocybe nitidiuscula, Membranomyces

spurius, Russula sp. 1y Tomentella sp. 1 (Fig. 7.4).
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@ Inocybe

@ Tomentella

@ Russula
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0O Helvella
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0O Piloderma
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0O Thelephora
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Figura 7.2. Numero de especies (MOTUs) por género. Se muestran el nimero del total de la comunidad (N= 58), de la comunidad de El Zarco

(N=30) y de la comunidad de El Pantano (N= 37).
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Figura 7.3. Numero de ectomicorrizas por género. Se muestran el nimero del total de la comunidad (N= 271), de la comunidad de El Zarco (N=

142) y de la comunidad de El Pantano (N= 129).
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Figura 7.4. Curva de Rango-Abundancia de las especies de HECM. Se muestran en negro las especies de El
Pantano y en blanco las de El Zarco. Las especies méas abundantes a las menos abundantes estdn ordenadas de
izquierda a derecha. C.ci.= Clavulina aff. cinerea, M.sp.= Membranomyces spurius, T.sp.1= Tomentella sp. 1,
|.ni.= Inocybe nitidiuscula, L.la.= Laccaria laccata, R.sp.1= Russula sp. 1, S.sp.1= Sebacina sp. 1, H.sp.1= Helvella

sp. 1y R.br.= Russula cf. brevipes.

A partir de estas secuencias se identificd a Clavulina aff. cinerea con 42 ectomicorrizas como la
especie mas abundante de la comunidad en su conjunto, seguida de Membranomyces spurius
con 22 y Tomentella sp. 1 con 20 ectomicorrizas. Si se considera a las comunidades por
separado, en El Pantano C. aff. cinerea también ocupé el primer lugar con 28 ectomicorrizas,
seguida de Laccaria laccata con 10y Sebacina sp. 1 con siete ectomicorrizas; en contraste, en
El Zarco, la abundancia de C. aff. cinerea descendié al tercer lugar con 14 ectomicorrizas, y fué
Membranomyces spurius la especie méas abundante en este sitio con 22, seguida de

Tomentella sp. 1 con 16 ectomicorrizas (Fig. 7.4).



7.5 Taxonomia integrativa de Clavulina
7.5.1 Anélisis filogenético

Para realizar los andlisis filogenéticos se consideraron las secuencias de los 55 basidiomas que
se muestran en la tabla 7.5. A estas secuencias, se les adicionaron las secuencias obtenidas a
partir de 47 ectomicorrizas de Clavulina, mismas que se agruparon en tres genetos al 100 % de
similitud. A partir de las comparaciones con las bases de datos de GenBank, se reconocieron
37 ejemplares que muestran una afinidad genética con secuencias de Clavulina aff. cinerea,
cinco a Clavulina cf. rugosa 'y 12 ejemplares no mostraron afinidad genética por arriba del 97 %
de similitud con ninguna secuencia de la base de datos. Estas Ultimas 12 corresponden a dos
taxones diferentes (con ocho y cinco ejemplares cada uno). En la tabla 7.5 se incluyen dos
ejemplares inmaduros que contaban previamente con secuencia (AAM-62 y PPE-83). Por otro
lado, el ejemplar PPE-261 tiene un tamafno de basidiosporas méas grande comparado con el
resto de los ejemplares de la misma especie, ademas de que al deshidratarse quedd de
tonalidad ocre, similar a los ejemplares de C. cf. rugosa que coinciden en tener basidiosporas
grandes; por este motivo se considerd que en esa recolecta se mezclaron especies. Los
ejemplares PPE-52, PPE-454 y PPE-368 mostraron valores atipicos en el tamafno de
basidiosporas con respecto al resto de los especimenes de su grupo, desafortunadamente los
dos ultimos fueron destruidos en los andlisis de isdtopos estables y no se pudo corroborar la
precision de la mediciones. Los ejemplares AAM-79 y PPE-353 también mostraron valores
atipicos en las basidiosporas con respecto al resto de los ejemplares de su grupo; sin
embargo, para el primero de estos no se cuenta con una descripcion en fresco suficiente ni
registro fotogréfico, por lo que no se pudo corroborar con los caracteres macroscopicos. Estos
seis ejemplares (AAM-62, AAM-79, PPE-83, PPE-261, PPE-368 y PPE-454) no se muestran en

las figuras 7.6y 7.7, ni fueron utilizados en los anélisis estadisticos.
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Tabla 7.5. Afinidad genética y tamafio de las basidiosporas de los ejemplares de Clavulina con secuencia de ITS.

Especie Ejemplar Loc Lm Am Q p.b. Similitud Cobertura Acceso NCBI Bit score ID NCBI
C. reae PPE-361* Z 8.6 (+0.6) 6.4 (£0.6) 1.3 (x0.1) 680 99.9 95.0 KT874986 1190.4 C. aff. cinerea
C. reae PPE-441* Z 8.5 (+0.5) 6.8 (£0.6) 1.3 (x0.1) 680 99.9 95.0 KT874986 1190.4 C. aff. cinerea
C. reae PPE-468* Z 8.2 (+0.6) 7.2 (£0.6) 1.2 (+0.1) 680 99.9 95.0 KT874986 1190.4 C. aff. cinerea
C. reae PPE-383* Z 8.4 (+0.5) 6.4 (£0.5) 1.3 (x0.1) 680 99.9 95.0 KT874986 1190.4 C. aff. cinerea
C. reae PPE-454* P 7.6 (£0.5) 6.2 (£0.5) 1.2 (+0.1) 680 99.9 95.0 KT874986 1190.4 C. aff. cinerea
C. reae PPE-52 P 7.6 (+£0.6) 6.1 (x0.4) 1.2 (£0.1) 624 999 100 KT874986 1149.7 C. aff. cinerea
C. reae PPE-24 P 8.6 (+0.5) 6.8 (£0.5) 1.3 (x0.1) 619 999 100 KT874986 1140.5 C. aff. cinerea
C. reae PPE-47 P 8.8 (+0.5) 6.7 (£0.5) 1.3 (x0.1) 409 99.9 99.8 KT874986 750.9 C. aff. cinerea
C. reae PPE-294 P 8.5 (x0.4) 6.8 (£0.4) 1.3 (x0.1) 624 999 100 KT874986 1149.7 C. aff. cinerea
C. reae PPE-447* Z 8.6 (x0.4) 6.9 (£0.6) 1.3 (x0.1) 680 99.9 95.0 KT874986 1190.4 C. aff. cinerea
C. reae PPE-480* P 8.3 (x0.4) 6.4 (£0.4) 1.3 (x0.1) 664 999 93.8 KT874986 1147.9 C. aff. cinerea
C. reae PPE-356* Z 8.3(x0.2) 6.2 (x0.4) 1.4 (+0.1) 680 99.9 95.0 KT874986 1190.4 C. aff. cinerea
C. reae PPE-354* Z 8.4 (+0.3) 6.5 (x0.4) 1.3 (x0.1) 685 999 94.3 KT874986 1190.4 C. aff. cinerea
C. reae PPE-483 P 8.4 (+0.5) 6.7 (£0.5) 1.3 (x0.1) 680 99.9 95.0 KT874986 1190.4 C. aff. cinerea
C. reae PPE-353* Z 9.3 (x0.3) 7.2 (£0.5) 1.3 (x0.1) 665 99.7 94.6 KT874986 1151.6 C. aff. cinerea
C. reae AAM-79  Z 9.2 (£0.5) 7.6 (£0.4) 1.2 (£0.1) 611 999 99.5 KT874986 1120.2 C. aff. cinerea
C. reae AAM-102 Z 8.9 (+0.3) 6.9 (+0.4) 1.3 (x0.1) 624 999 100 KT874986 1149.7 C. aff. cinerea
C. reae AAM-326 Z 8.9 (+0.3) 7.1 (x0.4) 1.3 (x0.1) 603 99.9 100 KT874986 1110.9 C. aff. cinerea
C. reae PPE-429 P 8.4 (x0.2) 6.5 (x0.4) 1.3 (x0.1) 337 100 100 KT874986 623.4 C. aff. cinerea
C. reae PPE-425* P 8.4 (x0.2) 6.4 (x0.4) 1.3 (x0.1) 643 999 97.9 KT874986 1160.8 C. aff. cinerea
C. reae PPE-342* P 8.1 (+0.3) 6.3 (x0.4) 1.3 (x0.1) 666 999 98.2 KT874986 1205.1 C. aff. cinerea
C. reae PPE-458* P 8.5 (+0.3) 6.2 (£0.3) 1.4 (£0.1) 643 999 97.9 KT874986 1160.8 C. aff. cinerea
C. reae PPE-352* Z 8.6 (+0.3) 6.2 (x0.4) 1.4 (£0.1) 534 100 100 KT874986 987.2 C. aff. cinerea
C. reae PPE-393* P 8.3 (+0.3) 6.3 (x0.4) 1.3 (x0.1) 517 100 100 KT874986 955.8 C. aff. cinerea
C. reae PPE-485* P 8.6 (£0.3) 6.6 (=0.5) 1.3 (x0.1) 644 997 97.9 KT874986 1155.3 C. aff. cinerea
C. reae PPE-463* P 8.7 (+0.3) 6.7 (£0.3) 1.3 (x0.1) 566 100 100 KT874986 1046.3 C. aff. cinerea
C. reae PPE-338* P 8.5 (x0.4) 6.4 (x£0.5) 1.3 (x0.1) 643 999 97.9 KT874986 1160.8 C. aff. cinerea
C. reae PPE-388* P 8.3 (+0.6) 7.0 (x0.6) 1.2 (£0.1) 563 100 100 KT874986 1040.8 C. aff. cinerea
C. reae PPE-368* P 7.7 (£0.5) 6.2 (£0.5) 1.2 (+0.1) 663 999 98.6 KT874986 1205.1 C. aff. cinerea
C. reae PPE-475* Z 8.5 (+0.3) 6.1 (x0.4) 1.4 (+0.1) 603 99.9 97.8 KT874986 1086.9 C. aff. cinerea



Especie Ejemplar Loc Lm Am Q p.b. Similitud Cobertura Acceso NCBI Bit score ID NCBI

C. reae PPE-439 P 8.7 (x0.2) 6.6 (x0.3) 1.3 (x0.1) 565 100 100 KT874986 1044.5 C. aff. cinerea
C. reae PPE-430 P 8.8 (x0.2) 7.0 (£0.3) 1.3 (x0.1) 603 999 97.8 KT874986 1086.9 C. aff. cinerea
C. reae AAM-96  Z 8.4 (+0.3) 6.5 (+0.2) 1.3 (x0.1) 618 999 100 KT874986 1138.7 C. aff. cinerea
C. reae PPE-371* P 8.0 (x0.5) 6.6 (£0.5) 1.2 (£0.1) 532 100 100 KT874986 983.5 C. aff. cinerea
C. reae PPE-389 P 8.5 (+0.3) 6.5 (£0.4) 1.3 (x0.1) 643 999 97.9 KT874986 1160.8 C. aff. cinerea
C. reae AAM-62 Z - - - 610 999 100 KT874986 1123.9 C. aff. cinerea
C. reae PPE-83 P - - - 625 999 100 KT874986 1151.6 C. aff. cinerea
C.sp.nov. 1 PPE-360* Z 7.3 (x0.3) 6.0 (x0.2) 1.2 (£0.1) 658 95.6 94.2 KP454011 968.8 C. sp.
C.sp.nov. 1 PPE-21 P 7.1 (x0.5) 5.9 (+0.4) 1.2 (x0.1) 617 95.6 98.2 KP454011 965.1 C. sp.
C.sp.nov. 1 PPE-261 P 9.5(£0.3) 7.6 (£0.3) 1.3(x0.1) 616 95.6 100 KP454011 983.5 C. sp.
C.sp.nov.1 PPE-299 P 8.0 (x0.6) 6.2 (£0.6) 1.3 (x0.1) 616 95.6 100 KP454011 983.5 C. sp.
C.sp.nov. 1 PPE-23 P 7.5 (x0.5) 5.8 (x0.5) 1.3 (x0.1) 631 95.7 98.3 KP454011 990.9 C. sp.
C.sp.nov. 1 PPE-431* P 7.5 (x0.4) 5.8 (x0.3) 1.3(x0.1) 573 96.1 99.8 KP454011 928.1 C. sp.
C.sp.nov.1 PPE-453 P 7.5 (x0.3) 5.9 (+0.3) 1.3 (x0.1) 573 96.1 99.8 KP454011 928.1 C. sp.
C.sp.nov. 1 PPE-461* P 7.3 (x0.3) 5.9 (x0.3) 1.2 (x0.1) 571 96.1 99.8 KP454011 924.5 C. sp.
C.sp.nov.2 PPE-341* Z 9.2 (x0.3) 7.5 (x0.3) 1.2 (£0.1) 564 949 96.8 KT874989 857.9 C. sp.
C.sp.nov.2 AAM-41 Z 9.8 (£0.4) 8.3 (x0.5) 1.2 (£0.1) 558 93.6 99.8 KT874989 841.3 C. sp.
C.sp.nov.2 AAM-77 Z 9.4 (x0.3) 7.8 (x0.4) 1.2 (£0.1) 572 935 99.8 KT874989 861.6 C. sp.
C.sp.nov.2 PPE-415 Z 9.6 (£0.3) 7.9 (+0.4) 1.2 (x0.1) 412 949 95.6 KT874989 619.7 C. sp.
C.sp.nov.2 PPE-94 P 9.1 (x0.5) 6.6 (x0.4) 1.2 (£0.1) 626 93.6 100 EU569245 942.9 C. sp.
C.sp.nov.3 PPE-466* Z 9.5 (x0.4) 7.4 (x0.4) 1.3 (x0.1) 572 997 100 KT874987 1046.3 C. cf. rugosa
C.sp.nov.3 PPE-467* Z 9.4 (£0.3) 7.7 (x0.4) 1.2 (x0.1) 628 99.7 99.2 KT874987 1136.8 C. cf. rugosa
C.sp.nov.3 PPE-472* Z 9.5 (x£0.5) 7.4 (£0.5) 1.3 (x0.1) 666 99.8 93.9 KT874987 1149.7 C. cf. rugosa
C.sp.nov.3 PPE-43 P 9.0 (£0.5) 7.2 (x0.4) 1.3 (x0.1) 407 994 99.5 KT874987 734.2 C. cf. rugosa
C.sp.nov.3 AAM-104 Z 9.6 (x£0.2) 8.0 (x0.4) 1.2 (£0.1) 612 998 100 KT874987 1123.9 C. cf. rugosa

AAM= Arguelles-Moyao y PPE= Pérez-Pazos. Loc= localidad; Z= El Zarco, P= El Pantano. Lm= Largo promedio de la basidiospora, Am= Ancho
promedio de la basidiospora, Q= Largo promedio/ancho promedio de la basidiospora. El valor entre paréntesis indica una desviacion estandar.
Todos los promedios fueron obtenidos a partir de 30 basidiosporas por ejemplar. p.b. = nimero de pares de bases de la secuencia. Similitud=
con respecto a una secuencia disponible en GenBank. Cobertura= con respecto a la longitud de una secuencia disponible en GenBank. Acceso
NCBI= cédigo de acceso en GenBank de la secuencia utilizada en la comparacién. Bit score= espacio de busqueda expresado en bits. ID NCBI=

nombre asignado a la secuencia en la base de datos de GenBank. AAM-62 y PPE-83 eran inmaduros. *ejemplares con 9"3C y 3"N.
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En el andlisis filogenético se recuperaron cuatro clados con las secuencias aqui obtenidas (Fig.
7.5). El clado de Clavulina sp. nov. 1, con un soporte de probabilidad posterior (PP)= 1, se
ubicéd como grupo hermano de C. coralloides (= C. cristata) de Europa (clado C3 de Olariaga
et al., 2009) (PP= 0.83). Las secuencias de C. sp. nov. 1 tuvieron porcentajes de similitud por
debajo del 97 % al compararse con las secuencias de las bases de datos de GenBank (ver
Tabla 7.5). El clado de C. sp. nov. 2, con PP= 1, se ubica cercano a C. rugosa de Europa (clado
R2 de Olariaga et al., 2009) (PP= 0.91). En este clado se agrupan ademas, secuencias de
ectomicorrizas y esporomas de bosques de Quercus crassifolia de Guerrero y de Abies
religiosa de El Zarco, referidas en los trabajos de Morris et al. (2008) y de Arglelles-Moyao et
al. (2017).

Clavulina sp. nov. 3 se ubica en un clado diferente (PP= 1) al de C. sp. nov. 2, pese a
que su morfologia es muy similar. En este clado se agrupan también secuencias provenientes
de Finlandia y de Noruega, representadas en el clado R1 referido por Olariaga et al. (2009), asi
como una secuencia referida como Clavulina sp. de Estados Unidos. Finalmente, C. reae, se
ubica en un clado (PP= 0.88) que incluye al grupo de secuencias de C. reae (Olariaga et al,,
2009, 2012). En este clado de C. reae ademas se incluyen ejemplares de “C. coralloides” de
Estados Unidos, secuencias de ectomicorrizas de A. religiosa de El Zarco (Arglelles-Moyao et
al., 2017) y una secuencia de ectomicorriza de Alnus acuminata (Kennedy et al., 2011).

Los clados de Clavulina reae y C. sp. nov. 3 estuvieron representados por secuencias de
esporomas y de ectomicorrizas. Clavulina reae se registr6 en ambos sitios, tanto de
ectomicorrizas como con esporomas. Los esporomas de C. sp. nov. 3 se encontraron en
ambas localidades, pero solo en El Zarco se registraron sus ectomicorrizas. Los clados de C.
sp. nov. 1y C. sp. nov. 2 se registraron en ambas localidades, pero Unicamente representados

por secuencias de esporomas.
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Figura 7.5. Arbol filogenético de las especies de Clavulina en las localidades de estudio. Se indican los valores
de probabilidad posterior del anélisis bayesiano. Se resaltan con las barras laterales en color las secuencias

obtenidas en este trabajo. ECM= ectomicorriza; ESP= esporoma. Ab= Abies; Q= Quercus; Al= Alnus; P= Pinus.
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7.5.2 Determinacion taxonémica y descripciéon de las especies de Clavulina

En los representantes del clado de Clavulina reae se registr6 la mayor plasticidad
macromorfolégica en los patrones de ramificacion de los basidiomas y la forma de los apices
(Apéndice V), con basidiomas simples o ramificados, dpices crestados, agudos, subagudos o
romos. No obstante, todos los ejemplares en este clado presentan coloraciones grisaceo-
moradas en alguna etapa de su desarrollo. Sin embargo, el tamafo de las basidiosporas fue
en su mayoria de 8.0-9.0 um de longitud (Fig. 7.6). Por su parte, el clado de C. sp. nov. 1
presentd ejemplares con basidiomas de talla pequefia en comparacién con las otras especies,
asi como apices copiosamente crestados. Unicamente el ejemplar PPE-360 desarrollé
basidiomas mas grandes que el resto del clado y dpices agudos a subagudos. En este clado
los ejemplares presentan las basidiosporas de menor tamafio (<8.0 pm de longitud) en
comparacién con las otras tres especies (Fig. 7.6). Clavulina sp. nov. 2y C. sp. nov. 3 son muy
similares macromorfolégicamente. Ambas desarrollan basidiomas escasamente ramificados y
con apices romos. Asi mismo, comparten la caracteristica de tener una coloracion blanquecina
homogénea en fresco, en todo el cuerpo del basidioma, pero al deshidratarse viran a
tonalidades amarillo ocre. Estas dos especies presentan las basidiosporas de mayor tamano
(>9.0 um). La Unica diferencia entre Clavulina sp. nov. 2 y C. sp. nov. 3 es la presencia de
cistidios esferopedunculados en la segunda, mismos que no habian sido descritos
previamente en ninguna especie del género Clavulina.

Las basidiosporas de Clavulina reae presentan valores de Q que van desde 1.15-1.41
(N=32), C. sp. nov. 1 de 1.21-1.29 (N=7), C. sp. nov. 3 de 1.20-1.29 (N=5) y C. sp. nov. 2 de
1.19-1.23 (N= 5). El 94 % de las basidiosporas de todas las especies son de forma subglobosa,
entre los limites de 1.15-1.35 (Fig. 7.7).
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Figura 7.6. Tamafo de las basidiosporas de las especies de Clavulina. Se muestran los ejemplares revisados

que cuentan con secuencia de la regién de los ITS. N=49.
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Figura 7.7. Valor de Q promedio de las basidiosporas de las especies de Clavulina. Se muestran los ejemplares
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Una vez delimitadas las especies, se exploraron las diferencias en los tamafnos de las
basidiosporas. Como se observa en la figura 7.8, se encontraron diferencias significativas entre
el largo (H= 34.11; P<0.001) y el ancho (H= 33.10; P<0.001) de las basidiosporas por especie.
Unicamente no difirieron los tamafios de las basidiosporas de Clavulina sp. nov. 2y C. sp. nov.
3; sin embargo, en comparacién con C. sp. nov. 1y C. reae si se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura 7.8. Diferencias en el tamafio de las basidiosporas por especie de Clavulina. a) longitud y b) ancho
promedio (terror estandar). Clavulina reae (N= 32); C. sp. nov. 1 (N=7); C. C. sp. nov. 2 (N=5); C. sp. nov. 3 (N=

5). Las letras sefialan diferencias significativas.

7.5.2.1 Clavulina reae Olariaga
Descripcion: basidiomas de 9-100 x 1-13 mm, algunos ramificados desde la base. En su
mayoria con estipite, de 6~56 mm de longitud, superficie pubescente en la base y hasta el
primer tercio, blanquecino (4A2) y liso. Ramificaciones primarias simples y gruesas (2-3 mm),
politdmicas y con axilas en forma de V y U, ligeramente comprimida de manera irregular, lisas,
blanquecinas a amarillo péalido en la base (4A2-4B2), grises opacos hacia las ramas en los
primeros estadios de desarrollo (5B2-6D3); ramificaciones secundarias en diferentes niveles, la
mayoria de las ramas se recurvan ligeramente y en los que ramifican desde la base se recurvan
de forma maés pronunciada; a medida que el himenio madura, adquiere tonalidades grisédceo-
moradas en las ramas primarias y secundarias (6C2-8C2) que pueden ser mas obscuras (7D2-
8D2), con tonalidades grisdceo-moradas maéas evidentes (10D2-11D2) en los esporomas

maduros, aunque también se presentan en ejemplares jévenes; ramas terminales alargadas y
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aplanadas ligeramente hacia las puntas; dpices agudos a subagudos, recurvados, a veces
romos y redondeados, o crestados y aplanados, blanquecinos (4A2) que se obscurecen al
deshidratarse (6D3). Consistencia carnosa-fibrosa, contexto hueco y blanquecino (4A2). Olor
dulce, sabor amargo en la mayoria.

Himenio anfigeno. Basidios de (25-)28-67(-79) x (4-)5-8(11) pym de (N= 1,050),
cilindricos a clavados, de pared delgada, hialinos, algunos con contenido oleoso, con fibula
basal, septo postpartal frecuente, (1-)2(-3) esterigmas, de (2.5-)4.5-7.5(9) um de longitud (N=
1,050), recurvados. Sistema hifal monomitico, con hifas fibuladas, hialinas, de pared delgada.
Hifas del subhimenio de (3-)4-8(-9.5) um de diametro (N= 1,050), hialinas, de pared delgada.
Basidiosporas de (7.0-)7.3-9.2(-10.0) x (5.2-)5.5-7.5(-8.3) ym, [Lm= 8.0-8.9+ 0.2-0.6, Am= 6.0-
7.1+ 0.2-0.6, Q= 1.15-1.41+ 0.05-0.13 (N= 960)], subglobosas, con un apéndice hilar corto,
hialinas, algunas con contenido oleoso, de pared delgada, lisa.

Héabitat y habito: terricolas, humicolas y lignicolas, entre y sobre restos lefiosos, en zonas

cercanas a caminos y bordes, crecimiento gregario.

Figura 7.9. Clavwulina reae Olariaga. a) Basidiomas ramificados, con &pices subagudos, de color grisaceo-
morado, b) basidio bi-esterigmado con esterigmas curvos, ¢) microscopia electronica de barrido (MEB) de la
basidiospora, de pared lisa, apéndice hilar corto y obtuso, d) MEB del himenio, se oberva un basidio bi-

esterigmado con una espora colapasada. Escalas en a= 1 cm, b= 20 ym, c-d= Tpym.
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7.5.2.2 Clavulina sp. nov. 1

Descripcion: basidiomas de 8-42 x 1-8 mm, hasta de 40-96 x 5-10 mm. Estipite diferenciado
o no, cuando presente de 3-12 mm, raras veces de 20-25 mm de longitud, pubescente y color
blaquecino claro (1A2-2A2). Ramificaciones cilindricas a irregularmente comprimidas, en su
mayoria politbmicas desde la base y con axilas en forma de V y U, lisas, con tonalidades beige
claro (3A2-4A2), o ligeramente rosada (6A2) que vira a beige obscuro al deshidratarse (7C2-
8D2), ramas adelgazadas abruptamente hacia la parte apical (<1-2 mm de grosor),
ligeramente recurvadas y cortas, generalmente dispuestas en un solo plano; dpices aplanados,
copiosamente crestados que al deshidratarse se obscurecen. Consistencia fibrosa a fibrosa-
carnosa, contexto hueco y blanquecino (4A2). Olor ligeramente dulce y sabor inapreciable
(algunos pueden ser ligeramente amargos).

Himenio anfigeno. Basidios de (31.5-)37-55(-72) x (4-)5-7(7.5) um (N= 210), cilindricos a
clavados, de pared delgada, hialinos, con fibula basal, septo postpartal casi ausente, 2(-3)
esterigmas por basidio, de (4-)4.5-6.5(-9) pm de longitud (N= 210), recurvados. Sistema hifal
monomitico, con hifas fibuladas, hialinas. Hifas del subhimenio de (3.5-)4-5.5(-6) um de
didmetro (N= 210), hialinas, de pared delgada. Basidiosporas de (6.2-)6.8-8.1(-8.8) x (4.9-)5.4—
6.6(-6.9) pm [Lm= 7.1-7.7+ 0.3-0.5, Am= 5.8-6.2+ 0.3-0.5, Q= 1.21-1.29+ 0.06-0.11 (N= 210)],
subglobosas, hialinas, de pared delgada, lisa, con un apéndice hilar corto.

Habitat y habito: terricolas, principalmente a la orilla de caminos, gregarios.
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Figura 7.10. Clavulina sp. nov. 1. a) Basidiomas pequefios y copiosamente crestados, b) basidios bi-

esterigmados con esterigmas curvos, c) basidiosporas subglobosas d) microscopia electrénica de barrido (MEB)

de las basidiosporas, apéndice hilar pequefio y obtuso. Escalas en a= 1 cm, b-c= 20 um, d= Tpm.

7.5.2.4 Clavulina sp. nov. 2
Descripcion: basidiomas de 7-74 x 1-5 mm. Estipite de 19-53 mm de longitud, ligeramente
pubescente y blanquecino (3A2-4A2). Ramificaciones escasas, simples, dispuestas en el dltimo
tercio del basidioma, con axilas en forma de V, méas cercanas al apice; cilindricas, algunas
ligeramente comprimidas, politdbmicas de manera abrupta, &pices simples, pocas veces
crestados y aplanados, coloracién homogénea, blanquecinas a amarillo muy claro casi
indistinguible (3A2-4A2), al deshidratarse amarillo ocre. Consistencia carnosa-fibrosa, contexto
blanquecino, sdélido, en algunos hueco y consistencia esponjosa. Olor en algunos ligeramente
dulce, sabor inapreciable.

Himenio anfigeno. Basidios de (50-)56-74(-83.5) x 6-8(-9) pm (N= 150), cilindricos a
clavados, de pared delgada, hialinos, con fibula basal, septo postpartal escaso, 2(-3)

esterigmas por basidio, de (4.5-)5-7.5(-8.5) um de longitud (N= 150), recurvados. Sistema hifal
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monomitico, con hifas fibuladas, hialinas. Hifas del subhimenio de (4-)4.5-6(-6.5) um de
didametro, hialinas, de pared delgada (N= 140). Basidiosporas de (8.4-)9.0-9.9(-10.7) x (6.8-
)7.1-8.8(-9.4) um [Lm= 9.1-9.8+ 0.3-0.5, Am= 7.5-8.2+ 0.3-0.5, Q= 1.19-1.23+ 0.04-0.07
(N=150)], subglobosas, hialinas, de pared delgada, lisa, con apéndice hilar corto.

Habitat y hébito: terricolas, humicolas y lignicolas, sobre restos de madera con pudricién café,

gregarios.

Figura 7.11. Clavulina sp. nov. 2. a) Basidiomas simples, blanquecinos, b) basidios bi-esterigmados con

esterigma curvos y basidio con septo postpartal, c) basidiosporas subglobosas. Escalas en a= 1 cm, b-c= 20 pm.

7.5.2.3 Clavulina sp. nov. 3
Descripcion: basidiomas de 10-84 x 1-5 mm. Estipite de 8-37 mm de longitud, liso y de color
blanquecino (2A2-4A2). Ramificaciones escasas, rectas, gruesas (>3 mm de didmetro),
cilindricas a subaplanadas irregularmente, lisas, con axilas en forma de V y U, algunos con
surcos superficiales, blanquecinas (2A2-4A2) a beige-claro (5A2), en algunos ejemplares con
zonas un poco mas obscuras (4A3), en estadios jovenes blancas homogéneas; culmina en
ramificaciones aplanadas, dpices agudos, subagudos y redondeados, pocos crestados, de
color café por deshidrataciéon. Consistencia fibrosa-carnosa, contexto hueco. Olor ligeramente

dulce, sabor inapreciable.
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Himenio anfigeno. Basidios de (32-)40-70(-81.5) x (4.59)6-7.5(-9) um (N= 150),
cilindricos a clavados, de pared delgada, hialinos, pocos con contenido oleoso, con fibula
basal, septo postpartal poco frecuente, 2 esterigmas por basidio, de (4-)4.5-9(-9.5) pm de
longitud (N= 150), recurvados. Sistema hifal monomitico, con hifas fibuladas, hialinas. Hifas del
subhimenio hialinas, de pared delgada, de (4-)4.5-6(-7.5) um de didmetro (N= 90). Cistidios
de 31-50 x 11.5-22 um, esferopedunculados, globosos. Basidiosporas de (7.7-)8.8-9.9(-10.4) x
(6.3-)6.8-8.4(-8.8) um [Lm= 8.9-9.6+ 0.2-0.5, Am= 7.2-8.0+ 0.3-0.5, Q= 1.20-1.29+ 0.04-0.07
(N= 150)], subglobosas, hialinas, de pared delgada, lisa, con apéndice hilar corto.

Habitat y habito: terricolas y lignicolas, en suelo y restos de madera en descomposicion, junto

a Abies religiosa, gregarios.

Figura 7.12. Clavulina sp. nov. 3. a) Basidiomas escasamente ramificados, blancos con épices agudos, b)
basidioma deshidratado amarillo ocre, ¢) basidiosporas subglobosas y cistidio esferopedunculado, d-e) cistidios

esferopedunculados, hialinos y globosos. Escalas en a-b= 1 cm, c-e= 20 ym.
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7.6 Disyuntivas ecoldgicas del género en bosques de Abies religiosa
7.6.1 Formacién de basidiomas

De agosto a noviembre de 2015 se recolectaron 112 ejemplares de Clavulina entre los dos
sitios (Tabla 7.6). En la parcela 2 de El Zarco no se registré la produccién de basidiomas
durante el muestreo, mientras que en las otras dos parcelas, asi como en las tres parcelas de
El Pantano, se observd la produccién de basidiomas durante al menos tres de los cuatro
meses que durd el muestreo (Apéndice IV). En términos de la biomasa en peso seco, el pico
de produccién mas alto para El Pantano se tuvo en el mes de agosto, mientras que en El

Zarco, fue en el mes de noviembre cuando se acumulé mayor biomasa.

Tabla 7.6. Niumero de recolectas y biomasa en peso seco de ejemplares de Clavulina.

Frecuencia Biomasa (g)

Localidad Parcela Ago Sep Oct Nov Total Ago Sep Oct Nov Total
El Zarco 1 1 1 3 8 13 023 010 021 1.31 1.85

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 2 2 3 0 7 026 020 0.32 0 0.88

Fuera 9 0 2 3 14 - - - - -

Total-Zarco 12 3 8 11 34 - - - - -
El Pantano 1 5 5 2 17 7717 050 079 040 940
2 5 5 0 17 1.51 0.44 0 113 3.07
3 4 1 0 4 9 0.47 0.02 0 0.41 0.90

Fuera 5 9 9 12 35 - - - - -

Total-Pantano 19 20 11 28 78 - - - - -

Total-conjunto 31 23 19 39 112 - - - - -

Ago= agosto, Sep= septiembre, Oct= octubre, Nov= noviembre. "Fuera” son las recolectas realizadas fuera de
las parcelas. "Total-Zarco”, "Total Pantano” y "Total conjunto” es la suma de recolectas realizadas en El Zarco,
en El Pantano y en los dos sitios, respectivamente. Unicamente se pesaron los ejemplares recolectados en las

parcelas de muestreo.

Al comparar el nUmero de recolectas entre sitios se encontraron diferencias estadisticamente
significativas tanto para la frecuencia de basidiomas (U= 37; P<0.05) como para la biomasa en

peso seco de los mismos (U= 33; P<0.05), tal como se observa en la tabla 7.7. Esto quiere decir
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que la producciéon de basidiomas y la biomasa que acumulan los mismos, es mayor en El

Pantano que en El Zarco (Fig. 7.13).

Tabla 7.7. Prueba de U de Mann-Whitney de la frecuencia y biomasa de basidiomas entre

sitios. Los valores estadisticamente significativos aparecen en rojo.

SR para ZAR SR para PAN U Z P
Frecuencia 115 185 37 -2.021 0.043
Biomasa 111 189 33 -2.252 0.024

SR= suma de rangos; ZAR= El Zarco; PAN= El Pantano; U= estimador de la prueba de U de Mann-Whitney; P=
significancia de 0.05; N= 12 para cada sitio.
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Figura 7.13. Ejemplares recolectados y biomasa en peso seco por localidad. Se comparan el nidmero de

recolectas (a) y su biomasa (b) en tres parcelas de 20 x 20 m por sitio de estudio. N= 12 por sitio.

7.6.2 Formacién de ectomicorrizas
De las 274 secuencias Utiles, 47 correspondieron a ectomicorrizas del género Clavulina, 42 a C.
reae, cuatro a C. sp. nov. 2 y una ectomicorriza no correspondié a ninguna especie del trabajo,
por lo que se designé Clavulina sp. (Tabla 7.8). Esta ultima secuencia tuvo una longitud de 424

pb, razén por la cudl es probable que no correspondiera a ningln taxén en los anélisis.
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Tabla 7.8. Ectomicorrizas de especies de Clavulina por sitio.

Parcela
1Z 27 3Z 1P 2P 3P Total
C. reae 11 3 0 8 17 3 42
C. sp. nov. 2 4 0 0 0 0 0 4
C. sp. 1 0 0 0 0 0
Total 16 3 0 8 17 3 47

1Z, 2Z, 3Z= Parcelas de El Zarco, 1P, 2P, 3P= Parcelas de El Pantano.
Al comparar el nUmero de ectomicorrizas de Clavulina recolectadas entre los sitios, no
se encontraron diferencias significativas (U= 2.5; P>0.05). Esto quiere decir que la cantidad de

ectomicorrizas recolectadas del género, no difiere entre los sitios de muestreo (Tabla 7.9).

Tabla 7.9. Prueba de U de Mann-Whitney del nimero de ectomicorrizas de Clavulina entre

sitios.

SR para Z SR para P U Z P

Ectomicorrizas Clavulina 8.5 12.5 2.5 -0.873 0.383

SR= suma de rangos; Z= El| Zarco; P= El Pantano; U= estimador de la prueba de U de Mann-Whitney; P=
significancia de 0.05; N= 3 para cada sitio.

7.7 Caracteristicas microambientales de las recolectas de Clavulina
Los datos de las variables microambientales se obtuvieron a partir de 60 sitios de recolectas
de Clavulina. En la tabla 7.10 se muestran los valores promedio, méximos y minimos de cada
variable por localidad. Asi mismo se muestran los valores registrados Clavulina reae, la cuél fue
la més abundante de las cuatro especies registradas (Tabla 7.11). El dato mas variable fue la
radiacion solar superficial (RSS) y fue mas amplio en El Pantano. La temperatura (T) en ambos
sitios fue similar, y la humedad relativa del aire (HR) registré los valores mas bajos para los
basidiomas recolectados en El Pantano. Finalmente, el contenido de agua en el suelo (CAS)
no fue diferente entre ambas localidades.

Los anélisis de correlacion indicaron valores significativos entre la frecuencia de los
basidiomas de Clavulina y la RSS (rs= 0.857; P= 0.014); por otra parte no se obtuvieron

correlaciones significativas entre la frecuencia de los basidiomas de Clavulinay la T (r.= 0.666;
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P= 0.102), la HR (r.= 0.643; P= 0.120), ni el CAS (r,= 0.643; P= 0.120). Todas las variables
microambientales mostraron un patrén en el cual, alcanzan un valor méaximo en la distribucion
de frecuencias, por encima y por debajo del cual, la frecuencia de basidiomas disminuye. Para
la RSS, el pico méximo de la frecuencia se presentd entre los 10-20 W/m?; para la T este pico
se encontré entre los 12-14 °C; para la HR el maximo estuvo entre el 85-90 %; y para el CAS el
valor mas alto se encontré entre el 25-30 %. Lo anterior se observd para los basidiomas de

todo el género y para los basidiomas de Clavulina reae (Fig. 7.14).

Tabla 7.10. Datos microambientales para la produccion de los basidiomas de Clavulina spp.

Localidad RSS (W/m?) T (°C) HR (%) CAS (m*m? Ns
X (xd.e.) 14.41 (+ 10.12)  12.86 (+ 2.03) 83.18(x 5.34)  0.28(x 0.07) 42
El Pantano Max 49.64 17.98 90.93 0.42
Min 2.65 9.08 67.24 0.05
X (xd.e) 12.40 (= 7.00) 12.70 (+ 1.63)  83.53(x 4.46) 0.28(x0.09) 18
El Zarco Max 23.89 17.09 91.09 0.39
Min 1.55 9.97 75.30 0.05

Xrora (£d.e) 13.81 (£ 9.28) 12.81 (x 1.91) 83.28(x 5.05)  0.28(x 0.08) 60

X (xd.e)= promedio mas una medida de desviacién estdndar; Max= valores méximos; Min= valores

minimos; XtoraL (¥d.e.)= promedio de todos los datos mas una medida de desviacién estdndar. RSS (W/m?)=
radiacion solar superficial, T (°C)= temperatura del suelo a 5 cm de profundidad, HR (%)= humedad relativa del

aire, CAS (m3/m?3= contenido de agua en el suelo a 5 cm de profundidad. Ns= tamafio de muestra con sensores.

Tabla 7.11. Datos microambientales para la produccién de los basidiomas de Clavulina reae.

Localidad RSS (W/m?) T (°C) HR (%) CAS (m*m? Ns
X (xd.e.) 15.13 (£10.42) 13.37 (£1.98)  82.04 (£5.98)  0.27 (+0.08) 28
El Pantano Max 49.64 17.98 90.93 0.42
Min 2.65 9.08 67.24 0.05
X (xd.e) 12.77 (£7.59) 12.72 (£2.05)  83.44 (x4.83) 0.29 (x0.06) 10
El Zarco Max 23.89 17.09 91.09 0.39
Min 1.55 9.97 75.3 0.2

Xrora (£d.e) 14.51 (£9.71) 13.20 (x1.99) 8241 (£5.67) 0.27 (x0.08) 38

X (xd.e)= promedio mas una medida de desviacién estdndar; Max= valores méximos; Min= valores

minimos; XtoraL (¥d.e.)= promedio de todos los datos mas una medida de desviacién estdndar. RSS (W/m?)=
radiacion solar superficial, T (°C)= temperatura del suelo a 5 cm de profundidad, HR (%)= humedad relativa del

aire, CAS (m3/m?3= contenido de agua en el suelo a 5 cm de profundidad. Ns= tamafio de muestra con sensores.
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Figura 7.14. Variables microambientales asociadas a la produccién de basidiomas de Clavulina en bosques de
Abies religiosa. Relacién entre el nimero de ejemplares recolectados de todas las especies de Clavulina (circulos)
y de C. reae (triangulos) y a) la radiacién solar superficial (RSS), b) temperatura del suelo a 5 cm de profundidad, c)

humedad relativa del aire y d) contenido de agua en el suelo a 5 cm de profundidad (CAS).

7.8 Ecofisiologia isotdpica de Clavulina en bosques de Abies religiosa

En general, las proporciones C:N fueron en decremento desde los restos lefiosos (42.09-
86.27), a las aciculas de los arboles hospederos (19.01-29.31), a los HSAP (5.08-19.48) y
finalmente a los HECM (8.78-12.41). Los resultados de los valores isotépicos de los materiales
seleccionados (ver seccién 6.6) se muestran en la tabla 7.12. Unicamente los valores isotépicos
de N para los restos lefosos no pudieron ser obtenidos, debido a la baja concentracién de N

en estos residuos (0.60-1.10 %N). El 3N de los &rboles hopederos fue de -3.27 a -1.93 %o y el
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de 9"°C de -31.81 a -29.36 %o, por su parte los HECM, mostraron el 3N de 2.07 a 11.02 %0 y de
d"3C de -26.34 a -25.40 %o, mientras que los HSAP mostraron 9N de -3.84 a 1.26 %o y 9"°C de -
23.57 a-21.54 %o (Fig. 7.15).

El 9"”N (promedio= -2.41+desviacién estandar= 0.58 %) y de 9"C (-30.32+ 0.98 %.) de
las aciculas de los arboles hospederos fueron bajos en comparacién con los de los HECM
(0"™N= 5.22+ 4.09 %o, 0"*C= -25.88+ 0.43 %o, N= 4), de los HSAP (3"°N= -0.83+ 2.17 %o, 0"*C= -
22.93+ 0.96 %0; N= 4) y de los esporomas de Clavulina (3" N= 1.46+ 1.81 %, 3"*C= -25.49+ 0.86
%0; N=29) (Fig. 7.15).

Dentro de los HECM, el 3N més elevado correspondié a Tylopilus porphyrosporus
mientras que las especies de Russula e Inocybe sp. 1 mostraron valores menores (Tabla 7.12).
En términos del 3N, los HECM mostraron un dato mayor (8.95 %) en comparacién con la de
los HSAP (5.10 %o). En contraste, dentro de los HSAP el valor mas alto de 3"C y méas bajo de
d"N lo registrd Cyptotrama asprata, que crece en restos lefiosos, mientras que las especies de
Marasmius y Agaricus sp. 1, que se desarrollan sobre mantillo y suelo, respectivamente,
tuvieron valores mas bajos de 3"C y menos disminuidos de d"™N. En términos del 33C, los
HECM fueron mas altos (0.94 %.) en comparacion con los HSAP (2.03 %o.).

Los 29 ejemplares de Clavulina tuvieron 8N de -2.93 %. a 5.82 %o, con un promedio
para los basidiomas de El Zarco de 0.99+ 2.17 % (N= 15), mientras que para los basidiomas de
El Pantano fue de 1.96+ 1.22 %o (N= 14). En términos del 9"°C se registraron valores de -27.65
%o a -23.85 %o, con un promedio para los basidiomas de El Zarco de -25.67+ 0.77 %o (N= 15),
mientras que para los basidiomas de El Pantano fue de -25.31+ 0.95 % [(N= 14) (Fig. 7.15)].
Como se observa en la figura 7.15, los valores promedio de 3"N y 3"C de Clavulina de los dos
sitios se encuentran intermedios entre los valores de los HSAP y de los HECM.

Si bien los ejemplares de Clavulina recolectados en El Pantano se encuentran
enriquecidos de 9"C con respecto a los ejemplares recolectados en El Zarco, estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas (toos 7= 1.12; P>0.05). Por su parte, los ejemplares de
El Pantano se encontraron enriquecidos de 9N, con respecto a los de El Zarco, sin ser

tampoco estas diferencias estadisticamente significativas (toos 7= 1.47; P>0.05).
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Tabla 7.12. 3N y 9"*C de las muestras bioldgicas.

Especie Ejemplar Loc Sus 93" Nare (%) 9"Ceps (%) %N %C C:N GF

C. reae PPE-388 P HT 232 -25.79 583 4497 771 HECM
C. reae PPE-368 P L 0.86 -24.24 554 4578 827 HECM
C. reae PPE-454 P LT 3.19 -24.82 6.05 4477 740 HECM
C. reae PPE-371 P HT 229 -24.64 6.16 4506 7.32 HECM
C. reae PPE-338 P LT 349 -25.91 479 4237 885 HECM
C. reae PPE-342 P T 0.82 -25.10 427 4211 986 HECM
C. reae PPE-458 P T 2.66 -25.95 438 4322 987 HECM
C. reae PPE-463 P HT 1.88 -25.51 426 4313 10.12 HECM
C. reae PPE-425 P T 0.43 -23.85 416 43.01 10.34 HECM
C. reae PPE-480 P T 4.72 -25.89 532 4250 7.99 HECM
C. reae PPE-485 P HT 1.20 -27.65 437 43.01 9.84 HECM
C. reae PPE-393 P T 1.25 -24.46 3.52 4225 12.00 HECM
C. reae PPE-447 z L 4.50 -26.86 436 4416 10.13 HECM
C. reae PPE-361 z T 1.04 -25.57 560 4398 7.85 HECM
C. reae PPE-441 z T 1.09 -25.68 504 4586 9.10 HECM
C. reae PPE-468 z HT 200 -25.91 447 4382 981 HECM
C. reae PPE-383 z LT 0.16 -25.76 549 4542 827 HECM
C. reae PPE-353 z LT 1.09 -25.26 543 4126 7.60 HECM
C. reae PPE-352 z L 0.38 -25.31 459 4057 8.84 HECM
C. reae PPE-354 z T -0.06 -25.80 477 39.35 825 HECM
C. reae PPE-356 z LT 1.58 -24.78 564 4157 7.37 HECM
C. reae PPE-475 z LT 582 -27.36 514 4206 8.18 HECM
C. sp. nov. 1 PPE-431 P T 1.20 -25.28 481 4201 873 HECM
C. sp. nov. 1 PPE-461 P T 1.11 -25.22 476 4202 883 HECM
C. sp. nov. 1 PPE-360 z T 0.21 -25.18 428 4276 999 HECM
C.sp.nov. 2 PPE-341 z L -2.93 -26.11 425 4253 10.01 HECM
C.sp.nov. 3 PPE-467 z LT 1.48 -25.96 445 4208 946 HECM
C.sp.nov. 3 PPE-472 z H 0.64 -24.16 4.66 4218 9.05 HECM
C.sp.nov. 3 PPE-466 z T -2.19 -25.31 3.92 43.05 10.98 HECM
Cyptotrama asprata PPE-496 P L -3.84 -21.54 221 43.05 19.48 HSAP
Inocybe sp. 1 PPE-626 z T 2.07 -26.34 487 4278 8.78 HECM
Russula sp. 1 PPE-632 P T 2.65 -26.14 345 4282 1241 HECM
Marasmius sp. 1 PPE-624 Z L 1.26 -23.05 6.74 40.34 599 HSAP
Tylopilus porphyrosporus ~ MRGA-02 P T 11.02 -25.40 7.98 4432 555 HECM
Marasmius sp. 2 LORANT-01 P H -0.74 -23.56 8.63 43.84 5.08 HSAP
Agaricus sp. 1 AAM-124 z T 0.00 -23.57 786 46.68 594 HSAP
Russula sp. 2 AAM-125 z T 5.16 -25.65 500 4580 9.16 HECM
Abies religiosa - P - -1.93 -29.36 252 4781 19.01 -
Abies religiosa - P - -2.74 -29.55 225 46.10 2048 -
Abies religiosa - z - -2.07 -31.81 1.84 4684 2544 -
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Abies religiosa - z - -3.27 -30.58 1.65 4842 2931 -
Pinus sp. - P - -2.01 -30.30 237 47.98 20.28 -
Resto lefioso - Z - ND -25.75 1.10 46.09 42.09 -
Resto lefioso - P - ND -26.59 0.60 51.49 86.27 -
Resto lefioso - P - ND -24.15 0.76 48.28 63.77 -

Esporomas de Clavulina, aciculas, restos lefiosos, hongos ectomicorrizégenos (HECM) y hongos saprétrofos
(HSAP). Los valores isotdpicos estan en partes por mil (%o). Loc= localidad; Z= El Zarco, P= El Pantano. Sus=

sustrato; L= lignicola, H= humicola, T= terricola. GF= grupo funcional (sensu Tedersoo et al., 2010).
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Figura 7.15. 9N y 9"°C de las muestras biolégicas. Se muestran los valores obtenidos para los arboles
hospederos, para los basidiomas de Clavulina y para los esporomas de los HECM (1= Tylopilus porphyrosporus,
2= Russula sp. 1, 3= Russula sp. 2, 4= Inocybe sp. 1) y los HSAP (5= Marasmius sp. 1, 6= Agaricus sp. 1, 7=
Marasmius sp. 2 y 8= Cyptotrama asprata). Los tridngulos representan valores promedio y las barras errores

estédndar. Los simbolos en negro provienen de El Pantano y en blanco de El Zarco.

Los HECM mostraron valores isotdépicos de 9"™N promedio enriquecidos en
comparacién con los HSAP; en términos del 3"C, los HECM estuvieron disminuidos en
comparacién con los HSAP (Fig. 7.15). Al ser comparados con los valores promedio de 3Ny

d"3C de los ejemplares de Clavulina por sitio, se encontraron diferencias significativas en el
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d"”N de Clavulina de ambos sitios y los HSAP, al compararse contra los HECM (F333= 6.15;

P<0.01). En contraste, se encontraron diferencias significativas en el 9"®C de Clavulina de

ambos sitios y los HECM, al compararse contra los HSAP (Fs33= 12.16; P<0.0001) (Fig. 7.16).

8 0
a A b
. T .
4 1 -10 1
) <
s s 8
Z? B O 157
o I;l o
0 | I -20 -
==
-2 A B .25 - A
B B B
“ Clavul Clavul ' ' 30 Clavul Clavali ' '
avulina avulina avulina avulina
HECM
Pantano Zarco HSAP HECM Pantano Zarco HSAP ¢

Figura 7.16. ANOVA de los valores isotopicos promedio de Clavulina por sitio. a) 3N y b) 3"C de los

basidiomas de Clavulina por sitio, de los HECM y los HSAP. Las letras representan diferencias significativas a un

nivel de significancia de 0.05.

Se compararon los valores promedio de 0N y 9"3C para las especies de Clavulina que

tenian al menos tres ejemplares con datos isotépicos. En este caso fueron Clavulina reae (N=

22), C. sp. nov. 1 (N= 3) y C. sp. nov. 3 (N= 3). Dado que no se registraron diferencias en las

huellas isotépicas de Clavulina a nivel de género entre los sitios (Fig. 7.16), Unicamente se

compararon a nivel de especie sin considerar el sitio en el que se recolectaron (Fig. 7.17).
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Figura 7.17. Valores promedio de 3"°N y 3"3C de Clavulina por especie y de los HECM y HSAP. Los simbolos en

negro indican muestras provenientes de El Pantano y en blanco de El Zarco. Las barras representan el error

estandar del promedio de cada valor.

Los resultados del ANOVA indicaron que no hubo diferencias estadisticamente significativas

entre 0N (Fo2s= 2.545; P>0.05) y 9"C (F,2s= 0.40; P>0.05) de las tres especies de Clavulina

comparadas (Tabla 7.13).

Tabla 7.13. Andlisis de varianza (ANOVA) del "N y 3"C entre las especies de Clavulina.

Fuente SC g.l CM F P
0N Especie 12.182 2 6.090 2.545 0.098
Error 59.822 25 2.393
akC Especie 0.641 2 0.321 0.40 0.679
Error 19.914 25 0.797

SC= suma de cuadrados, g.l.= grados de libertad, CM= suma de cuadrados medios, F= valor estimado de Fisher,

P= significancia de 0.05.

78



Sin embargo, al compararse los valores isotépicos promedio de las tres especies, con el
promedio de los HECM y HSAP recolectados, se encontraron diferencias significativas en el
d"”N de C. reae, C. sp. nov. 1y C. sp. nov. 3, y los HSAP al compararse contra los HECM (Fs 3=
5.47; P<0.01). En contraste, se encontraron diferencias significativas en el 3"°C de las tres

especies, y los HECM al compararse contra los HSAP [F.31= 8.39; P<0.001; (Fig. 7.18)].

Tabla 7.14. Anélisis de varianza (ANOVA) del 9"°N y 9"*C de Clavulina por especie, HECM vy

HSAP. Los valores estadisticamente significativos aparecen en rojo.

Fuente SC g.l CM F P
0"°N Especie 87.568 4 21.892 5.467 0.00189
Error 124134 31 4.004
a"C Especie 25.14 4 6.29 8.39 0.00010
Error 23.22 31 0.75

SC= suma de cuadrados, g.l.= grados de libertad, CM= suma de cuadrados medios, F= valor estimado de Fisher,

P= significancia de 0.05.
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Figura 7.18. ANOVA de los valores isotdpicos promedio de Clavulina por especie. a) 3N y b) 3"C de los

basidiomas de las especies de Clavulina, los HECM y los HSAP. Las letras representan diferencias significativas a

un nivel de significancia de 0.05.

Los valores obtenidos de 9"N y 0™C para los basidiomas de Clavulina fueron
comparados con los reportados en los trabajos de Hobbie et al. (2001), Trudell et al. (2004),
Zeller et al. (2007), Mayor et al. (2009), Tedersoo et al. (2012) y Hou et al. (2012), que se
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muestran en la tabla 7.15. Estos valores, con separacién de las especies de zonas templadas

de las de zonas tropicales, se muestran en la figura 7.19. Este trabajo aporta por primera vez

valores isotdpicos para los basidiomas de la especie Clavulina reae. En comparacién con los

valores isotopicos reportados previamente para zonas templadas, los especimenes de C. reae

muestran un intervalo mas amplio de 9N y 3"C que el resto de las especies de regiones

templadas.

Tabla 7.15. 3"™N y 9"3C reportados en la literatura para especies de Clavulina.

Especie 9"°N (%o) 9"3C(%0) Referencia Distribucién
C. coralloides 2.40 -26.10 Tem
C. coralloides 3.50 -26.40 Hobbie et al. (2001) Tem
C. rugosa 3.40 -26.40 Tem
C. coralloides 1.60 -25.50 Trudell et al. (2004) Tem
C. coralloides 2.00 -24.30 Zeller et al. (2007) Tem
C. coralloides 3.99 -24.85 Hou et al. (2012) Tem
C. caespitosa 3.30 -25.90 Tro
C. caespitosa 5.80 -26.20 Tro
C. caespitosa 7.40 -24.80 Tro
C. humicola 4.80 -25.10 Mayor et al. (2009) Tro
C. "coral tiny wood" 3.00 -24.70 Tro
C. "kunmudlutse grey" 9.70 -24.90 Tro
Clavulina sp. 5.15 -26.83 Tro
Clavulina sp. 8.51 -27.13 Tedersoo et al. (2012) Tro
Clavulina sp. 9.00 -26.78 Tro

Se tomaron los nombres cientificos de acuerdo a los trabajos de referencia. 3"°N (%0)= valor isotépico del is6topo

de nitrégeno, 3"°C (%.)= valor isotépico del isétopo de carbono, Tro= tropical, Tem= templada.
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Figura 7.19. 3N y 9"°C de los basidiomas del género Clavulina. Se muestran los valores obtenidos en este

trabajo (tridngulos) y los reportados en la literatura (circulos).
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VIII. Discusién

En este trabajo se describieron cuatro diferentes especies del género Clavulina: C. reae, C. sp.
nov. 1, C. sp. nov. 2y C. sp. nov. 3. Todas las especies se registraron en ambos sitios, sin
embargo, de las cuatro especies, solo se encontraron las ectomicorrizas de C. reae y C. sp.
nov. 3 (Fig. 7.5). Si bien estas dos especies fueron recolectadas en ambas localidades,
Unicamente se registraron las ectomicorrizas de C. sp. nov. 3 en El Zarco. Por su parte, no se
encontraron las ectomicorrizas de C. sp. nov. 1 ni de C. sp. nov. 2.

Clavulina reae, es una de las especies dominantes en los sitios de estudio, tanto en la
formacién de ectomicorrizas como en la de basidiomas. Macroscopicamente, expone la mayor
variacion morfoldgica de las cuatro especies, particularmente en sus éapices, los cuales pueden
ir desde romos hasta crestados, aunque en su mayoria son agudos a subagudos (Fig. 7.9;
Apéndice V). Microscoépicamente se diferencian de las otras especies, de manera significativa
(Fig. 7.8), al tener basidiosporas de tamafio intermedio entre C. sp. nov. 1 (de basidiosporas
pequefas)y C. sp. nov. 2y C. sp. nov. 3 (de basidiosporas grandes).

Los basidiomas de Clavulina reae se agruparon en el mismo clado que las
ectomicorrizas de Abies religiosa reportadas por Arguelles-Moyao et al. (2017) como C.
cinerea var. gracilis (Cédigo de acceso de GenBank: KP645352) y de ectomicorrizas de Alnus
acuminata reportadas por Kennedy et al. (2011) (HQ271352); en este clado se agruparon dos
secuencias de basidiomas reportados como C. coralloides para Estados Unidos, mismas que
se asume estan mal identificadas (EF559274 y DQ974710). En este mismo clado, pero de
manera independiente se agrupan cinco basidiomas reportados por Olariaga et al. (2009)
como Clavulina cinerea var. gracilis; estos autores reportan que los basidiomas de dicho clado,
presentan ramificaciones acrotdnicas, es decir que se presentan hacia la parte apical de los
basidiomas, y delgadas, lo que concuerda con la descripcién en este trabajo (Fig. 7.9). Esta
especie reconocida posteriormente por Olariaga y Salcedo (2012) con el nombre de Clavulina
reae (debido a la mayor semejanza con la reportada por Rea, 1920), representa el primer
reporte de esta especie para México, a partir de datos morfoldgicos y filogenéticos.

Clavulina sp. nov. 1, es una especie cercana al clado de C. coralloides (=C. cristata)
reportado en parte por Olariaga et al. (2009) para Europa, con el que comparte la

caracteristica de tener las basidiosporas mas pequenas de las especies de distribucion
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templada. Sin embargo, a partir del andlisis filogenético, los ejemplares de C. sp. nov. 1 se
separan de la especie europea en un clado distinto, aunque con niveles de soporte
moderados (Fig. 7.5). Morfolégicamente esta especie tiene los basidiomas mas pequefos de
las cuatro especies descritas en este trabajo; presenta apices copiosamente crestados y
coloraciones rosadas en el himenio maduro (Fig. 7.10); microscépicamente presenta las
basidiosporas mas pequenas de las cuatro especies, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas con C. reae, C. sp. nov. 2y C. sp. nov. 3 (Fig. 7.8). A partir de estos resultados, se
separa a Clavulina sp. nov. 1 como una nueva especie para la ciencia, reportada para bosques
templados de Abies religiosa del centro de México.

El clado de Clavulina sp. nov. 2 de este trabajo, se ubica a su vez dentro de un grupo
con diferentes taxones. En dicho grupo también se encuentran ectomicorrizas (KP645352) de
C. aff. rugosa (sensu Arglelles-Moyao et al., 2017) de bosques de Abies religiosa de El Zarco,
asi como ectomicorrizas (FJ196905) y basidiomas (EU569245 y EU569246) provenientes de
bosques de Quercus crassifolia de Guerrero (Morris et al., 2008). En todo este grupo dentro
del arbol filogenético, se conjuntan secuencias de basidiomas y ectomicorrizas exclusivas de
México (Fig. 7.5), por lo que ademés de representar una nueva especie para la ciencia, podria
constituir un taxén endémico de México. Morfolégicamente, C. sp. nov. 2 comparte la
macromorfologia de C. sp. nov. 3, en términos de las coloraciones blancas y homogéneas a lo
largo de todo el basidioma, asi como ramificaciones escasas. Adicionalmente, ambas especies
comparten la caracteristica de tomar coloraciones amarillo ocre al deshidratarse, lo que ya ha
sido reportado para Clavulina rugosa (Corner, 1950; Olariaga et al., 2009). Microscépicamente,
estas dos especies comparten la caracteristica de tener las basidiosporas més grandes de las
especies descritas en este trabajo, sin embargo entre estas especies el tamano de las
basidiosporas no permite diferenciarlas (Fig. 7.8). La Unica caracteristica que permitié
diferenciar a estos taxones, fue la presencia de cistidios esferopedunculados en C. sp. nov. 3
(Fig. 7.12c—e); la presencia de cistidios, es una caracteristica que se habia reportado
Unicamente para especies de distribucién tropical [C. leveillei (Sacc.) Overeem y C. pilosa
Corner] y para Clavulina cristata var. incarnata Corner, siendo para estas especies de tipo
subventricosos, de pared delgada, muy largos (de 100 x 5-10 uym), lisos y hialinos (Corner,

1950); en C. sp. nov. 3 de este trabajo, los cistidios esferopedunculados se encontraron en

83



baja frecuencia en las revisiones microscdpicas, pero constituyen el primer reporte de la
presencia de cistidios de este tipo en especies templadas del género.

Clavulina sp. nov. 3, se ubica en un clado independiente del grupo de C. rugosa
reportado como R2 por Olariaga et al. (2009). Sin embargo, estas especies se agruparon con
dos secuencias de basidiomas (EU862207 y EU862210) reportados para Europa dentro del
clado R1 nombrado como C. aff. rugosa (ibidem); esta especie por consiguiente representa
una nueva especie para el género, que a diferencia de C. sp. nov. 1y C. sp. nov. 2, ya ha sido
registrada en Finlandia y Noruega previamente. Para definir si la presencia de cistidios
esferopedunculados, constituye una caracteristica estable para los ejemplares de esta especie,
deben ser revisados los ejemplares descritos para Europa como C. aff. rugosa.

Es de suma importancia recalcar la necesidad de designar ejemplares tipo para las
especies templadas de Clavulina. En general, el uso de los epitetos rugosa, cinerea y
coralloides, sin la designacion de ejemplares de herbario tipo, ha conducido a una
subrepresentacién de la diversidad de las especies templadas del género. Otro problema
asociado a la delimitacién de los taxones, se debe a que las caracteristicas de los basidiomas
de Clavulina, que suelen ser utilizadas como caracteres diagnésticos para diferenciar entre
especies, pueden ser muy plasticas, en particular para C. reae (Apéndice V). Con base en los
resultados, se considera que los factores determinantes para diferenciar a las especies
templadas de estos sitios, son las coloraciones de los basidiomas, el tamafio de las
basidiosporas y la presencia de cistidios. Utilizando estos caracteres morfoldgicos y los anélisis

filogenéticos, fue posible identificar a las cuatro especies de este trabajo.

La produccién de basidiomas y su biomasa difirié significativamente entre los sitios de estudio
(Tabla 7.7; Fig. 7.13), siendo mayor en El Pantano que en El Zarco. Aunado a esto, si se
consideran las recolectas fuera de las parcelas en ambas localidades, se registraron mas del
doble de ejemplares de Clavulina en El Pantano en comparacién con El Zarco (Tabla 7.6). Es
importante mencionar que hasta ahora, no se ha podido predecir los sitios en donde los
hongos produciran sus esporomas, es por esto que la seleccién de las parcelas en este trabajo
no fue aleatoria, sino que se basd en los resultados de investigaciones previas (Arglelles-

Moyao, 2013; Pérez-Pazos, 2014). Se sabe que la producciéon de estructuras de reproduccién
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sexual es un fendmeno multifactorial (Crockatt, 2012), en este sentido la apertura del dosel del
estrato arbéreo puede promover una mayor producciéon de esporomas (Richard et al., 2004),
por lo que la mayor apertura en sitios perturbados como El Pantano, puede explicar la mayor
cantidad de basidiomas de Clavulina en comparacién con El Zarco.

En términos de la cantidad de ectomicorrizas recolectadas por sitio, también se
encontraron diferencias significativas (Tabla 7.1), siendo mayor la cantidad de ectomicorrizas
recolectadas en El Zarco que en El Pantano. Sin embargo, el nimero de ectomicorrizas de
Clavulina, no difirid entre los sitios de estudio (Fig. 7.9). El género Clavulina desarrolla
ectomicorrizas de contacto (Buée et al., 2005; Agerer, 2001) lo que les confiere propiedades
hidrofilicas de acuerdo con lo reportado por Hobbie y Agerer (2010); por su parte, Arglelles-
Moyao (2013) destaca que los suelos de El Zarco con mayor espacio poroso (densidades
aparentes de 0.5) y pH menos éacidos (entre 5.7 y 6.0), promueven la formacién de
ectomicorrizas de Clavulina y aumenta la dominancia de las especies de este género dentro
de la comunidad. En este trabajo, no se obtuvieron mediciones de densidad aparente del
suelo, pero si se registraron valores de pH, los cuales son similares a lo reportado previamente
(ibidem) yendo de 5.3 a 6.0 (Tabla 7.2).

En la parcela 2 de El Zarco se recolectaron tres sistemas ectomicorrizégenos de C. reae
(Tabla 7.8), pese a que en dicho sitio no se registré la produccion de basidiomas (Tabla 7.6).
Por su parte, en la parcela 3 del mismo sitio, se registraron siete basidiomas pero no se
encontraron ectomicorrizas de ninguna especie de Clavulina. Debido al criterio de recolecta,
es posible que no se hayan muestreado ejemplares inmaduros en la parcela 2 de El Zarco; a su
vez, la falta de representaciéon de Clavulina en las ectomicorrizas, pudo deberse a los bajos
niveles de eficiencia de procesamiento de la comunidad de HECM (Tabla 7.4). En particular en
la parcela 3 de El Zarco, se tuvo el valor mas bajo de eficiencia de las seis parcelas de estudio
(15.22 %), por lo que es muy probable que si se hayan muestreado ectomicorrizas de Clavulina
en esa parcela, mismas que no pudieron ser amplificadas durante el procesamiento de las
muestras. En general, se tuvieron porcentajes de eficiencia bajos en todo el muestreo de
ambos sitios (15.22-59.72 % en El Zarco y 24.53-58.75 % en El Pantano), lo que generd una
subrepresentacion de la comunidad de HECM reportada en este estudio. Esto pudo deberse

a que la cantidad de ADN extraido de las muestras bioldgicas no fue suficiente para realizar
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las reacciones de PCR, a compuestos quimicos de la raiz que inhibieran la amplificacién, entre
otros factores. Para solventar estos problemas durante la amplificacién se pudo diluir el ADN o
modificar los ciclos de reacciéon durante la PCR, sin embargo este trabajo no pretendia
caracterizar a toda la comunidad de HECM de los sitios, sino Unicamente pretendia recuperar
secuencias de ectomicorrizas correspondientes al género Clavulina.

Pese a la baja eficiencia de procesamiento, la estructura de la comunidad de HECM en
términos de sus especies dominantes, coincide con lo reportado por Arglelles-Moyao (2013)
quien tuvo porcentajes de eficiencia de amplificacién superiores a los reportados en este
trabajo (58.8-81.7 %). Por lo anterior, los resultados sustentan que la comunidad de HECM en
El Zarco, estd dominada por la familia Clavulinaceae, siendo particularmente dominante C.
reae, tanto en ectomicorrizas como en basidiomas. Asi mismo, la dominancia de esta especie
se extiende hasta El Pantano, sitio en donde sdlo habia sido descrita la comunidad de HECM
a partir de los esporomas (Pérez-Pazos, 2014). Es importante mencionar que C. reae y
Membranomyces spurius dominan en la comunidad en su conjunto, sin embargo todas las
secuencias registradas de M. spurius provinieron de El Zarco (Fig. 7.3; Apéndices |, Il) por lo
que esta especie puede ser mas sensible al disturbio propio de El Pantano. Ademas, hubo
especies de los géneros Helvella, Hydnotrya, Piloderma y Tuber registradas en El Pantano,
que no fueron registradas en El Zarco en este trabajo, pero que si las reportd Arguelles-Moyao
(2013); por otra parte hubo géneros reportados para las mismas parcelas de El Zarco (ibidem),
que no fueron registrados en ninguno de los muestreos de este trabajo en ambos sitios,
pertenecientes a los géneros Fischerula, Hebeloma, Pseudotomentella y Trichophaea, razén
por la cudl se asume que su ausencia se debe a los bajos porcentajes de eficiencia en la
obtencién de secuencias. De estos géneros Unicamente Hebeloma habia sido reportado
previamente para El Pantano en esporomas (Pérez-Pazos, 2014).

De las 83 especies de HECM reportadas por Arglelles-Moyao et al. (2017) para El
Zarco, a partir de 570 secuencias Utiles, en este trabajo se registraron 20, que equivalen a un
24.1 % de la riqueza reportada para este sitio. Unicamente se encontré un nuevo registro de
Laccaria laccata. Sin embargo, la asignacion de un nombre a nivel de especie sdlo pudo
realizarse en el 47.5 % de los HECM; al compararse los nombres de las 20 especies de HECM

de El Zarco de este trabajo, con la comunidad de HECM reportada por Arglelles-Moyao et al.
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(2017), se observé que Clavulina reae, Membranomyces spurius, Tomentella sp. 1y Russula sp.
1 estuvieron entre las seis especies dominantes en El Zarco en 2011 (Argtelles-Moyao, 2013) y
en 2015 (este trabajo) pese a que la abundancia relativa de las mismas sea diferente entre
estos trabajos (Apéndice lll). Las diferencias en la posicion que ocupan en términos de su
abundancia relativa, son mas evidentes en las restantes 16 especies, por lo que se considera
que el sesgo metodoldgico, producto de la baja eficiencia de obtencién de secuencias Utiles
de este trabajo, se ve evidenciada en las especies méas raras de la comunidad y no en los

taxones dominantes.

Los basidiomas de Clavulina fueron registrados en su mayoria, fructificando a la orilla de los
caminos, por lo que se esperaba que la frecuencia de registro de basidiomas guardara una
relacion positiva con la radiacién solar superficial (RSS) y la temperatura (T) y negativa con la
humedad relativa del aire (HR) y el contenido de agua en el suelo (CAS). Sin embargo
Unicamente se encontraron correlaciones significativas entre la frecuencia y la RSS (Fig. 7.14a).
Aunado a esto, la mayor cantidad de ejemplares recolectados fueron a temperaturas mas
bajas, de 12-14 °C (Fig. 7.14b), a HR altas, entre el 85-90 % (Fig. 7.14c) y a CAS del 25-30 %
(Fig. 7.14d). Para el caso del CAS, si se considera que el micelio se distribuye en los espacios
porosos del suelo, los resultados indican que la produccidon de basidiomas comienza a
decrecer a niveles superiores a 35 % de CAS. Posiblemente esto sea debido a que Clavulina
prefiere sitios con menor cantidad de agua; en relacién a lo anterior trabajos como el de Buée
et al. (2005) han reportado que C. coralloides es tolerante a la sequia y a suelos con niveles
bajos de potencial hidrico, ademés de ser mas abundante y metabdlicamente mas activa en

suelos adelgazados.

Los valores de 9"™N y 9"C de las aciculas de los hospederos, mostraron valores tipicos, es
decir, disminuidos en relacién con los valores de los esporomas de los HECM y los HSAP
(Tedersoo et al.,, 2014b). No se encontraron diferencias entre los ejemplares de Clavulina
recolectados en El Pantano y en El Zarco, a nivel de género ni a nivel de especie (Figs. 7.15-
7.18). Este resultado refuta la hipétesis planteada, en el sentido de que se esparaba que los

ejemplares de El Pantano mostraran valores isotépicos promedio de 9N y 9"*C disminuidos y
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enriquecidos respectivamente, al compararlos con los valores para los ejemplares de El Zarco.
Pese a que no fueron encontradas diferencias significativas entre los valores promedio por
sitio, hubo ejemplares de Clavulina que si mostraron valores isotdpicos de 9N y 9"C
disminuidos y enriquecidos, respectivamente en comparacién con los HECM de referencia
(Tabla 7.12; Fig. 7.15). Clavulina reae (PPE-425), mostré un valor isotépico similar al de
Agaricus sp. 1. Sin embargo, este ejemplar tuvo un sustrato terricola. En contraparte, el
ejemplar PPE-475, de la misma especie, mostrd valores isotopicos de 3N y 9"*C enriquecidos
y disminuidos, respectivamente (tipicos de HECM); este ejemplar tuvo sustratos lignicolas y
terricolas (Tabla 7.12). Lo anterior nos indica que el sustrato en donde se recolecté cada
basidioma, no fue determinante para mostrar valores similares a HECM o a HSAP. Un ejemplo
de esto es el trabajo de Hasselquist et al. (2011), en donde ejemplares de boletaceos, que se
desarrollaron sobre restos lefiosos, presentaron valores isotdépicos que los ubicaron dentro de
los HECM.

De los trabajos que han obtenido valores isotépicos de esporomas de Clavulina,
Unicamente el trabajo de Hobbie et al. (2001), destaca que el posicionamiento dentro del
grupo funcional de los HECM de C. coralloides'y C. rugosa es dudoso (Tabla 7.15; Fig. 7.19). El
resto de los autores describen a las especies de Clavulina como HECM basados en sus valores
isotépicos (Tabla 7.15), incluso cuando estas estdn mas enriquecidas en el 9"°C que las
reportadas por Hobbie et al. (2001). Resulta interesante que pese a que este trabajo aporta en
total 29 valores isotdopicos de Clavulina, mismas que superan a los 15 reportados en toda la
literatura hasta el momento, estos valores siguen apareciendo intermedios entre los HECM y
los HSAP (Figs. 7.15y 7.17). El posicionamiento intermedio entre los HECM y los HSAP, ya se
ha observado para Ramaria subgen. Asteroramaria (= género Phaeoclavulina) (Agerer et al.,
2012) y para Odontia spp. (Tedersoo et al., 2014b); estos Ultimos autores sugieren que
Odontia no suministra N a sus hospederos y que pueden actuar como patégenos generalistas
u oportunistas del micelio de otros hongos.

El hecho de que Clavulina sea mas parecido al 3"3C de los HECM y a su vez al 3N de
los HSAP (Tabla 7.14; Fig. 7.18), asi como la obtencién de ADN a partir de las ectomicorrizas,
consolida la ubicacién del género Clavulina dentro de los HECM, pero no de manera estricta,

ya que nuestros resultados sugieren, en el contexto del gradiente saprotrofia-biotrofia (Koide
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et al., 2008), que las especies de Clavulina en nuestros sitios de estudio, representan a HECM
con la capacidad de descomponer la materia orgénica. Actualmente, existe un genoma
anotado del género Clawulina, (referido como Clavulina sp. PMI_390 en JGI, 2014,
www.jgi.doe.gov). El genoma presenta familias de genes codificantes de enzimas hidroliticas
como lo son: moléculas de unién a la celulosa 1 (CBM1, por sus siglas en inglés), glucosido
hidrolasa 1 (GH1), y glucosido hidrolasa 5 (GH5), todas ellas asociadas a la despolimerizacién
de celulosa mediante mecanismos de hidrélisis. Dados estos antecedentes, la hipdtesis
sustentada por los resultados obtenidos es la de los descomponedores coincidentes (Talbot
et al., 2008) o el modelo de adquisiciéon de nutrimentos (Hupperts et al., 2017). Esta hipotesis
senala que los HECM pueden descomponer la materia organica del suelo asociado a la
busqueda de nutrimentos como el N o el P, mas no como fuente primaria de carbono. A su
vez los resultados refutan nuestra hipdtesis que planteaba que debido al mal estado del
arbolado en El Pantano (Gonzalez—-Medina et al., 2010) las especies de Clavulina podrian
constituir HECM con capacidad saprétrofa, asociado a un déficit en el suministro de C por

parte de sus hospederos, de acuerdo con la hipétesis del plan B (Talbot et al., 2008).
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IX. Conclusiones

1.

Los analisis morfolégicos y filogenéticos fueron coincidentes. Las coloraciones de los
basidiomas, el tamano de las basidiosporas y la presencia de cistidios, son los
caracteres que separan a las cuatro especies presentes en los sitios de estudio, mismas
que son: Clavulina reae, C. sp. nov. 1, C. sp. nov. 2, C. sp. nov. 3.

Clavulina sp. nov. 1, C. sp. nov. 2y C. sp. nov. 3 se proponen como nuevas especies
para la ciencia. Particularmente C. sp. nov. 2 es una especie potencialmente endémica
de México.

Se registraron 59 especies de hongos ectomicorrizégenos entre los dos sitios de
estudio, con 29 especies exclusivas para El Pantano, 21 para El Zarco y nueve especies
compartidas entre ambos sitios.

Clavulina reae, Membranomyces spurius, Russula sp. 1 y Tomentella sp. 1 estuvieron
entre las seis especies mas abundantes en El Zarco en 2011 (Arglelles-Moyao, 2013) y
en 2015 (este trabajo).

Clavulina reae, es la especie mas comun del género en basidiomas y la méas abundante
en la formacién de ectomicorrizas en los sitios de estudio. C. sp. nov. 1 sélo fue
recolectada en basidiomas. C. sp. nov. 2 y C. sp. nov. 3 son escasas tanto en la
formacién de ectomicorrizas como de basidiomas.

Los ejemplares de Clavulina forman basidiomas preferencialmente en sitios abiertos del
bosque, razdn por la que posiblemente se recolectaron mas ejemplares en El Pantano
que en El Zarco. Por otra parte, no se encontaron diferencias en la abundancia de
ectomicorrizas del género recolectadas entre El Pantano y El Zarco.

Las especies de Clavulina en estos bosques de Abies religiosa representan a hongos
ectomicorrizégenos con la capacidad para descomponer la materia orgénica,

posiblemente asociada a la busqueda de nutrimentos para su hospedero.
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X. Perspectivas

Para investigar a profundidad la ecofisiologia de Clavulina en los sitios de estudio, se puede
obtener el valor isotépico de radiocarbono (*C) a partir de los basidiomas. El Unico trabajo
que incluye datos de "C para Clavulina es el de Hobbie et al. (2002), los cuales llevaron a
resultados no concluyentes, similares a los obtenidos a partir de isétopos estables. El obtener
los valores de radiocarbono de los basidiomas de este género permitiria rastrear la edad del C
que se encuentra conformando a los basidiomas y asi discernir si el C es més reciente o es més
viejo. Una edad pequena del C (<2 afnos) indicaria que estos hongos estan obteniendo C
principalmente via simbiosis ectomicorrizogena; el C de una mayor edad, sugeriria que
proviene de residuos mas viejos, caracteristicos de la MOS (Hobbie et al., 2002).

Una de las lineas a desarrollar, seria el entender porqué las especies de este género
dominan la comunidad de HECM (partcularmente Clavulina reae). Una hipétesis a probar seria
que estas especies se distribuyen en el mantillo y en el horizonte Of del suelo, lo que les
permite ser dominantes y evitar competir con otras especies de HECM (Read y Pérez-Moreno,
2003) con mayor capacidad en el forrajeo de nutrimentos minerales, en horizontes mas
profundos. Se sugiere poner a prueba la hipdtesis evaluando la distribucion vertical en el suelo
de la comunidad de HECM. Se esperaria encontrar una abundancia y frecuencia de Clavulina
que decrezca conforme aumenta la profundidad del suelo. Esto se ha evaluado en
comunidades de HSAP y HECM en bosques templados de Pinus sylvestris en Jadraas, Suecia,
(Lindahl et al., 2007), donde en los estratos superficiales, dominan los HSAP, mientras que en
estratos mas profundos dominan los HECM.

La segunda hipdtesis es que Clavulina no es eficiente en la translocaciéon de N a sus
hospederos, en comparacion con otros HECM del sitio a partir del fraccionamiento isotépico
del ™N registrado en este trabajo. El que Clavulina sea dominante en la comunidad de HECM
de los sitios, puede ser debido a su eficiencia en la translocacién de otros elementos tales
como el fésforo, un elemento limitante en diferentes ecosistemas. Sin embargo, este
elemento no presenta variaciones isotépicas estables. Esto debera ser complementado
mediante estudios de actividad enzimatica, particularmente para C. reae al ser esta la especie
dominante. Con la finalidad de poner a prueba las hipétesis previas, metodolégicamente se

requiere obtener cepas de C. reae de los sitios de estudio.
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Apéndice |. Listado de especies de hongos ectomicorrizégenos obtenidos en El Zarco y El Pantano.

No. No. sec. Zarco Pantano Identificacién p.b. Similitud Cobertura Acceso NCBI Bit-score ID NCBI GF
1 42 14 28 Clavulina aff. cinerea 613 99.9% 99.2% KT874986 1120.19 Clavulina aff. cinerea E
2 22 22 0 Membranomyces spurius 605 98.7% 88.3% JQ638713 946.605 Membranomyces spurius E
3 20 16 4 Tomentellasp. 1 590 97.6% 92.4% AB848654 933.678 Tomentella sp. E
4 14 14 0 Inocybe nitidiuscula 612 98.8% 91.8% KRO019844 998.311 Inocybe nitidiuscula E
5 11 1 10 Laccaria laccata 595 99.6% 91.9% DQ149853 1000.16 Laccaria laccata var. palidifolia E
6 10 3 7 Sebacinasp. 1 597 95.9% 93.5% FN669246 904.132 Sebacina sp. E
7 10 10 0 Russulasp. 1 447 100.0% 100.0% KT875106 826.573 Russula sp. E
8 8 6 2 Russula aff. firmula 589 99.8% 100.0% JF834342 1083.26 Russula aff. firmula E
9 7 5 2 Inocybe lilacina 587 99.3% 100.0% KP454032 1062.94 Inocybe lilacina E

10 7 0 7 Helvellasp. 1 631 94.1% 90.5% KY654713 872.739 Helvella sp. E
1 6 0 6 Russula cf. brevipes 619 99.8% 99.2% KT875098 1129.42 Russula cf. brevipes E
12 6 6 0 Russula roseipes 610 98.3% 94.3% KF850413 1003.85 Russula roseipes E
13 6 6 0 Inocybe sp. 1 605 91.9% 100.0% FJ904174 835.806 Inocybe quietiodor E
14 6 0 6 Sebacina incrustans 587 98.8% 90.6% EF655701 946.605 Sebacina incrustans E
15 6 6 0 Russulasp.2 463 99.8% 98.5% KC152213 837.653 Russula sp. E
16 5 0 5 Inocybe sp. 2 608 96.0% 57.2% HQ604194 566.195 Inocybe sororia E
17 5 5 0 Inocybe posterula 618 98.1% 90.8% JF908152 979.845 Inocybe posterula E
18 5 0 5 Inocybe sp. 3 625 92.4% 100.0% EU819475 880.126 Inocybe sp. E
19 5 0 5 Sebacina dimitica 1 592 97.3% 100.0% KF061273 1003.85 Sebacina dimitica E
20 4 4 0 Inocybesp. 4 617 93.5% 98.9% JF?008170 893.052 Inocybe substraminea E
21 4 4 0 Clavulina cf. rugosa 613 100.0% 97.1% KT874987 1099.88 Clavulina cf. rugosa E
22 4 0 4 Genabeasp. 1 597 80.4% 80.6% JF908764 351.984 Genabea sphaerospora E
23 3 0 3 Tomentella sp. 2 637 98.7% 92.6% KT353051 1048.17 Tomentella sp. E
24 3 0 3 Inocybe cincinnata 596 97.3% 99.2% FN550923 1003.85 Inocybe cincinnata E
25 3 1 2 Tomentellasp. 3 613 94.9% 99.7% KR019826 955.838 Tomentella coerulea E
26 3 3 0 Inocybesp. 5 596 84.6% 95.8% KM873369 538.495 Inocybe mixtilis E
27 3 0 3 Tomentellasp. 4 587 90.6% 99.0% KT275628 773.02 Tomentella sp. E
28 3 2 1 Sebacina dimitica 2 580 97.7% 99.3% KF061273 990.925 Sebacina dimitica E
29 2 0 2 Tomentellasp. 5 597 94.8% 97.0% AJ534914 900.439 Tomentella sp. E
30 2 0 2 Tomentella ferruginea 626 97.3% 100.0% EU819524 1062.94 Tomentella ferruginea E
31 2 2 0 Inocybe griseovelata 604 98.4% 100.0% KC305453 1059.25 Inocybe griseovelata E
32 2 0 2 Hydnotrya cerebriformis 600 100.0% 100.0% KC152119 1109.11 Hydnotrya cerebriformis E
33 2 0 2 Inocybesp. 6 604 94.6% 100.0% AJ534897 939.218 Inocybe sp. E
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No. No. sec. Zarco Pantano Identificacién p.b. Similitud Cobertura Acceso NCBI Bit-score ID NCBI GF
34 2 1 1 Geneasp. 559 99.4% 100.0% FN669199 1013.08 Genea sp. E
35 2 0 2 Tomentella stuposa 596 97.8% 100.0% KR019860 1027.86 Tomentella stuposa E
36 2 2 0 Inocybesp.7 595 91.2% 95.5% JF908184 774.866 Inocybe sp. E
37 2 0 2 Tomentellasp. 6 593 94.5% 98.2% KX438352 900.439 Tomentella sp. E
38 2 0 2 Russula aff. olivacea 311 99.2% 100.0% EU284014 560.655 Russula aff. olivacea E
39 1 0 1 Laccaria trichodermophora 599 100% 100% KT875034 1101.72 Laccaria trichodermophora E
40 1 1 0 Tomentellasp.7 623 96.3% 98.9% AB605659 1011.24 Tomentella sp. E
41 1 1 0 Tarzettasp. 1 389 99.4% 40.4% KY462675 285.504 Tarzetta sp. E
42 1 1 0 Russula aff. cesans 498 96.9% 100.0% FJ845437 830.266 Russula cessans E
43 1 0 1 Nectriaceae sp. 1 421 97.1% 97.4% KT182907 691.767 Nectriaceae sp. -
44 1 0 1 Auriculariales sp. 1 481 91.9% 87.7% AB847046 580.968 Auriculariales sp. -
45 1 0 1 Tomentella sp. 8 534 95.5% 99.6% KP814535 850.579 Tomentella sp. E
46 1 0 1 Piloderma olivaceum 341 98.5% 100.0% KP814544 601.281 Piloderma olivaceum E
47 1 0 1 Thelephora caryophyllea 592 100% 100% AJ889980 1077.72 Thelephora caryophyllea E
48 1 1 0 Hydnobolites sp. 1 541 94.4% 89.7% JN102461 743.473 Hydnobolites sp. E
49 1 1 0 Tomentellasp.9 535 96.1% 99.8% KX438354 869.046 Tomentella sp. E
50 1 1 0 Clavulina sp. 1 424 99.2% 100.0% KT874989 763.787 Clavulina sp. E
51 1 0 1 Sebacina vermifera 620 98.7% 100.0% JQ711843 1101.72 Sebacina vermifera E
52 1 1 0 Lactarius luculentus 531 100% 100% KX394292 981.691 Lactarius luculentus var. laetus E
53 1 0 1 Tomentella sp. 10 594 93.4% 96.6% EF644116 852.426 Tomentella sp. E
54 1 0 1 Tomentella sp. 11 601 90.7% 99.3% HQ215825 785.946 Tomentella sp. E
55 1 0 1 Inocybe lanatodisca 422 99.8% 98.8% JQ408762 763.787 Inocybe lanatodisca E
56 1 0 1 Sebacina epigaea 591 97.8% 99.7% KF000421 1016.78 Sebacina epigaea E
57 1 0 1 Sebacinaceae sp. 1 599 97.9% 93.5% AJ534907 966.918 Sebacinaceae sp. E
58 1 0 1 Tomentellasp. 12 593 96.9% 99.3% HQ215814 989.078 Tomentella sp. E
59 1 0 1 Tuber scruposum 513 98.0% 98.8% EU819525 881.972 Tuber scruposum E
60 1 1 0 Inocybesp. 8 635 94.6% 89.3% JF?08184 885.665 Inocybe sp. E
61 1 1 0 Humaria hemisphaerica 559 99.8% 99.6% KC152113 1024.16 Humaria hemisphaerica E

No. sec.= NUmero de secuencias obtenidas por especie. |dentificacién= nombre asignado a cada secuencia en este trabajo. p.b.= nimero de

pares de bases de la secuencia. Similitud= con respecto a una secuencia disponible en GenBank. Cobertura= con respecto a la longitud de una

secuencia disponible en GenBank. Acceso NCBI= cédigo de acceso en GenBank de la secuencia utilizada en la comparacién. Bit score= espacio

de busqueda expresado en bits. ID NCBI= nombre asignado a la secuencia en la base de datos de GenBank. GF= grupo funcional sensu

Tedersoo et al., 2010. E= ectomicorrizbégeno, —= no ectomicorrizégeno. Se destacan en color azul las secuencias del género Clavulina.
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Apéndice lll. Hongos ectomicorrizégenos mencionados por Arglielles-Moyao et al. (2017) y registrados en este trabajo.

Especie
(este trabajo)

Sim. Cob. Max-sc. Acceso NCBI

Especie
(A-M 2017)

AR

Lugar
(este trabajo) (este trabajo)

Membranomyces spurius 100

Tomentella sp. 1 99
Clavulina aff. cinerea 100
Russula sp. 1 99
Russula aff. firmula 99
Russula roseipes 100
Inocybe sp. 1 99
Russula sp. 2 100
Inocybe lilacina 99
Sebacina sp. 1 99
Sebacina dimitica 2 98
Inocybe griseovelata 99
Inocybe sp. 7 100
Geneasp. 1 99
Tarzetta sp. 1 99
Russula sp. 3 99
Hydnobolites sp. 1 100
Tomentella sp. 12 99
Clavulina sp. 1 99
Inocybe sp. 8 99
Humaria hemisphaerica 100

100
84
99
90
85
81
92
90
93
91
91
86
94
71
97
92
92
95
99
78
66

1118
913
1125
745
920
915
1027
771
1007
1002
950
950
1040
734
686
843
924
1033
773
918
684

KP645353
KF041400
KP645350
KF041353
KF041401
KF041433
KF041384
KF041353
KF041376
KF041413
KF041414
KF041367
KF041420
KF041369
KF041371
KF041349
KF041380
KF041406
KP645352
KF041403
KF041357

Membranomyces sp.

Tomentella sp. 2

Clavulina cf. cinerea

Russula sp. 1
Russula aff. firmula
Russula sp. 3
Inocybe sp. 11
Russula sp. 1
Inocybe lilacina
Sebacina dimitica 3
Sebacina dimitica 1
Inocybe griseovelata
Inocybe sp. 17
Genea sp. 2
Tarzetta sp. 1
Russula sp. 2
Hydnobolites sp. 1

Tomentella sp. 4

Clavulina aff. rugosa

Inocybe sp. 2

Humaria hemisphaerica

0.155
0.113
0.099
0.070
0.042
0.042
0.042
0.042
0.035
0.021
0.014
0.014
0.014
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007
0.007

0.007

1

5
6
7
8
9

26
27

30

Lugar
(A-M 2017)

49

0.007 |

AR
(A-M 2017)
0.140
0.140
0.038
0.035
0.022
0.020
0.018
0.015
0.010
0.010
0.008
0.008
0.008
0.005
0.004
0.004
0.004
0.003
0.003
0.001

Sim.= con respecto a una secuencia disponible en GenBank.

Cob.= con respecto a la longitud de una secuencia disponible en GenBank. Acceso

NCBI= cédigo de acceso en GenBank de la secuencia utilizada en la comparacién. Max-sc.= valor maximo en el espacio de busqueda expresado

en bits (Bit-score). AR= abundancia relativa. AR (este trabajo) relativa a un N= 142, AR (A-M 2017) relativa a un N= 570. Lugar (este trabajo)

representa la posicién en funcién de la AR de cada especie, relativa a 30 posiciones en este trabajo y a 83 posiciones en A-M 2017. El mismo color

de las celdas representa a una misma especie.
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Apéndice V. Fenologia reproductiva de Clavulina de agosto a noviembre de 2015, en bosques
de Abies religiosa de El Zarco y El Pantano.
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Figura 1. Fenologia reproductiva de Clavulina en El Zarco. Ago= agosto, Sep= septiembre, Oct= octubre, Nov=
noviembre. Las recolectas de la categoria de “Fuera” se realizaron en los trayectos entre las parcelas de
muestreo. No se encontraron especimenes de Clavulina en la parcela 2.
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Figura 2. Fenologia reproductiva de Clavulina en El Pantano. Ago= agosto, Sep= septiembre, Oct= octubre,
Nov= noviembre. Las recolectas de la categoria de “Fuera” se realizaron en los trayectos entre las parcelas de
muestreo.



Apéndice V. Variacién morfolégica de Clavulina reae.

a) Basidiomas ramificados, dpices subagudos y superficie rugosa (ejemplar PPE-458); b) basidiomas sin ramificaciones, dpices romos y superficie
rugosa (ejemplar PPE-352); c) basidiomas ramificados, &pices crestados y superficie lisa (ejemplar PPE-475); d) basidiomas ramificados, apices
subagudos, superficie lisa y con tonalidades grisdceo-moradas desde estadios jévenes (ejemplar PPE-454); e) basidiomas ramificados, apices
subagudos, superficie pubescente, con tonalidades café al deshidratarse (ejemplar PPE-429). Escalas= 1 cm.
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