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RESUMEN

Las comunidades en México aprovechan los recursos forestales no maderables
como fuente de alimento, en particular los hongos, los cuales son abundantes en
las temporadas de lluvias. En los bosques templados del pais, el género mas
abundante es Laccaria, el cual ademas de ser comestible, sirve como indculo
experimental en los procesos de micorrizacion a nivel de invernadero.

Los criterios con los cuales se han establecido las identidades taxondmicas de las
especies de Laccaria son diversos, todos basados exclusivamente en morfologia,
por ello se estableci6 en primera instancia, conocer bajo un criterio unificador
basado en caracteres morfologicos y secuencias moleculares, la identidad de las
especies reportadas como mas abundantes en términos de esporomas en los
bosques del Neotropico Mexicano.

Al saber que las especies de Laccaria son las mas abundantes a nivel de
esporoma, y que estas se aprovechan para la obtencion de inéculo, conocer si
este mismo fenbmeno de abundancia se tendria a nivel de micorrizas fue una de
las preguntas planteadas en la presente investigacion.

Uno de los problemas que se enfrentan los programas de reforestacion,
aforestacion, restauracidn ecoldégica o migracion asistida es la falta de
micorrizacion en las especies vegetales para manejar o bien la presencia de
micorriza pero de distribucién alopatrica con respecto al huésped. Es por ello que
también se plante6 conocer si la distribucion de las especies de Laccaria influyen
en las caracteristicas morfolégicas, nutrimentales y de micorrizacion del
hospedero.

Es por lo anterior que la tesis se dividio en tres capitulos y un anexo: 1) Diversidad
de especies de Laccaria de importancia forestal en el Neotropico Mexicano; Il)
Comparacion entre la abundancia de esporomas y ectomicorrizas del género
Laccaria en Ixtlan de Juarez, Oaxaca; Ill) Especies simpatricas que desarrollan
ectomicorrizas mas eficientes en la simbiosis Pinus-Laccatria.

En el capitulo | se hizo la revision morfolégica de los ejemplares de Laccaria
reportados como los mas abundantes a nivel de esporoma para los estados de
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Michoacan, Estado de México, Oaxaca, Tlaxcala y Veracruz. De igual forma para
cada uno de los ejemplares se extrajo el DNA, amplificando y secuenciando la
region ITS rDNA. Esto tuvo como resultado que las especies mas abundantes son
L. cf. laccata, L. trichodermophora, L. squarrosa, L. cf. vinaceobrunnea y L. nobilis.
Se amplié el conocimiento de la distribucion de L. squarrosa al estado de Oaxaca,
asi como hospedero a Quercus sp.

En el capitulo Il se escogi6 la comunidad de Ixtlan de Juarez, Oaxaca para hacer
la comparacion entre la abundancia de esporomas y micorrizas de Laccaria; para
ello se realiz6 muestreo en tres sitios con dominancia de Pinus patula, los
esporomas fueron recolectados para su determinacion taxonémica y se tomaron
datos de abundancia y produccidn (unidades y peso). No existi6 una
correspondencia entre la abundancia relativa (AR) de las especies mas
abundantes a nivel de esporoma (Laccaria c.f. laccata AR=0.43, Cantharellus
tubaeformis AR=0.27, Lactarius chrysorrehus AR=0.10 y L. c.f. vinaceobrunnea
AR=0.08) y las mas abundantes a nivel de micorrizas (Lactarius aff. deceptivus
AR=0.25, Cortinarius aff. ochrophyllus AR=0.12, Hydnum aff. cuspidatum
AR=0.05, Russula sp.1 AR=0.05 y Sebacina aff. dimitica AR=0.05).

En el capitulo Il se trabajo con dos especies simpatricas de Laccaria (Laccaria
trichodermophora y L. bicolor) y dos alopatricas (L. cf. laccata y L. cf.
vinaceobrunnea), ademas de Pseudomonas fluorescens para evaluar su efecto en
el crecimiento y contenido de nutrientes de plantulas de Pinus montezumae. Los
tratamientos que mostraron una mayor eficiencia fueron los inoculados con
especies simpatricas; todos los tratamientos con Laccaria, en presencia o
ausencia de bacterias, mostraron una mejor respuesta en comparacion con los
controles no inoculados.

Las especies de Laccaria en el Neotropico Mexicano son un recurso forestal no
maderable disponible para las comunidades; estos hongos por su abundancia
permiten ser aprovechadas en el ambito forestal. No obstante, a partir de los
resultados obtenidos en el presente trabajo es necesario pensar en utilizar las
especies simpatricas en los procesos de micorrizacion y en consorcios de

especies abundantes tanto a nivel de esporoma como de micorriza, para
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garantizar la supervivencia en invernadero, establecimiento en campo y desarrollo

de la planta.
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ABSTRACT

Communities in Mexico use non-timber forest resources as a source of food,
particularly mushrooms, which can be abundant in the rainy season. In the
country's temperate forests, the most abundant genus is Laccaria, which in
addition to being edible, serves as an experimental inoculum in the mycorrhization
process at the greenhouse level.

The criteria with which the taxonomic identities of Laccaria species have been
established are diverse, all based exclusively on morphological characters. For this
reason, it was first established to know, under a unifying criterion based on
morphology and molecular biology, the identity of the species reported as most
abundant in terms of basidiomata in the forests of the Mexican Neotropics.
Knowing that Laccaria species are the most abundant at the basidiomata level, and
that these are used to obtain inoculum, one of the questions raised in this research
was whether this same phenomenon of abundance would occur at the mycorrhizal
level.

One of the problems faced by reforestation, afforestation or ecological restoration
programs is the lack of mycorrhization in the plant to work or the presence of
mycorrhizae but with an allopatric distribution with respect to the host. That is why |
propose to know out whether or not the distribution of Laccaria species influences
the morphological, nutritional and mycorrhizal characteristics of the host.

Therefore, the thesis was divided into three chapters and an annex: |) Diversity of
Laccaria species of forest importance in Mexican Neotropics; Il) Comparison
between Laccaria basidiomata and ectomycorrhizae abundante in Ixtlan de Juarez,
Oaxaca; Ill) Sympatric species develop more efficient ectomycorrhizae in the
Pinus-Laccaria simbiosis.

In chapter I, a morphological review was made of the Laccaria specimens reported
as the most abundant at basidiomata level for the states of Michoacan, State of
Mexico, Oaxaca, Tlaxcala and Veracruz. Similarly, DNA was extracted from each
of the specimens, amplifying and sequencing the ITS rDNA region. As a result, the
most abundant species are L. cf. laccata, L. trichodermophora, L. squarrosa, L. cf.
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vinaceobrunnea and L. nobilis. Knowledge of the distribution of L. squarrosa is
extended to the state of Oaxaca, as well as the host Quercus sp.

In chapter Il, the community of Ixtlan de Juarez, Oaxaca was chosen to make the
comparison between the abundance of basidiomata and mycorrhizae of Laccaria;
The sampling took place in three sites with Pinus patula dominance. The fungi
basidiomata were collected to determine their taxonomic identity and production
data (quantity and weight). Mycorrhizae were obtained from soil core samples,
whose ITS DNA was sequenced for molecular identification. There was no
correspondence between the species with higher basidiomata production (L.
laccata AR=0.43, Cantharellus tubaeformis AR=0.27, Lactarius chrysorrehus
AR=0.10, and L. vinaceobrunnea AR=0.08) and those with more abundant
mycorrhizae (Lactarius aff deceptivus AR=0.25, Cortinarius aff ochrophyllus
AR=0.12, Hydnum aff cuspidatum AR=0.05, Russula sp.1 AR=0.05, and Sebacina
aff dimitica AR=0.05).

In chapter lll, two sympatric (Laccaria trichodermophora and L. bicolor) and two
allopatric (L. cf.. laccata and L. cf. vinaceobrunnea) species of Laccaria and
Pseudomonas fluorescens were chosen to assess their effect on the growth and
nutrient content of seedlings of Pinus montezumae. The treatments that showed
the highest efficiency were those inoculated with sympatric species; all treatments
with Laccaria, in presence or absence of bacteria, showed a better response
compared to non-inoculated controls.

Laccaria species in the Mexican Neotropics are a non-timber forest resource
available to communities, which due to their abundance allow them to be harvested
in the forest and at the research level in Mexico. However, based on the results
obtained in this work, it is necessary to consider the use of sympatric species in
mycorrhization processes and in consortiums of species both abundant at spore
and mycorrhizal level, in order to guarantee the survival in greenhouses, field

establishment and development of the plant.
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CAPITULO L.
INTRODUCCION GENERAL

Las interacciones ecoldgicas y fisiologicas entre organismos estan
determinadas por factores bidticos y abidticos los cuales contribuyen a los
procesos de desarrollo y reproduccion de las especies que integran la asociacion.
Una de las interacciones mas importantes para el funcionamiento de los
ecosistemas, son las micorrizas. Estas asociaciones que se definen como “una
estructura en la cual la union simbiotica entre un hongo y el érgano de absorcion
de las plantas, confiere un incremento en el adecuacidn sobre una o ambas
partes” (Smith y Read, 2008), contribuyen a la supervivencia de la planta en
campo, facilitando hasta el 75% de absorcion de P y el 80% de N que necesita
(Rosinger et al., 2018).

Las ectomicorrizas estan integradas por las hifas que rodean a las raices
secundarias de especies de Gymnospermas y Angiospermas formando un
pseudotejido llamado manto; en el interior de la raiz el hongo se desarrolla
rodeando las células corticales, constituyendo la red de Hartig, ademas presentan
una masa de hifas externa llamadas micelio extraradical. Estos tres elementos
presentan caracteristicas unicas entre especies, por lo que describirlos
detalladamente es una contribucién importante para diferenciarlas (Agerer, 1987-
2002). Esta simbiosis la conforman especies de los Phyla Basidiomycota,
Ascomycota y Mucoromycota. Se estima que existen entre 20 000 y 25 000
especies de hongos ectomicorrzégenos a nivel global, de los cuales se han
descrito cerca de 6 000, asociados en aproximadamente el 2.2% de plantas
vasculares, en dos lineas de Gymnospermas y 28 de Angiospermas llevando a
cabo este tipo de simbiosis (Smith y Read, 2008; Tedersoo et al., 2009, 2012;
O’Hanlon, 2012; Brundrett y Tedersoo, 2018).

La importancia de la asociacién ectomicorrizica en las plantas fue notoria

cuando se establecieron las primeras plantaciones experimentales de pinos
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exoticos en diversas partes del mundo y estas fracasaron (Castellano y Molina,
1989. Mikola (1973) consider6 que dicho fracaso se debio a la falta de los hongos
simbiontes y sugirid la inoculacion de las plantas para garantizar el éxito de las
plantaciones (Pérez-Moreno et al., 2010). A partir de estos estudios pioneros es
que los hongos ectomicorrizicos cobran importancia; se demostrd
experimentalmente que la supervivencia de los pinos depende de la simbiosis
(Read y Pérez-Moreno, 2003), dando como resultado numerosos estudios
enfocados en la diversidad y composicion de las comunidades.

Estas comunidades pueden ser descritas a partir de las estructuras
sexuales de los hongos y por las puntas de raices micorrizadas extraidas del
suelo; cada una de estas fases de estudio mostraran una parte del ciclo de vida de
las comunidades. Sin embargo, la baja correspondencia reportada entre la fase
sexual y la vegetativa micorrizica hace necesario que se realicen estudios para
ampliar la comprension de toda la comunidad (Gardes y Bruns, 1996; Horton vy
Bruns, 2001). Ademas estas comunidades son altamente heterogéneas dada su
variacion en el tiempo, por la especie de hospedero y por las caracteristicas del
suelo de diferentes regiones geograficas (Reverchon et al., 2012). Entre éstas
sobresalen la disponibilidad de fésforo (Twieg et al., 2009), contenido de nitrégeno
(Lileskov et al., 2002; Trudell y Edmonds, 2004) y humedad (Trudell y Edmonds,
2004).

Unos de los hongos ectomicorrizicos importantes para el establecimiento y
supervivencia de las plantas en las primeras etapas de desarrollo son las especies
del género Laccaria, las cuales establecen simbiosis con una amplia variedad de
familias de plantas como son: Pinaceae, Dypterocarpaceae, Fagaceae,
Betulaceae, Myrtaceae, Tiliaceae, Juglandaceae y Salicaceae (Ramos et al.,,
3017). Por esto, es el género por excelencia utilizado en la ciencia de la
tecnificacion micorrizica en el mundo (Parladé y Alvarez, 1993; Pera y Parladé,
2005; Quoreshi et al., 2009; Teramoto et al., 2012; Onwuchekma et al., 2014).
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Ademas de esto, se ha visto que las cinergias con la microbiota juegan un
papel importante en la asociacidon ectomicorrizica, su presencia o0 ausencia
pueden incrementar o inhibir la colonizacion del hospedero (Vik et al., 2013).
Existen bacterias promotoras de micorrizacion (MHB por sus siglas en inglés
Mycorrhiza Helper Bacteria) de los géneros Enterobacter, Paenibacillus,
Pseudomonas, Burkholderia, Rhodococcus y Streptomyces (Kumari et al., 2013;
Gupta y Chakraborty, 2020). Las MHB pueden promover la tasa de infeccion
micorrizica en diferentes estados de la interaccidn bacteria-hongo-planta. Por
instantes, la fase de pre-infeccién, germinacién de la espora y crecimiento del
micelio a través del suelo y sobre la superficie de la raiz puede ser mejorada por
MHB, y la susceptibilidad de la raiz se puede incrementar. Esto se ha observado
en Laccaria bicolor con Pseudomonas fluorescens (Deveau et al., 2007; Deveau et
al., 2010). Actualmente se sabe que muchas de las MHB como el género
Pseudomonas son consideradas Rizobecterias Promotoras de Crecimiento
Vegatel (PGPR) (Gupta y Chakraborty, 2020).

La diversidad de Laccaria a nivel mundial se estima entre 75 hasta 116
especies (Kirk et al.,, 2008; Wilson et al., 2017), las cuales se encuentran
comunmente en un intervalo amplio de habitats. El uso de las técnicas de biologia
molecular, esta evidenciando una restriccion en la distribucion de éstas tanto
geografica como de especificidad, teniendo implicaciones de importancia
taxonodmica, ecoldgica y fisioldégica (Osmundson et al., 2005; Vincenot et al., 2012;
Hortal et al., 2012; Wilson et al., 2013, 2017a, 2017b; Sheedy et al., 2013; Popa et
al., 2014, 2016; Luo et al., 2016; Ramos et al., 2017; Cho et al., 2018).

El conocimiento del género Laccaria en México es de 15 especies y una
variedad: L. amethysteo-occidentalis, L. amethystina, L. bicolor, L. bullulifera, L.
glabripes, L. laccata, L. nobilis, L. maritima, L. proxima, L. proximella, L. squarrosa,
L. striatula, L. tetraspora, L. trichodermophora, L. vinaceobrunnea y L. laccata var.
pallidifolia (Aguirre-Acosta y Pérez-Silva, 1978; Valdés et al. 1983; Mueller, 1992;
Nava y Valenzuela 1997; Montoya et al. 2005; Quifionez et al. 2005; Landeros et
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al. 2006; Pérez-Silva et al., 2006; Chanona-Gomez et al. 2007; Garibay et al.
2009; Pérez-Moreno et al. 2010; Montoya et al. 2015; Ramos et al., 2017).

A nivel ecoldgico, el género con mayor abundancia de esporomas en los
bosques templados de México es Laccaria, teniendo una dominancia en la
abundancia y produccion (cantidad y peso). Las especies reportadas son L. cf.
laccata, L. bicolor s. I., L. trichodermophora, L. cf. vinaceobrunnea 'y L. amethystina
(Villarreal, 1996; Gomez-Reyes, 2005; Montoya et al. 2005; Quifionez et al. 2005;
Garibay et al. 2009; Reverchon et al.,, 2012; Goémez-Hernandez et al., 2019;
Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019). A nivel de micorriza, en los bosques con
dominancia de esporomas de Laccaria no se conoce cual es su frecuencia, es por
ello que se eligio Ixtlan de Juarez, Oaxaca como sitio de estudio ya que en 2002
(Garibay-Orijel et al., 2009), 2013 (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2020) y 2019
(Gomez-Hernandez et al.,, 2019) a nivel de esporoma fue muy abundante las
especies de Laccaria.

Siendo de las especies mas disponibles a nivel de esporomas en México,
los procesos de micorrizacidn se centran en evaluar la calidad de la planta en
términos morfolégicos y nutrimentales, generalmente del género Pinus, teniendo
como resultados un porcentaje estadisticamente significativo mayor en las plantas
inoculadas de aquellas no inoculadas (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019; Vicente-
Arbona et al., 2019; Gomez-Romero et al., 2013; Carrasco-Hernandez et al., 2011;
Méndez-Neri et al., 2011; Carrera-Nieve y Lopez-Rios, 2004). Si bien el inoculo y
la planta estan presentes en los bosques de México, la distribucion del hospedero
y los hongos no es una variable evaluada en dichos trabajos.

Se estudid a las especies de importancia forestal del género Laccaria desde
las perspectivas taxondmica, ecoldgica y de aprovechamiento. Con esto se generdé
conocimiento de uno de los géneros mas importantes en los procesos de
micorrizacion y cultura en México. El documento esta dividido en tres capitulos y

un anexo:
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Capitulo I. Tuvo como objetivo conocer la diversidad y taxonomia de las
especies de Laccaria reportadas como las mas abundantes a nivel de esporoma
en el Neotrépico mexicano usando herramientas morfolégicas y moleculares (ITS).

Capitulo Il. Dado que el género Laccaria es de los mas abundantes a nivel
de esporoma y que este patron persiste a lo largo del tiempo en los bosques de
Ixtlan de Juarez, Oaxaca, el objetivo planteado fue conocer si a nivel de micorriza

la abundancia de Laccaria es la misma.

Capitulo Ill. El objetivo fue evaluar los efectos de la micorrizacion (eficiencia
en términos de crecimiento de la planta y contenido de nutrientes K, P y K) en
Pinus montezumae con dos especies de hongos simpatricos (Laccaria bicolor s. |I.
y L. trichodermophora) y dos alopatricos (L. cf. laccata y L. cf. vinaceobrunnea),
asi como el efecto de Psudomonas fluorescens sobre la micorrizacion de las

cuatro especies de hongos.

Anexo |. Capitulo titulado “Xocoyol” dentro del libro titulado “Las plantas,
animales y hongos fundamentales para los pueblos de México”. Este tiene como
objetivo dar a conocer aquellas especies mas representativas de importancia
cultural para las comunidades de México. Siendo Laccaria cf. vinaceobrunnea, L.
cf. laccata, L. trichodermophora y L. bicolor s. I. las especies representativas del

geénero.
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Diversidad de especies de Laccaria de importancia forestal en el Neotréopico
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Diversity of Laccaria species of forest importance in Mexican Neotropics
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Resumen

Las especies del género Laccaria en los bosques del Neotrépico Mexicano
son de las mas abundantes a nivel de esporoma, siendo un recurso forestal
disponible para las comunidades por ser comestibles, asi como fuente de indculo
para micorrizar plantas en invernadero. En el presente trabajo se determiné la
identidad taxondmica de las especies reportadas previamente como las mas
abundates en dichos bosques: L. amethystina, L. amethysteo-occidentalis, L.
bicolor, L. laccata, L. proxima, L. trichodermophora y L. vinaceobrunnea; mediante
analisis filogenéticos con la region ITS de 49 ejemplares, asi como el analisis
micromorfolégico de los mismos. Se agruparon cinco clados los cuales
corresponden con L. nobilis, L. squarrosa, L. trichodermophora, L. cf. laccata'y L.
cf. vinaceobrunnea.

Palabras claves:
ITS, sistematica, taxonomia, México.

27



Abstract

The species of the genus Laccaria in the forests of the Mexican Neotropics
are most productive at basidiomata level, being a forest resource available to the
communities for their edibility, as well as a source of inoculum to mycorrhizae plant
in the greenhouse. In the present work, the taxonomic identity of the species
previously reported as the most productive at basidiomata level, in these forests: L.
amethystina, L. amethysteo-occidentalis, L. bicolor, L. laccata, L. proxima, L.
trichodermophora y L. vinaceobrunnea. In de present work, the taxonomic identity
of the species; by phylogenetic analysis with its 49 examples, as well as the
micromorphological description of them. Five clades were grouped which
correspond to L. nobilis, L. squarrosa, L. trichodermophora, L. cf. Laccata y L. cf.
vinaceobrunnea.

Key words:

ITS, systematics, taxonomy, Mexico.

Introduccion

La salud y calidad de los bosques dependen de las interacciones que
suceden en las raices. Una de las simbiosis mas importantes es la ectomicorriza,
que se define como una estructura en la cual la union entre un hongo y el 6rgano
de absorcion de las plantas, confiere un incremento en la adecuacién sobre una o
ambas partes (Smith y Read, 2008). Esta simbiosis contribuye al éxito de la planta
en el campo, ya que los hongos ectomicorrizicos facilitan la absorcién de hasta el
75% de P y el 80% del N que la planta necesita (Rosinger et al., 2018).

Uno de los géneros de hongos ectomicorrizicos mas importantes para el
establecimiento y supervivencia de las plantas en sus primeras etapas de
desarrollo es Laccaria. Sus especies establecen simbiosis con raices de diversas
familias tales como: Pinaceae, Dypterocarpaceae, Fagaceae, Betulaceae,

Myrtaceae, Tiliaceae, Junglandaceae y Salicaceae (Ramos et al., 2017; Cho et al.,
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2018). Encontrandose en un intervalo amplio de distribucion, sin embargo, gracias
a las técnicas de biologia molecular, se esta evidenciando una restriccion en su
distribucion, teniendo implicaciones de importancia taxondémica, ecologica vy
fisiologica (Vincenot et al., 2012; Wilson et al., 2017a, 2017Db).

Los patrones de distribucion geograficos en la mayoria de los hongos
ectomicorrizicos han sido poco estudiados, ya que muchos poseen una naturaleza
criptica y/o adaptaciones ecoldgicas las cuales algunas veces pueden ser
especificas; sugiriendo una dispersion limitada, eventos recientes de especiacion y
potencial endemismo (Vincenot et al., 2012; Wilson et al., 2017a, 2017b). Por
ejemplo, la diversidad genética de Laccaria amethystina demuestra una posible
especiacion entre las poblaciones Norteamericanas, Europeas y Asiaticas,
existiendo un aislamiento genético completo entre estas poblaciones, sin una
correlacion significativa con la latitud, longitud, elevacion o factores climaticos
como temperatura o precipitacion (Vincenot et al., 2012). Sin embargo, el nombre
de L. amethystina se ha utilizado para ejemplares que presentan color morado
como caracter morfologico distintivo de esta especie en todo el mundo. En
general, la taxonomia de Laccaria es compleja debido a la poca variacion
microscopica y la plasticidad de sus caracteres morfolégicos.

Entre especies, los caracteres morfologicos se traslapan y esto dificulta su
delimitacidén y subestima su riqueza, no obstante estudios filogenéticos empiezan
a dar luz sobre la diversidad y los patrones biogeograficos del género (Wilson et
al., 2017a, 2017b). El principal marcador molecular utilizado en la sistematica de
Laccaria es la region de los ITS; que si bien por si solo no resuelve las relaciones
filogenéticas, si permite la delimitacion de las especies (Osmundson et al., 2005;
Vincenot et al., 2012; Hortal et al., 2012; Wilson et al.,, 2013, 2017a, 2017b;
Sheedy et al., 2013; Popa et al.,, 2014, 2016; Montoya et al., 2015; Luo et al.,
2016; Ramos et al., 2017; Cho et al., 2018).
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Laccaria Berkeley & Broome pertenece a la familia Hydnangiaceae en el
orden Agaricales (Matheny et al., 2006). El género presenta una diversidad de
especies estimada entre 75y 116 a nivel mundial (Kirk et al., 2008; Wilson et al.,
2017a). Se distribuye en ecosistemas templados, tropicales, mesofilo de montaia
y ambientes alpinos asociados con una amplia gama de hospederos
ectomicorrizicos (Osmundson et al., 2005; Montoya et al., 2015; Sheedy et al.,
2013; Ramos et al., 2017; Wilson et al., 2017a, 2017b; Cho et al., 2018;). El
género se caracteriza por presentar basidiosporas globosas a oblongas,
equinuladas, multinucleadas; basidiomas de color marron, anaranjado o purpura;
laminas anchas, gruesas, separadas, adnadas; base micelial blanca o purpura
(Singer, 1977; Mueller, 1991, 1992; Vesterholt, 2008).

La diversidad del género Laccaria en México es de 16 especies y una
variedad: L. amethysteo-occidentalis G.M. Muell., L. amethystina Cooke, L. bicolor
(Maire) P..D. Orton, L. bullulifera Singer, L. glabripes McNabb, L. laccata (Scop.)
Cooke, L. nobilis A.H. Sm., L. maritima (Theodor.) Singer ex Huhtinen, L. proxima
(Boud.) Pat., L. proximella Singer, L. squarrosa Bandala, Montoya & A. Ramos, L.
striatula (Peck) Peck, L. tetraspora Singer, L. trichodermophora G.M. Muell., L.
vinaceobrunnea G.M. Muell. y L. laccata var. pallidifolia (Peck) Peck. Ha sido
registrado en 17 estados (Ciudad de México, Chiapas, Chihuahua, Durango,
Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca,
Puebla, Querétaro San Luis Potosi, Sonora, Tlaxcala y Veracruz), en bosques
monodominantes y mixtos de Quercus, Pinus, Abies religiosa, Fagus grandifolia
var. mexicana y Mesodfilo de Montafa principalmente (Aguirre-Acosta y Pérez-
Silva, 1978; Valdés et al. 1983; Mueller, 1992; Nava y Valenzuela 1997; Montoya
et al. 2005; Quifionez et al. 2005; Landeros et al. 2006; Pérez-Silva et al., 2006;
Chanona-Goémez et al. 2007; Villarruel-Ordaz y Cifuentes, 2007; Garibay et al.
2009; Pérez-Moreno et al. 2010; Montoya et al. 2015; Ramos et al., 2017; Kong et
al. 2018; Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019).
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En México las investigaciones de ecologia de comunidades de esporomas
de hongos ectomicorrizicos en bosques de coniferas, frecuentemente encuentran
que el género Laccaria es el mas abundante. Por ejemplo: L. amethystina y L.
laccata en el estado de Veracruz (Villarreal, 1996); L. laccata s.I., L. proxima, L.
bicolor s.I. y L. amethystina s.I. en Michoacan (Gémez-Reyes, 2005); L. laccata
s.l., L. amethystina s.l. y L. bicolor s.I. en Chihuahua (Quifionez-Martinez et al.,
2005); L. trichodermophora, L. bicolor s.l. y L. amethystina s.I. en Tlaxcala
(Montoya et al.,, 2005); L. laccata var. pallidifolia, L. vinaceobrunnea y L.
amethysteo-occidentalis en Oaxaca (Garibay-Orijel et al., 2009); L. bicolor s.l. y L.
laccata s.I. en Morelos (Reverchon et al., 2012); Laccaria sp. 1y Laccaria sp. 2 en
Oaxaca (Gomez-Hernandez et al., 2019), L. cf. laccata, L. cf. vinaceobrunnea en
Oaxaca (Rodriguez-Gutierrez, et al., 2019).

Dada la complejidad taxondmica e importancia forestal de las especies de
Laccaria en los bosques mixtos y de coniferas en México, se planteo el objetivo de
conocer la diversidad y taxonomia de las especies reportadas como muy
abundantes a nivel de esporoma en el Neotropico mexicano usando herramientas

morfolégicas y moleculares.

Materiales y métodos

Obtencion de ejemplares. Se llevd a cabo la revision de ejemplares de las
siguientes colecciones: Herbario de la Facultad de Ciencias, UNAM (FCME);
Herbario Nacional de México, Instituto de Biologia, UNAM (MEXU); Herbario del
Instituto de Ecologia, Xalapa (XAL); Escuela de Biologia de la Universidad
Michoacana (EBUM); asi como de recolectas en algunas localidades de los
estados de Meéxico, Jalisco, Michoacan, Oaxaca, Tlaxcala y Veracruz. Estos
ejemplares corresponden con aquellas especies que son las mas abundantes en
cuanto a producciéon de esporomas en los bosques del Neotropico mexicano,
siendo de importancia forestal por su simbiosis ectomicorrizica. Estas especies se
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desarrollan de los 1847 a 4069 msnm, en bosques mixtos de Pinus y Quercus

dominados por coniferas.

Descripcion de ejemplares. Los ejemplares recolectados en fresco se
caracterizaron bajo el método propuesto por Cifuentes et al. (1986) y se
deshidrataron para su posterior analisis micromofologico. Los colores se
describieron con las claves COMEX, Methuen (Kornerup y Wanscher, 1978) y
Munsell (1978). Se utilizé un microscopio optico (Olympus BX51 con contraste
diferencial). Se tomaron fotografias de las diferentes estructuras con la camara
digital Infinity 1, adaptada al microscopio 6ptico. Las basidiosporas se fotografiaron
con un microscopio electréonico de barrido (JEOL JSM-5310LV) del Instituto de
Biologia de la UNAM. La forma de las basidiosporas asi como su ornamentacion
se determinaron con el sistema propuesto por Wilson et al. (2013); forma: Q=1.0
verdaderamente globosas, Q>1.0 elipsoides y en aquellas esporas ligeramente
mas anchas que largas la forma es llamada obelipsoide.

Secuenciacion de DNA de los esporomas. La extraccion de DNA se llevo a
cabo con el kit Xnap (Sigma-Aldrich) utilizando placas para PCR (GENEMate, ISC
BioEXpress) de 96 pozos, en cada pozo se agregaron diez um de solucion de
extraccion adicionando en cada uno un fragmento de 1 mm de esporoma.
Posteriormente en el termociclador (Applied biosystems) se colocaron las
muestras con el siguiente programa: 65 °C por diez minutos y 95 °C por diez
minutos. Posteriormente se afadieron 20 um de solucién de disolucion, se
dejaron reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente y después se
guardaron a 4 °C (Kennedy et al., 2011; Garibay-Orijel et al., 2013). Una vez que
se obtuvo el DNA se amplificd la region de los interespaciadores ribosomales
(ITS). La region ITS de ADNr se amplifico utilizando los cebadores ITS1F e ITS4
(White et al., 1990; Gardes y Bruns, 1996) y la mezcla maestra Redextract-N-Amp
(Sigma-Aldrich). La PCR se llevo a cabo mediante el siguiente protocolo: 94 °C por
3 min (desnaturalizacion); 34 ciclos de 94 °C por 1 min (desnaturalizacién), 51 °C
por 1 min (alineamiento), 72 °C por 1 min (elongacion); un ciclo de elongacion final

32



de 72 °C por 8 min y finalmente 4 °C (Garibay-Orijel et al., 2013; Argielles-Moyao
et al., 2016). La calidad de los amplicones se evalué mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1%, aquellos amplicones de buena calidad (una sola banda
intensa con entre 500 y 900 pb) se limpiaron con 1 um de EXO-SAP-IT
(Affymetrix) y 1 wum de agua de PCR por cada 3.5 um de muestra de PCR en un
termociclador a 37 °C durante 45 min, seguido de 80 °C durante 15 min vy
manteniéndola a 4 °C (Garibay-Orijel et al., 2013; Arglielles-Moyao et al., 2016).
Los productos de PCR limpios se secuenciaron en ambos sentidos con los
mismos cebadores de la PCR en el Laboratorio de Secuenciacion Genomica de la
Biodiversidad en el Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de
México .

Para conocer las relaciones filogenéticas de las especies de Laccaria
mexicanas se incluyeron las secuencias generadas en el presente trabajo junto
con las secuencias de referencia de la filogenia mundial de Laccaria publicada por
Wilson et al. (2017a) y otras especies descritas recientemente en un analisis de
Maxima Verosimilitud. En dicho analisis solo se incluyeron las secuencias de la
region ITS de especies del hemisferio norte, las cuales conforman un clado
monofilético. Como grupo externo se uso la secuencia (KU685755) de Laccaria sp.
PNG5 siendo el taxdén del hemisferio sur mas cercano al grupo basal del

hemisferio norte (Wilson et al., 2017a).

Las secuencias se descargaron de GenBank y se alinearon con MAFFT v7
(http://mafft.cbcr.jp.alignment/server/). El alineamiento final consta de 128
secuencias con un 95.1% de similitud nucleotidica promedio y 637 pb. Se uso6
jModelTest v2.1.3 (Darriba et al.,, 2012) para encontrar el mejor modelo de
substitucién por medio de los criterios informativos Akaike y Bayesianos. Ambos
criterios coincidieron en que el mejor modelo fue TPM2uf+l+G. Dicho modelo se
implementdé manualmente en PhyML usando la particion 010212, estimando el
radio de Transicién/Transversion y la proporcion de sitios invariables, optimizando
en el analisis la topologia, largo de las ramas y el radio de substitucion. El soporte
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de las ramas se estimé por medio de 1 000 réplicas de bootstrap; los algoritmos

de alineamiento y Maxima Versimilitud se implementaron en Geneious 10.2.6.

Resultados

Se analizaron 49 ejemplares de Laccaria identificados como las especies de
mayor abundancia a nivel de esporomas en algunas regiones del Neotrépico
Mexicano, citadas en los trabajos de Gomez-Reyes (2005), Montoya et al. (2005),
Garibay-Orijel et al. (2009) y Rodriguez-Gutiérrez, et al. (2019). Se generaron 47
secuencias de ITS de esporomas de Laccaria. El analisis filogenético muestra a
los ejemplares mexicanos agrupados en cinco clados (Tabla 1, Figura 1).

Tabla 1 Secuencias de Laccaria incluidas en el analisis filogenético.

VOUCHERS ESPECIES PAIS Y ESTADO
JX504102 L. acanthospora China: Linzhi Co., Xizang
JX504126 L. alba China
JX504166 L. alba China: Xizang (Tibet), Gongjue
JX504112 L. amethysteo-occidentalis USA: Oregon
JX504107 L. amethysteo-occidentalis USA: California
KX449421 L. amethystina Francia: Champenoux
JX504150 L. amethystina France: Forest comaniale de

Ste. Croix
KU685654 L. amethystina Russia: Caucasus
AB211270 L. amethystina Japoén: Shizuoka
KU685645 L. aurantia China: Yunnan
KM067892 L. bicolor Portugal
KM067831 L. bicolor China: Jiling Provence
KM067817 L. bicolor USA: lllinois
KM067810 L. bicolor USA: California
KM067809 L. bicolor USA: Washington
JX504172 L. bicolor Portugal
JX504159 L. bicolor China: Yunnan
DQ179123 L. bicolor
VOUCHERS ESPECIES PAIS Y ESTADO
JX504100 L. bullipellis China: Linzhi
KU685639 L. gomezii Costa Rica
KU685644 L. gomezii Costa Rica
JX504121 Hydnangium sp. AWW-212b Japon: Tottori
JX504101 L. himalayensis China: Linzhi
KU962988 L. japonica Japén
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NR_158485 L. japonica Japon

KMO067887 L. “laccata” PORT1 Portugal

KMO067886 L. laccata Portugal

KMO067883 L. laccata Portugal

KMO067891 L. laccata Portugal

*VMGR482 L. complex laccata México: Michoacan

*Rdz-Gtzl 201228 L. complex laccata México: Michoacan

*G02009359 L. complex laccata México: Michoacan

*G02009355 L. complex laccata México: Michoacan

*G02009165 L. complex laccata México: Estado de México

*G02009158 L. complex laccata México: Estado de México

*G02009153 L. complex laccata México: Estado de México

*G02006123 L. complex laccata México: Michoacan

*G02006025 L. complex laccata México: Michoacan

*G02009437 L. complex laccata México: Michoacan

KU685637 L. longipes USA: Michigan

KMO067856 L. macrocystidia France: Toulouse

AB211271 L. murina Japon: Shizuoka

JX50497 L. aff. montana AWW446 China: Xizang

NR_160455 L. moshuijun China

KU962989 L. moshuijun China

KU685636 L. nobilis USA: Michigan

*G02009033 L. nobiles México: Estado de México

*PerezSilva09T45 L. nobilis México: Estado de México

KU685733 L. ochropurpurea USA: lllinois

KU685732 L. ochropurpurea USA: lllinois

KU685717 L. proxima Russia: Komorav

KU685633 L. proximella Argentina: Neuquen

DQ149871 L. pseudomontana USA: Colorado

KX449360 L. rubroalba China

KX449359 L. rubroalba China

KX449358 L. rubroalba China

KX449357 L. rubroalba China

MF669958 L. squearrosa Meéxico: Veracruz

NR_154138 L. squarrosa México: Veracruz

*VMGR501 L. squarrosa México: Michoacan

*G02008145 L. squarrosa México: Michoacan

KY777385 L. striatula USA: Tennessee

MH979278 L. striatula USA: Wisconsin

MF992161 L. striatula USA: North Carolina

KM406967 L. striatula Canada: St Augustin

KU685760 Laccaria sp. USA: Wisconsin

VOUCHERS ESPECIES PAIS Y ESTADO

KU685758 Laccaria sp. AW_2016a Costa Rica

KU685755 Laccaria sp. Paua New Guinea

KU685655 Laccaria sp. Costa Rica: CATIE
Experimental Forest

KU685653 Laccaria sp. Russia: Caucasus

KU685647 Laccaria sp. Costa Rica: San Gerardo de
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Dota

KU685646 Laccaria sp. Costa Rica

KU685640 Laccaria sp. Costa Rica

KU685638 Laccaria sp. Costa Rica

KU685627 Laccaria sp. China

KU685620 Laccaria sp. Japon: Makamanai
KU685616 Laccaria sp. Japon: Makamanai
KU685614 Laccaria sp. Japon: Fugikawaguchiko
KM067827 Laccaria sp. AWWS72 Usa: Michigan

KM067824 Laccaria sp. AWWS67 USA: Michigan

JX504138 Laccaria sp. GMM7302 Papua New Guinea
JX504110 Laccaria sp. AWWS584 USA: Oregon

JX504108 Laccaria sp. AWWS569 USA: Michigan

JX50492 Laccaria sp. ALB183tibet China:Tibet

DQ149868 L. trichodermophora

KMO067881 L. trichodermophora USA: Louisiana
KM067866 L. trichodermophora USA: Texas

JX504157 L. trichodermopora USA: Texas
*DanielP11101509 L. trichodermophora Meéxico: Tlaxcala
*CB08167 L. trichodermophora México: Estado de México
*G02009305 L. trichodermophora México: Estado de México
*G02009266 L. trichodermophora México: Estado de México
*G02009228 L. trichodermophora México: Estado de México
*G02009225 L. trichodermophora Meéxico: Estado de México
*G02009210 L. trichodermophora México: Estado de México
*HCPNNT157 L. trichodermophora México: Estado de México
*HCPNNT112 L. trichodermophora México: Estado de México
*HCPNNT099 L. trichodermophora Meéxico: Estado de México
*G02010176 L. trichodermophora México: Ciudad de México
*HCPNNT192 L. trichodermophora México: Estado de México
*G02010126 L. trichodermophora Meéxico: Veracruz
*G02010124 L. trichodermophora México: Veracruz
KU685749 L. trullisata

KM067882 L. trullisata

KU685641 L. tortilis USA: lllinois
*VBandala611 L. complex vinaceobrunnea México: Veracruz
*VillegasRiosM2373 | L. complex vinaceobrunnea México: Oaxaca
*Rdz-Gtzl 201118 L. complex vinaceobrunnea México: Oaxaca
*Rdz-Gtzl 201117 L. complex vinaceobrunnea México: Oaxaca
*G02010168 L. complex vinaceobrunnea México: Ciudad de México
*G02010082 L. complex vinaceobrunnea México: Tlaxcala
*G02009484 L. complex vinaceobrunnea México: Tlaxcala
VOUCHERS ESPECIES PAIS Y ESTADO
*G02009426 L. complex vinaceobrunnea México: Michoacan
*G02009360 L. complex vinaceobrunnea México: Michoacan
*HCPNNT189 L. complex vinaceobrunnea México: Estado de México
*G02009316 L. complex vinaceobrunnea México: Jalisco
*G02009308 L. complex vinaceobrunnea México: Jalisco
*G02009157 L. complex vinaceobrunnea México: Estado de México
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*G02009142 L. complex vinaceobrunnea Meéxico: Estado de México
*G02009115 L. complex vinaceobrunnea México: Estado de México
*G02008146 L. complex vinaceobrunnea México: Michoacan
*G02006018 L. complex vinaceobrunnea México: Michoacan
*G02006015 L. complex vinaceobrunnea México: Michoacan
*AR09781 L. complex vinaceobrunnea México: Estado de México
MK141034 L. violaceotincta India

JN942810 L. vinaceovellanea Japén

*Secuencias generadas en el presente estudio

Los ejemplares determinados como Laccaria squarrosa provenientes del
estado de Michoacan (VMGRS501 y GO2008145) corresponden morfolégica vy
molecularmente al 98.0% al ejemplar tipo descrito por Ramos et al. (2017) para el
estado de Veracruz, México (MF669958).

Los ejemplares mexicanos (Pérez-Silva09T45 y GO2009033) determinados
como Laccaria nobilis provenientes del Estado de México corresponden con un
98.0% de similitud con la secuencia de referencia utilizada por Wilson et al.
(2017a), asi como la descripcion morfélogica de Mueller (1992).

Los ejemplares HCPNNT112, GO2009266, CB08167, DanielP11101509,
G02009210, GO2009228, GO2009305, GO2010126, GO2010176, HCPNNT157,
G02010124, G0O2009225, HCPNNT099 y HCPNNT192, fueron determinados
morfolégicamente como Laccaria trichodermophora bajo el concepto de Mueller
(1992), molecularmente las secuencias mexicanas se encuentran en un clado en
medio de la secuencia L. trichodermophora KM067866 de Wilson et al. (2017a) y
la secuencia del ejemplar tipo DQ149868 de Osmundson et al. (2005). Por lo que
efectivamente corresponden al complejo L. trichodermophora.
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Figura 1 Analisis Filogenético de Maxima Verosimilitud de Laccaria con base en ITS.
Muestra cinco especies mexicanas: L. squarrosa, L. cf. vinaceobrunnea, L. cf. laccaria, L.

nobilis y L. trichodermophora.



Taxonomia

Laccaria cf. laccata (Figuras 2b y 3b).

Macromorfologia: Pileo de 20 a 33 mm de diametro, plano algunas veces
plano-convexo, centro deprimido cuando maduro, margen recto a incurvado, borde
ondulado, traslucido-estriado, café-naranja (6B4) a café-rojizo (7D7), higrofano.
Laminas poco separadas, subadheridas, anchas, borde ondulado, naranja-rosado
(6A3 a 7C4). Lamélulas truncadas 1:2-3. Estipite cilindrico, hueco, ligeramente
fibriloso, base blanca a crema hasta la mitad, arriba concoloro al pileo. Micelio
basal de color blanco.

Micromorfologia: Basidiosporas elipsoides (8.68-)9.22-10.0(-10.64) x (-
8.12)8.51-9.30(-9.99) um Q=1.10 um, equinulas (0.70-)0.80-1.00(-1.10) x 0.70-
1.00 um Q=1.20-1.50 um, apéndice hilar 1.00-1.20 x (-0.80)1.00-1.20(-1.40) um,
basidios (34.86-)40.11-50.56 x (-9.84) 11.25-12.54 um, basidiolos (20.90-)34.84-
42.17 x 8.01-11.25 um, 4 esterigmas (7.59-) 8.72-10.67(-12.12) x (-2.00)2.29-3.50
um. Queilocistidios 26.83-32.28 x 6.21-10.10 wm; hifas cilindricas, algunas
ensanchadas 4.91-6.39 um. Pileipelis con hifas intermedias, en fasciculos
dispersos.

Habitat y distribucion: gregarios en suelos de bosques de coniferas (Pinus-
Quercus, Pinus-Abies; Pinus chiapanensis), a una elevacion que va de los 2 010 a
3 305 m.s.n.m.

Material Estudiado: ESTADO DE MEXICO Temascaltepec, Pista de
despegue de parapente, GO-2009-165 (MEXU 26148); carr. San Lucas del Pulque
km. 2.5, GO-2009-158 y GO-2009-153 (MEXU 26143, 26139); MICHOACAN
Ciudad Hidalgo, al Noreste del cerro San Andrés, GO-2009-437 (MEXU 26492), El
Tren, GO-2006-025 (MEXU 26437); Cuitzeo, Las adjuntas 1, GO-2006-123 (MEXU
26438); Patamban, Tangancicuaro, GO-2009-355 y GO-2009-359 (MEXU 26477,
26478); Uruapan, Parque Nacional Barranca del Cupatitzio, VMGR-482.

Comentario taxonomico: Laccaria laccata pertenece a un complejo de

especies dificil de delimitar taxondmicamente, debido a que los caracteres
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morfologicos tienen una plasticidad fenotipica y la gran cantidad de secuencias
determinadas con este nombre, aunado a la falta de secuencias del ejemplar tipo,
y al uso mundial del nombre. En su filogenia, Wilson et al. (2017a), muestran
cuatro clados con el nombre de L. laccata; los ejemplares mexicanos no se
encuentran cercanamente relacionados con el clado L. laccata sensu Wilson.
Laccaria laccata s. I. presenta una distribucion amplia y se caracteriza por el color
rojizo a carne, traslucido al margen, laminas ligeramente palidas, estipite con
coloro con el pileo, basidiosporas globosas a ampliamente elipsoides, con
equinulas superiores a 1.5 um. Se puede confundir con L. proxima la cual es
robusta, esporas subglobosas y el color del esporoma mas fuerte (rojizo), lo cual
las diferencia.

Laccaria nobilis (Figura 3c).

Macromorfologia: Pileo plano-convexo, margen recto, borde entero, cuticula
con tomento con puntas levantadas, color rosado que se pierde co la
deshidratacion y puede variar hasta tener un color café-rosado. Laminas juntas,
subadheridas, estrechas, enteras, color carne. Lamélulas atenuadas, 1:3. Estipite
cilindrico, hueco, fibriloso, base blanca y el resto concoloro con el pileo. Micelio
basal de color blanco.

Micromorfologia: Basidiosporas elipsoides (8.34-)8.44-9.00(-9.44) x 6.89-
7.48(-8.84) um Q=1.13 um, equinulas (0.75-)0.89-1.20(-1.33) x 0.70-1.10(-1.15)
um Q=1.20 um, apéndice hilar 1.54-1.79 Q=1.67 um, 4 esterigmas (6.53-)8.05-
10.10(-12.99) x (-1.75)2.14-3.17(-4.21) um. Queilocistidios ausentes. Pileipelis con
hifas intermedias, en fasciculos dispersos.

Habitat y distribucion: gregarios en suelos de bosques de coniferas (Pinus-
Quercus), a una elevacién que va de los 1874 a 1969 m.s.n.m.

Material Estudiados: ESTADO DE MEXICO Temascaltepec, Km 7 carretera
Temascaltepec-Tejupilco, GO-2009-033 (MEXU 26088); Km 7,8 carretera
Temascaltepec-Zacazonapa, Pérez-Silva-09T45 (MEXU 25802).
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Comentario taxondmico: Laccaria nobilis puede confundirse con L. laccata
s. I, se distingue por la usencia de queilocistidios. Los ejemplares mexicanos
poseen una ligera variaciéon en el tamafio de las basidiosporas, no obstante se
encuentran en el intervalo descrito por Mueller (1992); filogenéticamente existe
una similitud del 99.0% con la secuencia utilizada y determinada por Wilson et al.

(2017a) bajo el nombre de L. nobilis.

Laccaria squarrosa (Figuras 2c y 3d).

Macromorfologia: Pileo 40-50 mm de diametro, convexo, obtuso, margen
recto, sulcado, con escamas por fasciculos de fibrillas principalmente en el centro,
color naranja palido, rosaseo (6B3) cuando fresco al secarse de color café-naranja
(5B6-5), higréfano. Laminas poco separadas, adheridas, ventricosas, dentadas,
algunas veces crenuladas, de color rosado cuando frescas al secarse con un tono
de color café. Estipite 67 x 4 mm, cilindrico, fibrillas evidentes, concoloro con el
pileo en fresco y seco. Micelio basal de color blanco.

Micromorfologia: Basidiosporas globosas (7.83-)8.10-9.30(-9.62) x (-
7.99)8.20-9.21(-9.61) um Q= 1.00 um, equinulas (0.64-)0.70-1.10(-1.30) x (-
0.50)0.70-1.00(-1.10) wm Q=1.20-1.50 um, apéndice hilar 0.46-0.73 x 0.50-0.66
pum, basidios 40.46-47.24 x 10.53-11.97 um, basidiolos 30.40-41.20(-48.00) x (-
6.75)7.70-10.0 um, 4 esterigmas (6.44-)8.00-10.40(-10.99) x 2.28-2.93 um. Hifas
cilindricas, algunas ensanchadas de 4.54-6.04 um. Queilocistidios (13.5-) 14.0-40
x 20.-5.3 ym. Pileipelis con hifas intermedias, en fasciculos dispersos.

Habitat y distribucién: gregarios a dispersos en suelos de bosques de
Quercus, a una elevacion que va de los 1950 a 2380 m.s.n.m.

Material Estudiado: MICHOACAN Uruapan, Parque Nacional Barrancas de
Cupatitzio, VMGR-501; Zitacuaro, El Jaral, GO-2008-145 (MEXU 25996).

Comentario taxondémico: Laccaria squarrosa fue descrita para México por
primera vez por Ramos et al. (2017) teniendo como caracteres diagnosticos una
superficie escuarrosa principalmente en el pileo, basidiosporas con un tamano

ligeramente superior (7-10 (-11.5) x 7-10.5 ym) a las del presente estudio ((7.83-

41



)8.10-9.30(-9.62) x (-7.99)8.20-9.21(-9.61) uym), con equinuladas ligeramente mas
pequefas (0.5-1.4 x 0.45-0.9 ym) que las revisadas (0.64-)0.70—1.10 (-1.30) x (-
0.5)0.70-1.0(-1.10) um, y con pileipelis en fasciculos dispersos. La distribucion de
esta especies se restringia para el estado de Veracruz, asociada estrictamente
con Fagus grandifolia var. mexicana (Ramos et al., 2017); los ejemplares del
presente estudio se distribuyen en el estado de Michoacan teniendo como
hospedero en todos los caso a Quercus. Se amplia el conocimiento de L.
squarrosa en términos de distribucién con afinidad Neotropical de la especie y

asociacion con la familia Fagaceae.

Laccaria trichodermophora (Figuras 2d y 3e).

Macromorfologia: Pileo 25-50 mm de diametro, convexo a plano-convexo
con el centro deprimido, margen entero cuando pequefios e incurvado conforme
crecen, plicado-estriado, fibriloso, de color café-naranja (6D8 a 7D7). Laminas
juntas a separadas, adheridas, ventricosas, borde regular a crenado, tonos de
color violaceos a rosados (6A3 a 6B3, 7A4 a 7B3, 8A2). Lamélulas atenuadas
(1:2-3). Estipite 60-70 x 5-8 mm, cilindrico, robusto en general, velutinoso a
hispido cerca del pileo, fibriloso algunas fibrillas se desprenden individualmente,
consistencia fibrosa, algunos ejemplares con tomento basal de color violeta que
sube cerca del himenoforo, de color naranja claro a café-naranja (7F5 a 7D4 ).
Micelio basal de color violeta que persiste con el tiempo, aunque se decolora con
el sol en algunos ejemplares.

Micromorfologia: Basidiosporas subglobosas a elipsoides (6.23-)7.10-9.00(-
9.84) x (-6.00)6.30-8.50(-9.55) um Q=1.10-1.20 um, equinulas (0.60-)0.80-1.50 x (-
0.60)0.70-1.00 wm Q=1.10-1.50 um, apéndice hilar (0.70-)0.90-1.20 x (-0.60) 0.80-
1.10 wm Q=1.10 wm, basidios 28.37-38.57(-44.80) x 5.54-10.31(-12.60) um,
basidiolos 20.23-31.30 x 7.15-9.79 um, 4 esterigmas (5.50-)6.50-9.58 x 2.21-3.44
um. Queilocistidios 12.5-53 x 2.5-7.5 um. Hifas cilindricas, algunas ensanchadas

5.11-5.67 um. Pileipelis con hifas intermedias, en fasciculos dispersos.
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Habitat y distribucion: gregarios en suelos de bosques de coniferas (Abies
religiosa-Pinus, Pinus, Abies religiosa, Pinus-Alnus, Pinus-Quercus, Pinus-
zacatonal, pastizal inducido), a una elevacién que va de los 2 282 a 4 069
m.s.n.m.

Material Estudiado: CIUDAD DE MEXICO Tlalpan, San Miguel Topilejo,
Chichinautzin, G0O-2010-176 (MEXU 26269); ESTADO DE MEXICO Ajusco,
Volcan Ajusco Ladera Norte, GO-2009-305 (MEXU 26466); Amanalco, Capilla
vieja, CB08167; Coatepec de Harinas, Nevado de Toluca, GO-2009-210 (MEXU
26452); Tlalmanalco, Mercado de Amecameca, GO-2009-266 (MEXU 26194);
Ozumba, Popocatepetl, GO-2009-228 y GO-2009-225 (MEXU 26178; 26176);
Zinancatepec, El varal, HCPNNT-11; Agua blanca, HCPNNT-099; Raices,
HCPNNT-192; Buenavista, HCPNNT-157. TLAXCALA Altamira Hyamatlan, San
Isidro Buen Suceso, DanielP11101509 y Rdz-GtzI-2011; Volcan La Malinche, GO-
2009-484 y GO-2010-082. VERACRUZ La Perla, Camino al Pico de Orizaba
desde la Perla, GO-2010-124 y GO-2010-126 (MEXU 26243, MEXU 26245).

Comentario taxonoémico: Laccaria trichodermophora fue descrita en 1984
por Mueller, de un bosque de Pinus; los ejemplares mexicanos se agrupan todos
en un solo clado en medio de dos grupos de secuencias bajo el mismo nombre, no
obstante los valores de bootstrap son bajos. Morfolégicamente la descripcion del
tipo y los ejemplares mexicanos son muy similares, con ciertas variaciones
discretas que caen dentro del intervalo, como por ejemplo el tamafio de las
basidiosporas con (6.2-) 6.8-8.7(-10.6) x 6-8(-9.2) um) mientras que para los
ejemplares mexicanos es de (6.2-)7.1-9.0(-9.8) x (-6.0)6.3-8.5(-9.5) um, largo de
las equinulas (0.5-)0.9-1.8 um, en el presente estudio con (0.6-)0.8-1.5 um.
Ecologicamente existe una amplia gama de hospederos como son: Pinus, Abies
religiosa, Alnus y Quercus. Filogenéticamente los ejemplares mexicanos
presentan una cercania con la secuencia tipo de Osmunson (2005), asi como las

secuencias de Wilson et al. (2017a), con valores bajos de bootstrap.

Laccaria cf. vinaceobrunnea (Figuras 2a y 3a).
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Macromorfologia: Pileo 50-70 mm de diametro, plano-convexo a convexo,
deprimido, margen recto, borde entero, velutinoso, de color naranja-amarillento
(6D6 a 6C7) con tonos de color violaceos (15D4) cuando joven, y al secarse de
color amarillento (5A5). Laminas juntas, adheridas, estrechas, borde entero, de
color rosa claro (8A2) a color vinaceo (956). Lamélulas atenuadas 1:3. Estipite
cilindrico, hueco, velutinoso a hispido cerca del pileo, de color naranja-grisaceo a
café claro (6D5 a 6C4). Micelio basal de color violeta, al secarse se torna de color
blanco.

Micromorfologia: Basidiosporas subglobosas a elipsoides (7.32-)8.05-
10.84(-11.40) x (-7.31) 9.04-9.97 um Q=1.10 um, equinulas (0.62-) 0.70-1.20 (-
1.50) x 0.50-1.00(-1.10) um Q=1.20-1.50 um, apéndice hilar (0.60-)1.10-1.40 x
1.00-1.40 um Q=1.0, basidios (11.24-)27.79-51.64 x 6.43-9.50 um, 4 esterigmas
(6.35-)7.13-7.51(-9.43) x (-1.91)2.03-2.90 um. Queilocistidios (26.83-)30-14-35.29
x 3.62-6.21(-10.10) um. Hifas cilindricas, algunas ensanchadas con el diametro de
5.98-7.91um. Pileipelis con hifas intermedias, con numerosas hifas
perpendiculares.

Habitat y distribucion: dispersos en suelos de bosques de coniferas (Abies
religiosa-Pinus, Pinus y Quercus), a una elevacion que va de los 2 030 a 3 129
m.s.n.m.

Material Estudiado: ESTADO DE MEXICO Topilejo, Chichinautzin, GO-
2010-168 (MEXU 26264); Temascaltepec, San Lucas Pulque GO-2009-142 y GO-
2009-115, GO-2009-157 (MEXU 26134, 26115, 26142); Zinancatepec, La Joya,
HCPNNT-189; Amanalco, San Juan, ARO-9781 (MEXU 25905). JALISCO
Tepalpan, Nevado de Colima, GO-2009-308 y GO-2009-316 (MEXU 26210,
26469). MICHOACAN Ciudad Hidalgo, Ladera sur del cerro de San Andrés, Las
Palomas, GO-2009-426 (MEXU 26491); Patamba, Tangancicuaro, GO-2009-360
(MEXU 26435); Morelia, Sobre el camino a Atecuaro, GO-2006-018 (MEXU
25973); Zinapecuaro, El Jaral, GO-2008-146 (MEXU 25997). OAXACA Ixtlan de
Juarez, VillegasRiosM-2373 (FCME 20651); Alrededor de las cabafas de
Ecoturixtlan, Rdz-Gtzl-20117; Ixtepeji, EI Punto, Rdz-Gtzl-20118. VERACRUZ
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Xico, Los gallos, 1.5km al N de Ingenio El Rosario, zona E de Cofre de Perote,
VMBandala-611(Xal).

Comentario taxonomico: L. vinaceobrunnea fue descrita por Mueller (1984)
con las siguientes caracteristicas diagnodsticas: esporoma de color violaceo-
vinaceo a café canela cuando seco, laminas de color lilas a vinaceas, micelio
basal de color violeta. Basidiosporas subglobosas a ampliamente elipsoides,
equinuladas, cuatro esterigmas de hasta de 9.0 um de largo. Habitat en bosques
de Quercus virginiana. Los ejemplares mexicanos presentan la diferencia en
cuanto a lo largo en general de los esterigmas (6.35-)7.13-7.51(-9.43) x (-
1.91)2.03-2.90 um, asi como una distribucién ecologica mas amplia en Quercus,
Pinus y Abies religiosa; sin embargo, no existen secuencias de ITS de esta
especie para otras partes del mundo. La especie fue descrita originalmente de
Lousiana, Estados Unidos. En la filogenia presentada por Wilson et al. (2017a) la
especie hermada de L. vinaceobrunnea es L. trulisata especie que con base en
varios genes queda cercana a las secuencias de Wilson et al. (2017a), no
obstante, comparada con las secuencias de ITS de L. frulisata (no se compararon
con las de L. vinaceobrunnea de Wilson et al. (2017a) ya que ellos no trabajaron
con ITS) queda muy alejada de las secuencias mexicanas. Cabe resaltar que los
ejemplares de color morado, tradicionalmente se les ha asignado el nombre de L.
amethystina, sin embargo, el clado de dicha especie no se hubica cerca de los

ejemplares analizados en el presente estudio.
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Figura 2. Diversidad de especies de Laccaria mas abundantes en los bosques del
Neotrépico mexicano: a) L. cf. vinaceobrunnea: b) L. laccata cf. laccata; c) L. squarrosa; d)

L. trichodemophora.

Figura 3. Diversidad de basidiosporas equinuladas de Laccaria: a) L. cf. vinaceobrunnea:

b) L. laccata cf. laccata; c) L. nobilis; d) L. squarrosa; e) L. trichodermophora.
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Discusion

La determinacidn taxondmica de las especies del género Laccaria mediante
morfologia es muy compleja, ya que los caracteres microscopicos no son muy
variables y los caracteres macroscoépicos presentan mucha plasticidad, asi que las
herramientas moleculares son un apoyo importante para la delimitacién de las
especies. Algunas especies tal como lo es L. laccata no se han podido delimitar
aun con secuencias de varios genes, esto debido a la falta de secuencias del

ejemplar tipo, asi como al un uso del nombre en todo el mundo.

Las especies reportadas como mas abundantes en los bosques del
Neotropico mexicano han sido: L. amethystina, L. amethysteo-occidentalis y L.
vinaceobrunnea siendo estas especies nombradas por la coloracion morada del
basidioma principalmente; L. bicolor, L. laccata y L. proxima especies con el
micelio basal de color blanco y coloracion del basidioma que va de los tonos café-
rojizo a café-rosado; L. trichodermophora nombre dado a los esporomas con
presencia de abundantes fibrillas que se desprenden individualmente en el estipite
y micelio basal de color morado que puede llegar hasta parte del estipite. Sin
embargo, el analisis filogenético (Figura 1) muestra que los ejemplares
provenientes del Estado de México, Jalisco, Michoacan, Oaxaca y Veracruz que
habian sido reportados bajo nombres tales como L. amethystina, L. amethysteo-
occidentalis y L. vinaceobrunnea para el presente estudio se consideran bajo el
nombre de L. cf. vinaceobrunnea ya que morfologicamente poseen las
caracteristicas de esta especie (Mueller, 1992); no obstante al no estar cerca del
clado hermano de la especie, es decir de L. trullisata se tomo la decision de
dejarla como cf. Wilson et al. (2017a) reconocen un clado denominado Laccaria
complex amethystina donde ubican a L. amethystina, L. amethysteo-occidentalis,
L. ocrhopurpurea, L. trulisata y L. vinaceobrunnea, todas estas especies con color
del basidioma violaceo a morado. Cabe mencionar que el clado de las secuencias
mexicanas determinadas como L. cf. vinaceobrunnea no se encuentran dentro del

clado L. complex amethystina reportado por Wilson et al. (2017a).
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En el caso de L. cf. laccata es la especie con mayor numero de referencias
en el mundo, reconociendo con el nombre una aparentemente amplia distribucion;
los ejemplares mexicanos morfolégicamente coinciden con la descripcion para la
especie (Mueller, 1992); no obstante filogenéticamente no corresponden al
concepto de L. laccata sensu Wilson et al. (2017a). La falta de claridad de esta
especie se debe entre otras cosas a que no existe secuencias de la especie tipo o
de un neotipo.

En el caso de L. nobilis las secuencias mexicanas son 99.0% similares a lo
reportado por Wilson et al. (2017a), asi como con la morfologia descrita para la
especie por Mueller (1992). No existe duda de que los ejemplares de los bosques
templados de México determinados como L. nobilis si corresponden con la

descripcion de la especie, por lo que se confirma su identidad.

Los ejemplares determinados como L. squarrosa son morfolégica y
molecularmente iguales a los reportados por Ramos et al. (2017), con ligeras
variaciones de tamafio de basidiosporas y equinulas, no obstante esta plasticidad
podria ser propia del hospedero con el cual se asocia. La distribucion
aparentemente restringida al estado de Veracruz, asi como del hospedero Fagus
grandifolia var. mexicana no lo es, lo que si se piensa es que esta especie se

asocia exclusivamente con la familia Fagaceae.

Finalmente los ejemplares determinados como L. trichodermophora,
quedaron entre el clado de Wilson et al. (2017a) y Odsmunson (2005) determinado
como L. trichodermophora con la secuencia del ejemplar tipo, la morfologia
coincide con base en la descripcion de Mueller (1992). Esta es una de las
especies reportadas como la mas abundante en términos de numero de
esporomas en bosques de alta montafa, siendo ademas aprovechada para
procesos de micorrizacion garantizando el éxito en invernadero y ventajas

morfolégicas sobre uno de sus hospederos con quien comparte distribucion Pinus
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montezumae (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019). Los ejemplares mexicanos con
respecto a los norteamericanos (especie reportada para Pinus) poseen un
intervalo amplio de hospederos (Pinus, Abies religiosa, Alnus y Quercus),
observandose una plasticidad fenotipica aparentemente relacionada con el

ambiente.

Conclusiones

Las especies de Laccaria son un recurso forestal no maderable
aprovechado por muchas comunidades de México con fines alimenticios, asi como
con potencial uso biotecnolégico en micorrizacion. Por lo tanto, reconocer las
especies, asi como su distribucion es importante en la toma de decisiones para el
aprovechamiento sustentable del recurso y de las zonas forestales. Si bien el
género Laccaria incluye varios complejos de especies, es necesario determinar
con exactitud aquellas de interés forestal, es decir, aquellas que se puedan usar
para inocular plantas nativas. Como sucedié en este trabajo en el cual se confirma

la presencia y distribucion en México y en el Neotropico de cinco especies.

Las siete especies de Laccaria registradas como las mas abundantes para
los bosques del Neotropico Mexicano (L. amethystina, L. amethysteo-occidentalis,
L. bicolor, L. laccata, L. proxima, L. trichodermophora y L. vinaceobrunnea)
analizadas en el presente estudio, encontramos que morfoldgica y molecularmente
en realidad corresponden con L. complex laccata, L. nobilis, L. squarrosa, L.

trichodermophora 'y L. complex vinaceobrunnea.

Tener lo mejor representada la muestra de ejemplares a estudiar, permitira
conocer la plasticidad fenotipica de la especie, asi como su distribucion, en el caso
particular de L. squarrosa en el presente trabajo se amplia su distribucion al
estado de Michoacan, asi como de hospedero (Quercus) con el cual hace
simbiosis ectomicorrizica, permitiendo sugeriri que ésta se relaciona

exclusivamente con la familia Fagaceae.
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Es importante mencionar que el uso de varios marcadores moleculares es
la mejor opcion para la delimitacion de las especies y la reconstruccidon
filogenética. Si bien ITS funciona para dar un panorama de la diversidad, esté no
produce clados con buenos valores de soporte. Es por ello que se propone utilizar
mas genes como son RBP2, 28S y Ef1a (Ramos et al., 2017; Wilson et al., 2017a,

b) en estas especies abundantes y aprovechables a nivel forestal.
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Resumen

En los bosques de Ixtlan de Juarez, Oaxaca, el género Laccaria es de los
mas productivos a nivel de esporomas, teniendo a Laccaria laccata como la
especie de mayor abundancia. En este trabajo se comparé la posicion que ocupa
el género Laccaria en la estructura de la comunidad de hongos ectomicorrizicos
medida a través de la abundancia de esporomas versus micorrizas. EI muestreo

se desarrollé en tres sitios con dominancia de Pinus patula. Los esporomas de

56



hongos fueron recolectados para determinacion taxondémica y se tomaron los
datos de produccion (cantidad y peso). Las micorrizas se obtuvieron de muestras
de suelo, de éstas se secuencid la region ITS para su identificacion molecular. No
existio una correspondencia entre la abundancia relativa (AR) de las especies mas
abundantes a nivel de esporoma (L. laccata AR=0.43, Cantharellus tubaeformis
AR=0.27, Lactarius chrysorrehus AR=0.10 y L. vinaceobrunnea AR=0.08) y las
mas abundantes a nivel de micorrizas (Lactarius aff deceptivus AR=0.25,
Cortinarius aff ochrophyllus AR=0.12, Hydnum aff cuspidatum AR=0.05, Russula
sp.1 AR=0.05 y Sebacina aff dimitica AR=0.05). Potencialmente los géneros
abundantes a nivel de esporomas y micorrizas como Laccaria, Cantharellus,
Lactarius y Cortinarius tendrian que usarse en programas de micorrizacion vy
evaluarse en invernadero para desarrollar inéculo de consorcios de los hongos
ectomicorrizicos mas importantes en la comunidad.

Palabras clave:

Pinus patula, Lactarius deceptivus, Laccaria laccata, ecologia, macromicetos,
Oaxaca

Abstract

In the forests of Ixtlan de Juarez, Oaxaca, the genus Laccaria is one of the
most productive at basidiomata level, being L. laccata the most abundant. In this
work, we compared the placement of Laccaria in the edible ectomycorrhizal fungi
community measured by basidiomata abundance versus mycorrhizae. The
sampling took place in three sites with Pinus patula dominance. The fungi
basidiomata were collected to determine their taxonomic identity and production
data (quantity and weight). Mycorrhizae were obtained from soil core samples,
whose ITS DNA was sequenced for molecular identification. There was no
correspondence between the species with higher basidiomata production (L.
laccata AR=0.43, Cantharellus tubaeformis AR=0.27, Lactarius chrysorrehus
AR=0.10, and L. vinaceobrunnea AR=0.08) and those with more abundant

mycorrhizae (Lactarius aff deceptivus AR=0.25, Cortinarius aff ochrophyllus
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AR=0.12, Hydnum aff cuspidatum AR=0.05, Russula sp.1 AR=0.05, and Sebacina
aff dimitica AR=0.05). Potentially the genera with most basidiomata and
mycorrhizae such as Laccaria, Cantharellus, Lactarius, and Cortinarius should be
used in mycorrhization programs and tested in greenhouse experiments. This
would allow the production of ectomycorrhizal inoculum consortia based on most
ecologically outstanding species.

Key words:

Pinus patula, Lactarius deceptivus, Laccaria laccata, ecology, mushrooms, Oaxaca

Introduccion

Las comunidades microbianas del suelo presentan un papel importante
en la mediacion de los procesos del ecosistema, estas interacciones ecologicas y
fisiologicas entre los organismos, estan determinadas por factores bioticos y
abidticos. Las plantas han desarrollado diferentes adaptaciones para contrarrestar
sus limitaciones nutricionales, estrés hidrico, resistencia a patégenos o
contaminantes (Lambers et al., 2008; Smith y Read, 2008; van der Heijden et al.,
2015; Gil-Martinez et al., 2018; Martin et al., 2018). Una de las estrategias, es el
establecer asociaciones mutualistas con microorganismos, como bacterias vy
hongos en las raices; lo que se logra, entre otros mecanismos, a través de los
exudados de las raices que regulan las comunidades microbianas facilitando la

simbiosis mutualista (Bais et al., 2004; Sanon et al., 2009).

La simbiosis ectomicorrizica se define como “una estructura en la cual la
unidn simbidtica entre un hongo y el érgano de absorcion de las plantas, confiere
un incremento en la adecuacion sobre una o ambas partes” (Smith y Read, 2008),
este tipo de interaccion se lleva a cabo con cientos de especies de los Phylum:
Basidiomycota, Ascomycota y Zigomycota. Se estima que existen entre 20 000 y
25 000 especies de hongos ectomicorrizicos a nivel global, de los cuales se han
descrito cerca de 6 000, asociadas a cerca del 2.2% de plantas vasculares (Smith
y Read, 2008; Tedersoo et al., 2009, 2012; O'Hanlon, 2012; Brundrett y Terdesoo,
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2018). Los hongos ectomicorrizicos (HEC) facilitan hasta el 75% de P y el 80% del
N que absorbe la planta, esto mediante diferentes tipos de exploracion ya sea
corta, mediana y de larga distancia (Rosinger et al., 2018). Por lo tanto, las
comunidades fungicas en los bosques son esenciales para la salud forestal, la
productividad y recuperacion de los eventos de disturbio (Bowman et al., 2018).

Los HEC presentan un ciclo de vida con una fase asexual o vegetativa
(micelio y micorrizas), y una fase sexual (esporomas y esporas); por lo tanto, el
estudio de las comunidades de hongos ectomicorrizicos puede realizarse a partir
de esporomas y esporas encontradas en la superficie del suelo y/o por micelio y
micorrizas extraidas del mismo. De hecho, cada una de estas fases del ciclo de

vida reflejan un diferente nivel de estructura de la comunidad.

Los estudios a través de la produccion de esporomas tienen como
objetivo medir la disponibilidad del recurso y hacer propuestas de manejo, por
ejemplo, como recursos alimenticios o como inoculo nativo para procesos de
micorrizacion (Nantel y Peter, 1992; Salo, 1993, Schmitt et al., 1999; Montoya et
al., 2005; Montoya, 2005; Garibay-Orijel et al., 2009; Gémez-Hernandez et al.,
2019). Mientras que el estudio a partir de las micorrizas se ha centrado en conocer
la presencia, abundancia y diversidad de las especies en su fase de interaccion
con sus hospederos (Tedersoo et al., 2003; Dickie y Reich, 2005; 1zzo et al., 2005;
Kranabetter et al., 2009; Dickie et al., 2013; Garibay-Orijel et al., 2013; Arguelles-
Moyao et al., 2016, 2018; Baeza-Guzman et al.,, 2017; Garcia-Guzman et al.,
2017).

Pocos estudios se han llevado a cabo con ambas fases del ciclo de vida.
Gardes y Bruns (1996), encontraron que la produccion de esporomas por Suillus
pungens y Amanita franchetii es prolifica en Pinus muricata, pero la abundancia
relativa de micorrizas formadas por estas dos especies es baja. En contraste, las
micorrizas formadas por Russula amoenolens forman cerca del 30% del numero

total de micorrizas que se analizaron, sin embargo, el numero de estructuras
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reproductoras producidas por esta especie es baja. Reverchon et al. (2012)
reportan la estructura de la comunidad en ambas fases de la asociacion fungica en
Pinus montezumae en la Sierra Chichinautzin, México, teniendo que a nivel de
esporoma los géneros Inocybe y Laccaria son los dominantes en los sitios jovenes
e intermedios, mientras que Amanita flavoconia, Cantharellus cibarius y
Tricholoma imbricatum son dominantes en sitios antiguos. Al estudiar las
micorrizas, las especies mas abundantes fueron Cenococcum geophilum, una
especie del género Clavulina y muestras pertenecientes a la familia Atheliaceae en
los sitios jovenes, mientras que los sitios intermedios y antiguos fueron dominados

por muestras de especies de la familia Thelephoraceae.

En Meéxico las investigaciones se han enfocado en la ecologia de
comunidades de hongos ectomicorrizicos en bosques de coniferas a nivel de
esporomas, estos trabajos frecuentemente encuentran que el género Laccaria es
de los que produce esporomas mas abundantemente. Por ejemplo: L. amethystina
y L. laccata en el estado de Veracruz (Villarreal, 1996); L. laccata s.I., L. proxima,
L. bicolor s.l. y L. amethystina s.I. en Michoacan (Gomez-Reyes, 2005); L. laccata
s.l., L. amethystina s.l. y L. bicolor s.I. en Chihuahua (Quifionez-Martinez et al.,
2005); L. trichodermophora, L. bicolor s.l. y L. amethystina s.I. en Tlaxcala
(Montoya et al.,, 2005); L. laccata var. pallidifolia, L. vinaceobrunnea y L.
amethysteo-occidentalis en Oaxaca (Garibay-Orijel et al., 2009); L. bicolor s.l. y L.
laccata s.l. en Morelos (Reverchon et al., 2012); L. sp. 1 y L. sp. 2 en Oaxaca
(Gomez-Hernandez et al., 2019).

En contraste, los estudios de estructura de comunidades a nivel de
ectomicorrizas registran que los géneros mas abundantes son: Tuber en Guerrero
en un bosque de Quercus (Morris et al., 2008a; 2008b); Clavulina y Cortinarius en
Tlaxcala en Alnus (Kennedy et al., 2011); Clavulina cf. cinerea en el Estado de
México en Abies religiosa (Arguelles-Moyao et al., 2016); Tomentella y Russula
en Michoacan en Quercus (Garcia-Guzman et al., 2017); Russula aff. olivobrunnea

en el Estado de México en Abies religiosa (Arguellez-Moyao et al., 2018).
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Ixtlan De Juarez, Oaxaca es una comunidad modelo desde el punto de
vista forestal. Tiene la certificacion internacional del Forest Stewardship Council
(FSC) desde 2001 hasta la fecha (Pacheco-Aquino et al., 2015). También es un
modelo micolégico pues diversos estudios de estructura de la comunidad a nivel
de esporoma se han llevado a cabo en dicha zona (Garibay-Orijel et al., 2009;
Gomez-Hernandez et al., 2019) en los cuales el género Laccaria es de los mas
abundantes. Dado que este patron persiste a lo largo del tiempo, se planted la
siguiente hipotesis de trabajo: siendo el género Laccaria el mas abundante a nivel

de esporomas, también debe de serlo a nivel de micorrizas.

Método

Area de estudio. Ixtlan de Juarez, Oaxaca, se ubica entre los grados 17°
18°16” y 17°34° 00" N; y entre 96° 31°38” y 96° 20°00” O, en un intervalo altitudinal
de 1 900 a 2 900 m. Tiene clima templado humedo con lluvias en verano C(m) (w")
b(i')g (Ruiz-Aquino et al., 2015), con temperatura media anual de 15 °C,
precipitaciones que van de 1 000 a 1 300 mm concentradas en junio a noviembre
(Castellanos-Bolafios et al., 2010). El tipo de suelo predominante es acrisol
humico (Ah) con textura media limosa. La region se encuentra incluida en la
provincia fisiografica denominada “Sistema Montafioso del Norte de Oaxaca”. Es
un area de topografia muy accidentada, una parte de esta provincia podria
considerarse como prolongacion de la Sierra Madre Occidental (Castellanos-
Bolarios et al., 2010).

La superficie total del municipio es de 19 310 hectareas, de las cuales 12
389 estan bajo manejo forestal; la comunidad es pionera en el manejo forestal
sustentable, desde el afio de 2001 hasta la fecha cuenta con la certificacidon
forestal internacional SmartWood de Rainforest Alliance, que ejecuta la
certificacion para FSG (Forest Stewardship Council), asi como la certificacion por
parte del Fondo Mundial para la Naturaleza (WWF). La estructura del bosque esta
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integrada por Pinus patula, P. oaxacana, P. pseudostrobus, P. douglasiana, P.
ayacahuite, P. teocote, P. hartwegii (=rudis), P. leiophylla, Quercus corrugata, Q.
crassifolia, Q. rugosa, Clethra lanata y Arbutus xalapensis (Castellanos-Bolafos et
al., 2010; Ruiz-Aquino et al., 2015); si bien la diversidad es amplia, cabe
mencionar que existen rodales de uso forestal que son estrictamente de P. patula

y en sus alrededores domina Q. crassifolia generalmente.

Trabajo de campo. Para conocer la importancia del género Laccaria en la
comunidad de esporomas de hongos ectomicorrizicos comestibles, se eligieron
tres parcelas al azar (Tabla 1) monitoreando la produccion de esporomas durante
la temporada de lluvias (junio-octubre de 2013) cada 15 dias, teniendo un total de
nueve muestreos en cada sitio. Las parcelas tuvieron una extension de 100 x 100
m, y en cada una de ellas se realizaron diez transectos aleatorios de 34 m de largo
por 4 m de ancho. Se tomoé el dato de numero de esporomas y peso fresco por
especie presente; teniendo en consideracion el rango de hongos raros (uno a diez
esporomas), escasos (11-100), abundantes (101-1 000) y muy abundantes (mas
de 1 000 esporomas) (Garibay-Orijel et al., 2009); la determinacidén taxondmica se

llevo a cabo con literatura especializada de los diversos géneros encontrados.

En el caso de las ectomicorrizas el muestreo se llevo a cabo en el mes de
septiembre del mismo afo, en las mismas parcelas en las que se muestrearon los
esporomas, se realizaron tres transectos de 60 m de largo separados entre si por
20 m. En éstos, en los metros 20, 40 y 60 se recolect6 suelo con un tubo de PVC
de 30 cm de largo por 2.5 cm de diametro (Kennedy et al., 2011; Reverchon et al.,
2012). En total se muestrearon nueve nucleos de suelo por parcela cada uno de
30 cm de profundidad, los cuales se almacenaron en bolsas de plastico en campo

y se colocaron en el refrigerador para ser procesados en laboratorio.
Para la obtencion de las ectomicorrizas se tamiz6 el suelo a través de dos

tamices, uno de 850 micras y otro de 2 mm de apertura. Con agua corriente se

enjuago el suelo y se colocd el contenido de raices que quedd sobre estos en una
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tina de color blanco (para facilitar la observacion de raices) llena de agua. Se
tomaron las raices ectomicorrizadas con ayuda de pinzas de punta fina y se
colocaron en frascos con agua destilada fria. La diseccion se realiz6 sobre una

caja Petri bajo el microscopio estereoscopico.

Tabla 1 Caracteristicas de las parcelas estudiadas a nivel de esporomas y ectomicorrizas

en Ixtlan de Juarez, Oaxaca.

SITIO | SITIO I SITIO 1l
“Camino Real’ “Viveros” “Madrofios”
Ubicacion (UTM) 1921348 N 1920835 N 1923044 N
770298 E 768728 E 767783 E
Altitud 2796 2480 2461
Pendiente 22° 15° 47°
Exposicion de ladera Sur (S) Noreste (NE) Sureste (SE)
Compactacion de suelo Baja Media Baja
Tipo de vegetacién Pinus (70%) Pinus (90%) Pinus (60%)
Quercus (30%) Quercus (10%) Quercus (40%)
Altura dominante 24.1 m en promedio 31.2men 25.2men
promedio promedio
Especie arborea Pinus patula Pinus patula Pinus patula

dominante

Secuenciacion de DNA de micorrizas. La extraccion de DNA se llevo a cabo
con el kit Xnap (Sigma-Aldrich) utilizando placas para PCR (GENEMate, ISC
BioEXpress) de 96 pozos, en cada pozo se agregaron diez um de solucion de
extraccion adicionando en cada uno un fragmento de 1 mm de micorriza.
Posteriormente en el termociclador (Applied biosystems) se colocaron las
muestras con el siguiente programa: 65 °C por diez minutos y 95 °C por diez
minutos (Kennedy et al., 2011; Garibay-Orijel et al., 2013). Posteriormente se
afadieron 20 um de solucién de disolucién, se dejaron reposar durante 30 minutos
a temperatura ambiente y después se guardaron a 4 °C. Una vez que se obtuvo el
DNA se amplifico la region de los interespaciadores ribosomales (ITS). La region
ITS de ADNr se amplifico utilizando los cebadores ITS1F e ITS4 (White et al.,
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1990; Gardes y Bruns, 1996) y la mezcla maestra Redextract-N-Amp (Sigma-
Aldrich).

La PCR se llevé a cabo mediante el siguiente protocolo: 94 °C por 3 min
(desnaturalizacién); 34 ciclos de 94 °C por 1 min (desnaturalizacion), 51 °C por 1
min (alineamiento), 72 °C por 1 min (elongacién); un ciclo de 72 °C por 8 min y
finalmente 4 °C (Izzo et al., 2005; Garibay-Orijel et al., 2013; Arglielles-Moyao et
al., 2016). La calidad de los amplicones se evalué mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, aquellos amplicones de buena calidad se limpiaron con 1 um de
EXO-SAP-IT (Affymetrix) y 1 um de agua de PCR por cada 3.5 wum de muestra de
PCR en un termociclador a 37 °C durante 45 min, seguido de 80 °C durante 15 min
y manteniéndola a 4 °C. Los productos de PCR limpios se secuenciaron en
sentido inverso con el cebador ITS4 en el Laboratorio de Secuenciacion Genomica
de la Biodiversidad en el Instituto de Biologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México (Garibay-Orijel et al., 2013; Arglelles-Moyao et al., 2016).

Las secuencias de ADN fueron editadas y agrupadas en Unidades
Moleculares de Operacion Taxondmica (MOTUs) con una similitud de nucleotidos
del 97% en Geneious R8. Para asignar identidad taxonomica a los MOTUs,
realizamos una busqueda BLAST en GenBank (NCBI) utilizando solo secuencias
de especimenes voucher (Arguelles-Moyao et al., 2016; Arguelles-Moyao y
Garibay-Orijel, 2018). Las secuencias representativas de cada MOTU se
depositaron en Genbank con los cédigos MT329593-MT329618.

Analisis de resultados: Se compard la abundancia de las especies de

hongos ectomicorrizicos encontrados a nivel de esporomas contra la abundancia

de las micorrizas en tres parcelas en el afio de 2013.
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Resultados

La diversidad de hongos comestibles a nivel de esporomas fue de 17 taxa
(13 ectomicorrizicos y 4 saprobios). Los sitios muestreados con mayor diversidad
de especies fueron el S1y S2 con 12 taxa cada uno; el sitio con menos especies
fue el S2 con diez. Teniendo que los sitios mas parecidos entre si fueron S1-S3
con similitudes del 54%, mientras que los sitios mas distintos entre si fueron S1-S2

y S2-S3 con 25% y 10% respectivamente.

Se registraron en total 2 380 esporomas, teniendo en promedio 793
esporomas por sitio de muestreo; durante el mes de agosto el S1 y S3 alcanzaron
un promedio de 500 esporomas, mientras que para septiembre el S1 disminuyé a
180 y el S3 aumento a 1 050. Laccaria laccata fue la unica especie que produjo
mas de 1 000 esporomas; de tal forma que siete especies fueron comunes y seis

raras (Tabla 2, Figura 1).

En el caso de la produccion de biomasa total, Laccaria laccata fue la
especie de mayor produccion con 2.107kg/3 SM, seguida de Cantharellus
tubaeformis con 1.428kg/3 SM; el resto de las especies obtuvieron una biomasa
menor a los 500g/3 SM. La produccion de esporomas comenzo desde principios
de junio hasta finales de octubre para Lactarius chrysorrehus (FT = 0.88), seguida
de Suillus tomentosus (FT = 0.66) y L. laccata, C. tubaeformis e Hydnum
repandum (FT = 0.55) (Tabla 2). Se encontr6 que Russula cyanoxantha solo
apareci6 en el S1, asi como L. proxima exclusivamente en el S2; cuatro especies
estuvieron presentes en todos los sitios de muestreo: S. tomentosus, L. laccata, L.

vinaceobrunnea y L. chrysorrheus.

Tabla 2 Variables ecoldgicas en la produccién de esporomas de hongos ectomicorrizicos

de Ixtlan de Juarez, Oaxaca

Especie AA AR FT FE FER EBT EBR
*Laccaria laccata 1033 043 05 1 0.09 2107.3 0.34
*Cantharellus tubaeformis 648 0.27 05 0.6 0.05 1428.8 0.23
*Lactarius chrysorrehus 230 010 08 1 0.09 1007.3 0.16
*Laccaria vinaceobrunnea 201 008 04 1 0.09 346.2 0.06
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*Otidea onotica 58 0.02 04 06 005 918 0.02

*Gymnopus confluens 54 002 02 03 003 375 0.01
*Laccaria proxima 45 0.02 01 03 0.03 915 0.01
**Hydnum repandum 28 001 05 1 0.09 2651 0.04
**Suillus tomentosus 28 0.01 06 1 0.09 487.7 0.08
**Cantharellus lutescens 22 0009 01 03 003 115 0.002
**Gymnopus dryophilus 16 0.007 03 1 0.09 624 0.01
**Amanita vaginata 9 0.004 03 1 0.09 1745 0.03
**Lactarius deterrimus 6 0.003 0.1 1 005 7438 0.01

AA: Abundancia Absoluta. AR: Abundancia Relativa. FT: Frecuencia Temporal. FE:
Frecuencia Espacial. FER: Frecuencia Espacial Relativa. EBT: Estimaciéon de Biomasa

Total. EBR: Estimacion de Biomasa Relativa. *Especies comunes. **Especies raras.
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Figura 1 Abundancia relativa de esporomas de hongos comestibles en los bosques de

Ixtlan de Juarez, Oaxaca.

A nivel de micorrizas se obtuvieron 57 secuencias de ectomicorrizas, las
cuales correspondieron con 26 taxa de hongos ectomicorrizicos, 14 identificadas a
nivel de especie, 10 nivel de género, 1 a nivel de familia y 1 a nivel de orden. Las
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especies pertenecieron principalmente a la familia Russulaceae (dos géneros, seis
especies) siendo también la familia mas abundante, seguida de Cortinariaceae (un
género, cuatro especies) y Thelephoraceae (un género, tres especies). Se
encontr6 una riqueza de 13 géneros ectomicorrizicos: Byssocorticium,
Cenococcum, Cortinarius, Elaphomyces, Hydnum, Hygrophorus, Lactarius,
Piloderma, Ramaria, Russula, Sebacina, Sistofrema y Tomentella (Tabla 3). El
género mas diverso fue Russula con cinco especies, seguido de Cortinarius con
cuatro y Piloderma y Tomentella con tres especies cada uno. Las especies con
mayor frecuencia fueron Lactarius aff deceptivus (catorce micorrizas) con una
AR=0.25, Cortinarius aff ochrophyllus AR=0.12 (siete micorrizas), Hydnum aff
cuspidatum, Russula sp.1 y Sebacina aff dimitica (tres micorrizas cada una)
AR=0.05; el resto fueron encontradas en dos (AR=0.04) o una micorriza (AR=0.02)
(Tabla 3, Figura 2).

Tabla 3 Identificacién molecular y abundancia de las ectomicorrizas.
Acceso Identidad en % Id Especie # AR
GenBank Genbank Mic
KF937330 Lactarius deceptivus  97.2  Lactarius aff deceptivus 14 0.25
FJ039605 Cortinarius ochrophyllus 96.4 Cortinarius aff ochrophyllus 7  0.12

NR_164032  Hydnum cuspidatum  97.8  Hydnum aff cuspidatum 3 0.05
MH496786 Russula sp. 98.5 Russula sp.1 3 0.05
KF061273 Sebacina dimitica 99.1 Sebacina aff dimitica 3 0.05
LC095108 Cenococcum geophilum 98.6  Cenococcum geophilum 2 0.04
KY626136 Ramaria magnifica 96.7 Ramatria aff magnifica 2 0.04
JF834357 Russula 96.1 Russula aff chameleontina 2  0.04
chameleontina
AJ277910 Russula cremoricolor  98.4 Russula cremoricolor 2 0.04
MK532794  Russula subsulphurea 96.4  Russula aff subsulphurea 2 0.04
KX389136 Tomentella sp. 96.0 Tomentella sp.1 2 0.04
KX899032 Uncultured 85.5 Albatrellaceae sp. 1 0.02
Albatrellaceae
KY548875 Byssocorticium sp. 96.5 Byssocorticium sp. 1 0.02
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MH211780
MF1530565
JX630789

KX238833

JQ991728
FJ196923
JQ711915
DQ469280
KF476783
JF834373

Cortinarius sp.
Cortinarius sp.
Uncultured Cortinarius

Elaphomyces asperulus

Uncultured Helotiales
Uncultured Hygrophorus
Piloderma olivaceum
Piloderma byssinum
Uncultured Piloderma

Russula sp.

NR_158892 Sistotrema luteoviride

u83480

FJ210770

Tomentella
ramosissima

Uncultured Tomentella

93.4
95.2
97.0
96.9

99.3
100
99.5
95.2
94.2
97.7
98.2
96.6

98.1

Cortinarius sp.1
Cortinarius sp.2
Cortinarius sp.3
Elaphomyces aff
asperulus
Helotiales sp.
Hygrophorus sp.
Piloderma olivaceum
Piloderma aff byssinum
Piloderma sp.
Russula sp.2
Sistotrema luteoviride
Tomentella aff
ramosissima

Tomentella sp.2

—_— ) -

B e e . e N

1

0.02
0.02
0.02
0.02

0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02

0.02

% Id: Porcentaje de similitud nucleotidica. AR: Abundancia Relativa. # Mic: Numero de

micorrizas.
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0.20
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Figura 2 Abundancia relativa de ectomicorrizas en los bosques de Ixtlan de Juarez,

Oaxaca.
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Discusion

A nivel de género, Laccaria es el mas productivo en esporomas en los
bosques de Ixtlan de Juarez, en sitios con manejo y sin manejo forestal a través
del tiempo (Garibay-Orijel et al., 2009; Gémez-Hernandez et al. 2019). Garibay et
al. (2009) registraron un total de 81 especies de hongos comestibles monitoreados
durante dos afnos en ocho sitios muestreados, en el presente estudio la diversidad
estuvo representada por tan solo el 21% de lo reportado en 2009, esto en una
temporada de lluvias en tres sitios muestreados. La produccién total de esporomas
en 2001 fue de 5 851 en 2002 fue de 4 611 (tomando en cuenta solo tres sitios
muestreados), mientras que en 2013 se obtuvo el 41% y el 51% en relacion al
2001 y 2002 respectivamente. La baja produccion de esporomas en 2013 se
puede deber a diversos factores ambientales, edaficos, entre otros; recordando
que los hongos presentan la caracteristica de formar esporomas de forma no
periodica y/o regular. No obstante la especie con mayor abundancia en 2009
(AR=0.44) y 2013 (AR=0.43) fue Laccaria laccata, cabe mencionar que los sitios
muestreados por Garibay-Orijel et al. y los del presente estudio, aunque son
diferentes son homogéneos teniendo a Pinus patula como la especie dominante a

nivel arboéreo.

El tamano del area muestreada en términos de abundancia en los bosques
de Ixtlan de Juarez parece no ser un factor que afecte el resultado en cuanto a la
especie dominante de hongos micorrizicos y esto podria ser por la homogeneidad
de la vegetacion; en términos de biomasa L. /laccata presentd la mayor produccion
en 2001 con 6.62 kg/3 SM y en 2002 con 6.61 kg/3 SM, de igual forma para 2013
fue la especie mas productiva, sin embargo, comparando con lo reportado por
Garibay-Orijel et al. (2009) fue 68% mas bajo.

Gbémez- Hernandez et al. (2019) registraron al género Laccaria como uno

de los mas diversos en términos de especies (nueve), teniendo que Laccaria sp.1

es la tercera especie mas abundante, creciendo en un bosque bajo manejo
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forestal. Garibay-Orijel et al. (2009) y el presente estudio coincidieron en la

dominancia de L. laccata en un bosque sin manejo forestal.

El muestreo de micorrizas nos permitié reconocer las especies abundantes
a nivel de raiz teniendo que Lactarius aff deceptivus (Figura 3) y Cortinarius aff
ochrophyllus fueron las especies mas representativas en los sitios de muestreo
dentro de un bosque de edad madura, no encontrando a Laccaria dentro de los
géneros identificados. Ramirez-Miguel (2019) en la misma localidad (Ixtlan de
Juarez) estudio la frecuencia de micorrizas en un bosque en regeneracién con tres
afios de edad después del aprovechamiento forestal de Pinus patula. El reporta a
Russula (19%) como el género mas abundante, seguida de Cenococcum vy
Tomentella (11% respectivamente), y finalmente Laccaria (4%). Si bien la
dominancia a nivel de esporoma en los bosques de Pinus en Ixtlan de Juarez la
presenta Laccaria a nivel de micorrizas no es asi, obteniendo una falta de
correspondencia entre ambas fases en bosques maduros, aunque en bosques

jovenes si se encuentran sus micorrizas.

Se sabe que las especies de Laccaria son de las primeras en colonizar los
sistemas radiculares en plantas jévenes, siendo utilizadas para la inoculacién
desde invernadero, por su capacidad de micorrizar y con ello garantizar el éxito en
el establecimiento en campo (Pera y Parladé, 2005; Quoreshi et al., 2009). Un
fendbmeno observado en los estudios a nivel de esporomas en México es la
dominancia del género Laccaria, permitiendo de esta forma ser especies modelo
en procesos de inoculacion en invernadero (Villarreal, 1996; Gdmez-Reyes, 2005;
Quinonez-Martinez et al., 2005; Montoya et al., 2005; Garibay-Orijel et al., 2009;
Gomez-Hernandez et al., 2019; Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019).

Reverchon et al. (2012) en un bosque joven de Pinus montezumae encontrd
que Inocybe y Laccaria eran los géneros con mayor dominancia a nivel de
esporomas; mientras que a nivel de micorrizas fueron Cenococcum geophilum,

Clavulina sp. 2 y la Familia Atheliaceae. Para los bosques de Pinus en Ixtlan de

70



Juarez existe una similitud en cuanto a patrones, teniendo una falta de
correspondencia entre lo encontrado entre las fases sexuales (esporomas) y
vegetativas (micorrizas). Nuestro estudio coincide con Rerverchon et al. (2012)
encontrando a Laccaria dominante a nivel de esporoma, pero no a nivel de
micorrizas. Mientras que en un bosque viejo Reverchon et al. (2012) registraron
como abundante a Amanita flavoconia, Cantharellus cibarius y Tricholoma

imbricatum y en micorrizas fue de la Familia Thelephoraceae.

Existe una clara diferencia entre un bosque joven y uno maduro en cuanto a
dominancia de hongos ectomicorrizicos y esto potencialmente puede ser por los
requerimientos nutrimentales de la planta en los diferentes estados de desarrollo,
asi como las condiciones edaficas, la comunidad microbiana, entre otros factores.
Pérez-Pazos (2018) estudié la composicidn de la comunidad fungica en ambas
fases en un bosque monodominante de Abies religiosa en el Estado de México,
encontrando una dominancia en esporomas y micorrizas por Clavulina, esto es un
fendbmeno poco frecuente, no obstante él propone que los esporomas de Clavulina
se pueden comportar como saprobios facultativos.

La falta de correspondencia entre los estudios a nivel de esporomas versus
micorrizas es una constante en ecologia de hongos ectomicorrizicos, no obstante
el tipo de muestreo potencialmente puede ser un factor determinante. Como
menciona Rosinger et al. (2018) las estrategias para la adquisicion de nutrientes
presentan caracteristicas que permiten a los hongos ectomicorrizicos ser mas
eficientes, es decir, si se sabe que el género Laccaria la profundidad en la que se
puede encontrar es mucho mas profunda y cercano a las raices. Por lo tanto, el
muestreo tendria que ajustarse a el tipo de exploracion de las micorrizas
estudiadas, que pare Laccaria es de mediana distancia; en consecuencia el

muestreo tendria que ser potencialmente muy cerca del hospedero.

Potencialmente los géneros abundantes a nivel de esporomas y micorrizas

como son Laccaria, Cantharellus, Lactarius y Cortinarius (Figura 3) tendrian que
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ser centro de atencion en programas de micorrizacion y poder ser evaluados en
invernadero, con eso comenzar a pensar en consorcios de hongos
ectomicorrizicos mas importantes. Conocer y reconocer los actores involucrados
en el sistema ectomicorrizico en los diferentes niveles de estudio (esporomas,

esporas, micelio y micorriza), permitira un mejor entendimiento de la compleja

enfoque holistico, garantizando de esta forma el éxito en invernadero y campo, en

proyectos de reforestacion, aforestacion y migracién asistida.

Figura 3 Hongos comestibles y ectomicorrizicos mas abundantes a nivel de esporomas y
ectomicorrizas en los bosques de Ixtlan de Juarez, Oaxaca. a) Laccaria c.f. laccata; b)
Cantharellus tubaeformis; c) Otidea onotica; d) Laccaria c.f. vinaceobrunnea; €) Lactarius

deceptivus.
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Conclusiones

Las caracteristicas de los bosques de Pinus de Ixtlan de Juarez presentan
un patron muy similar de condiciones, que a nivel de produccién de esporomas se
ve reflejado en el patron de dominancia por el género Laccaria, patron que ha sido
constante durante los ultimos 20 afios.

La hipdtesis planteada en el presente estudio se rechaza, ya que la
dominancia a nivel de esporoma del género Laccaria no corresponde a nivel de
micorrizas, donde el género Lactarius (L. aff deceptivus) es el mas abundante.

Finalmente, la falta de correspondencia entre ambas fases pudiera ser por
diversos motivos, el mas probable es que a nivel de micorrizas Laccaria es un
simbionte especializado en pinos jévenes pionero en la micorrizacion de plantulas,
por lo tanto en los bosques maduros estudiados ya ha sido reemplazado por

géneros de etapas mas avanzadas como Lactarius, Cortinarius y Russula.
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SYMPATRIC SPECIES DEVELOP MORE EFFICIENT
ECTOMYCORRHIZAE IN THE Pinus-Laccaria SYMBIOSIS

Resumen

La simbiosis micorrizica es 6ptima cuando la planta y los hongos son simpatricos.
Sin embargo, en las plantaciones forestales tipicamente se usa inéculo exaético. En
este trabajo, la eficacia de la micorrizacion se determind mediante la evaluacién
del efecto de 2 especies de hongos simpatricos (Laccaria trichodermophora y L.
bicolor s. I.) y 2 alopatricas (L. laccata var. laccata y L. vinaceobrunnea) en el
crecimiento y contenido de nutrientes de Pinus montezumae. También evaluamos
el efecto de Pseudomonas fluorescens (Pf_Ag001). Después de 1 afo de
crecimiento, evaluamos el porcentaje de micorrizacion, la altura de la planta, el
diametro en el collar de la raiz, el peso seco y el contenido de nutrientes (N, P, K).
El porcentaje de micorrizacion varié de 93.5% a 98.5%. Los tratamientos que
mostraron una mayor eficiencia fueron los inoculados con especies simpatricas.
Todos los tratamientos con Laccaria, en presencia o ausencia de bacterias,
mostraron una mejor respuesta en comparacién con los controles no inoculados.
Este trabajo demuestra la importancia de usar in6culo de especies simpatricas ya
que estan genéticamente predispuestas a asociarse con sus hospederos y estan
naturalmente adaptadas a las condiciones ambientales y edaficas locales.
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Abstract

The mycorrhizal symbiosis is optimal when the plant and the fungi are sympatric. However, in forest plantations
the inoculum typically belongs to exotic or allopatric fungi. In this paper, the cfficiency of mycorrhization was
determined by evaluating the effect of'2 sympatric tungi species (Laccaria trichodermophora and L. bicolor 5.1} and
2 allopatric (L. laccata var. laccata and L. vinaceobrunnea) on the growth and nutrient contents of Pinus montezumae.
We also tested the effect of the mycorrhizal helper bacteria Pseudomonas fluorescens (Pf_Ag001). After | year of
growth, we evaluated the mycorrhization percentage, plant height, diameter at root collar, dry weight and nutrient
contents (N, P, K) of aerial part and roots. The mycorrhization percentage varied from 93.5% to 98.5%. The treatments
that showed higher efficiency (biomass accumulation and K contents) were those inoculated with sympatric species.
All Laccaria treatments, cither in the presence or absence of the bacteria, showed a better response compared to
not inoculated controls. This work demonstrates the significance of using inocula of sympatric species as these
are genetically predisposed to associate with their hosts, naturally adapted to the local environmental and edaphic
conditions compared with those of allopatric origin.

Keywords: Ectomycorthizal inoculum: Exotic; Laccarialaccata: Laccaria trichodermophora: Laccaria vinaceobrunnea;
Laccaria bicolor;, Pseudomonas fluorescens: Pinus montezumae
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Resumen

La simbiosis micorrizica es 6ptima cuando la planta vy los hongos son simpatricos. Sin embargo, en las plantaciones
forestales tipicamente se usa indculo de hongos exéticos. En este trabajo, la eficacia de la micorrizacion se determind
mediante la evaluacion del efecto de 2 especies de hongos simpdtricas (Laccaria trichodermophora y L. bicolor
5.0y y 2 alopatricas (L. laccata var. laccata y L. vinaceobrunnea) en el crecimiento y contenido de nutrientes de
Pinus montezumae. También evaluamos ¢l efecto de la bacteria ayudadora de micorrizas Pseudomonas fluorescens
(Pf Ag001). Después de 1 ailo de crecimiento, evaluamos el porcentaje de micorrizacion, la altura de la planta, el
diametro en el collar de la raiz, el peso seco y el contenido de nutrientes (N, P, K). El porcentaje de micorrizacion
vario de 93.5% a 98.5%. Los tratamientos que mostraron una mayor cficiencia fucron los inoculados con especies
simpatricas. Todos los tratamientos con Laccaria, en presencia o ausencia de bacterias, mostraron una mejor respuesta
en comparacion con los controles no inoculados. Este trabajo demuestra la importancia de usar indculos de especies
simpitricas ya que estian genéticamente predispuestas a asociarse con sus hospedadores y estin naturalmente adaptadas
a las condiciones ambientales y edaficas locales.

Palabras clave: Indculo ectomicorrizico: Exético: Laccaria laccata; Laccaria trichodermophora: Laccaria

vinaceobrunnea; Laccarvia bicolor; Pseudomonas fluorescens; Pinus montezumae

Introduction

The ectomycorrhizal symbiosis between fungi and trees
or shrubs, both Gymnosperms and Angiosperms, mainly
occurs in temperate and boreal zones. This symbiosis is
ecologically relevant due to the impact on the structure,
composition, and functioning of plant communitics
(Pérez-Moreno & Read, 2004; Smith & Read. 2008;
Umbanhowar & McCann, 2005). Mycorrhized seedlings
have advantages over non mycorrhized ones since fungi
improve their nutritional status, water absorption, drought
and disease resistance enhancing plant growth and fitness
(Barroetavena & Rajchenberg, 2003; Bonfante & Genre,
2010; Pérez-Moreno & Read. 2000).

However, the outcome of the mycorrhizal symbiosis
varies from positive to neutral (even negative) depending
on the plant species, the species of fungus and their
origin, as well as the soil fertility (Barroetavena et al.,
2016; Umbanhowar & McCann, 2005). The origin
of the participants, i.e., whether they are sympatric or
allopatric, is particularly important because it determines
its natural predisposition to establish the symbiosis. In
previous studies with arbuscular mycorrhizal fungi, the
results indicate significant effects in the local adaptation
when the tests have included sympatric plants and fungi,
instead of allopatric combinations (Hoeksema et al., 2010;
Klironomos, 2003; Rua et al.,, 2016). The ectomycorrhizal
symbiosis with native species has also shown better local
adaptations, mostly reflected in terms of plant growth
and colonization (Carrasco-Hernandez et al., 2010, 2011;
Carrera-Nieve & Lopez-Rios, 2004; Cuevas-Rangel.
1979; Martinez-Reyes et al., 2012; Méndez-Neri et al.,
2011; Perea-Estrada, 2009; Quoreshi et al., 2009; Valdés
et al., 1983, 2009).

Species of the genus Laccaria (Berk & Bromme)
are among the main ectomycorrhizal fungi used around
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the world (Kropp & Mueller, 1999). Laccaria species
are habitat pioneers and they have been used as model
species in the study of ectomycorrhizal symbiosis (Khasa
ct al., 2009; Pera & Parladé, 2005; Quoreshi ct al., 2008;
Trappe, 1977; Wadud et al., 2008, 2014). Additionally, the
publication of the genome sequence of the ectomycorrhizal
fungus, L. bicolor (Martin & Sclosse, 2008), was the
foundation of subsequent studies of the ectomycorrhizal
interaction at genomic level (Larsen et al., 2011). Species
of this genus have been used to perform mycorrhization on
different tree genera such as Pinus, Pseudotsuga, Betula,
Quercus, among others (Dixon & Johnson, 1992; Gibson
& Deacon, 1988; Mortier et al., 1988; Onwuchekwa et al,,
2014; Parladé & Alvarez, 1993; Sudhakara & Natarajan,
1997; Zadworny et al., 2004). Even though all species of
the genus are considered good mycorrhizal candidates, the
former statement is not always accurate at the species level
because the symbiosis is highly specific (Kropp & Mueller,
1999; Molina et al., 1992; Perea-Estrada et al., 2009;
Wilson et al,, 2017). Therefore, the adaptation to local
conditions reflects evolutionary processes in the plant-
fungal symbiosis process under specific environmental
conditions within the geographic distribution of both
symbionts (Hocksema et al., 2010).

Species of Laccaria that have been used in
mycorrhization processes are L. laccata s.l., L. bicolor,
L. amethystina, L. proxima, and L. trichodermophora in
association with Pinus as P. avacahuite, P. banksiana,
P. contorta, P. densiflora, P. douglasiana, P. greggii,
P. michoacana, P. montezumae, P. oaxacana, P. patula,
P. pinaster, P. pinea, P. pseudostrobus, P. radiata, P.
rudis, and P. sylvestris (Carrasco-Hernandez et al., 2010,
2011: Carrera-Nieve & Lopez-Rios, 2004; Chapela et al_,
2001: Galindo-Flores et al.. 2015; Hynson et al., 2013;
Martinez-Reves et al,, 2012; Méndez-Neri et al., 2011;
Onwuchekwa et al., 2014 Parladé & Alvarez, 1993; Pera
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& Parladé, 2005; Perea-listrada et al., 2009; Perrin et al.,
1997 Quoreshi ¢l al., 2009; Sudhakara & Natarunja, 1997;
Teramoto ct al., 2012; Valdés ct al., 2006; Zadworny ct
al., 2004). However, in previous works, the efficiency of
sympatric versus allopatric species with aus hosts has
not been experimentally tested,

The cctomycorthizal  symbiosis 18 a  tripartite
partnership. where mycorrhizal helper bacteria (MHB)
promote host colonization and enhance the symbiosis
lunction (Aspray ¢l al,, 2013; Garbuye, 1994; Frey-Klelt
ct al.. 1999; Vik ct al., 2013). There are MHB included
in the genera Enterobacter, Paenibacillus, Pseudomaonas.
Burkholderia, Rhkodococeus and Strepomvees (Kumari
el ul, 2013). The MHB can promole mycorrhizalion in
the bacteria-fungus-plant interaction. However, in general
the MHB favor the phase of pre-infection as they favour
spore germination, mycelia growth through the soil, as
well as aninerease in the rool susceptibility to mycorrhizal
colonization. These effects have been demonstrated for
Pseudomonas fluovescens i L. laccara and L. bicolor
(Devean et al., 2007, 20140; Duponnois & Garbaye, 1991;
Freyv-Kletl et al., 1999).

With the aim of producing native cctomycorrhizal
inocula suitable for forest plants adapted to local
conditions we selected the Trans-Mexican Volcanic Belt
(TMYR) as a study model, The TMVY is around 1,000
km length with irregular amplitudes ranging between
80 and 230 km. This mountain range is recognized as
a center of diversification, endemism and biogeographic
transition for a variety of taxa, making it one ol the most
helerogencous  and  complex  biogeographic  provinees
(Flores-Villela & Canseco-Mdarquez, 2007; Morrone.
2010; Morrone & Escalante, 2002). Pinus is the most
diverse ectomycaorrhizal host worldwide, Mexico 1s
un important diversilication center lor Pinus  Lamb,
with 47 specics. from which 50% are distributed in
the TMVB (Farjon, 1996; Farjon & Styles, 1997).

To test the hypathesis that the ectomycaorrhiza becomes
more cilicient (in erms of plant growth and nutricnt
content) when a sympatric relationship between fungi and
plants exists, we evaluated the mycorrhization effect on /.
montezumae with 2 sympatric fungi (1. teichodermophorn
and L. Sicofor s.0) und 2 allopalric ones (L. faccata var,
laceara and L. vinaceobrunnea). We also tested the cffect
of P. fluovescens on the mycorrhization by the 4 fungal
Species.

Materials and methods

One of the most important forest trees in the TMVD
is Pinus montezumae Lamb, This species is naturally
distributed between 2.000 and 3.200 m asl forming large
woodland areas in the National Parks. Four Laccaria

species that produce sporomes in great abundance were
sclected (Guribay-Orijel ¢l al.. 2009; Montoya ¢L al,,
2005): Laccaria wichodermophora and L. bicolor 5.1, that
are sympatric with 2. montezumae, and L. laccaia var.
faceate and £ vinaceohrunnea that do not share the same
habitat with this host,

Fruitbodics of L. wrichodermophora and L. bicolor 5.1
were collected from the Malinche National Park in the State
of Tlaxcala. There, the average altitude is 3,200 m, climate
15 lemperate sub humid with annual average temperature ol
15.3 °C and an average rainfall range between 600 to 800
mm. The main vegetation are conifer forests dominated
by 1. montezamae, P feocote, 1 hartweydi, and Abies
refigiosq (Castillo-Guevara el al, 2012; Montoya el
al.. 2012). Fruithodics of L. laccata var. laccata and L.
vinaceohrunnea, were obtained from Ixtlan de Juarez. at
the Sterra Norte in the State of Oaxaca. In this area, the
average elevation is 2,470 m, the predominant climate
is temperate humid with annual average temperature of
15 ?C and average rainfall ranging between 1,000 and
1,300 mm. The main vegetation is constituted by mixed
lemperate Pinus-Quercus lorests dominated by 2. patula,
P. oaxacana. and P. douglasiana (UNFOSTI, 2012,
Valdés et al., 2006).

Pileus from fruithodies were dried at 35 "C and
manually grinded o obtain the inoculum. To know the
concentration of spores in the inoculum of cach species,
we performed triplicate counts in a Neubauer chamber. We
also conducted spore viability tests following the protocol
ol Moreno-Martines (1984) and Santiago-Martinez et al.
{2003) using 1.0% ol wirazolium buller, We prepured 1
L of 1.0%, 2. 3, 5 trifeniltetrazolium chloride in a buffer
solution. We mixed 400 mL of KH,PO, and 600 mL of
Nal IIP(_)4-I '20 solution; we added 10 g ol tetrazolium salt,
adjusted o pH 6 with KOH. In 1.5 L Eppendor! tubes we
placed a sample of cach inoculum. we re-suspended them
for 1 min with a vortex and incubated them for 30 min at
room temperature. We then counted the total number of
metabolically aclive spores in o Neubauer Chamber,

We acquired the MHB (strain P. fluovescens Pf_
Ag001) from BlOgqualitum that sells it under the tradename
BactoC’ROP guaranteging minimum concentration as 100
millions ol bacleria per gram.

Sceds of P. montezumae were collected from the
surroundings of the Iztaccihuatl Volcano in the State
of Mexico located in the TMVR. They were surface-
slerilized with hydrogen peroxide (H,0,) 30% and 20 mL
of Tween-20 in 500 mL distiled water, and subscquently
washed with running water and placed 24 h in water for
pre-germination. We used a substrate composed of a
1:1 mixture ol peal und agrolite and 134 mL conlainers.
Peat was sterilized with 50 kiloGrays of Gamma
radiation at the [nstitute of Nuclear Sciences. UNAM,
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as it has been shown it contains ectomycorrhizal fungi
spores resistant 1o pasteurization (Angeles-Argiiz el al.,
2016). At the beginning of the experiment, cach plant
was inoculated with 107 spores placed in water solution
added to the substrate, Bacteria treatments included (0.1
¢ ol BuctoCROP per container, diluted with the lungal
moculum. All plants remained 3635 days in the greenhouse
without any fertilization and watered with tap water every
third day up to the saturation point; all treatments were
randomly rotated every week.

The cxperimental design included 2 factors: (1) the
ectomycorrhizal fungal species. including 4 levels (L.
Irichodermaophora, L. hicolor s L., L. laceata var. loceato and
L. vinaceobrunnea); ¢2) the bacierial inoculum, including 2
levels (presence or abscnce of P fluorescens). We also
included a treatment only with bacterial inoculum and a
negative control without inaculum. In total, the experiment
had 10 treatments, with 13 seedlings each, comprising a total
of 130 experimental units, cach onc constituted by onc plant.

After a year of growth, we measured each plant height
from the root collar and the root collar diameter (RCID);
subsequently plants were dehydrated at 80 °C in an oven
during 48 h to c¢valuate the dried shoots and roots weight,
We determined total P. N and K content of the aerial and
root parts for 5 randomly selected pines by treatment.
Phosphorus was determined by colorimetry, N by wel
digestion (Bremmner, 1975), und K by flame photometry
ammonium acctate extraction (Chapman & Parker, 1986).

The mycorrhization percentage in the root system for
each seedling was randomly calculated, We divided the

Table 1

root system in 3 equal fractions (upper, middle and lower)
und randomly selected 4 secondary roots per [Taction, thus
twelve sccondary roots per plant were analyzed (Carrasco-
Hernandez et al., 201 1), counting the number mycorrhizal
and non-mycorrhizal root tips in each under a stereoscapic
MICTOSCOpe:,

Evaluation of the mycorrhization cffect and promotion
by MHB on each response variable was conducted using
two-factor variance analysis. When significant differences
were oblained, we looked lor the homogencous groups
by Tukey tests with the software Statistica 8 (StatSoft
ver.2008).

To describe the ectomycorrhizae maorphology, we
conducted the characterization ol structures as proposed
by Agcrer (1987-2002). Colors were recorded according
to Kornerup and Wanscher (1978). Photographs were
taken with the aid of a multifocal antomatic microscope
(Leica Z16 APOA) with an 8 mega-pixel camera (Leica
DFC490): 3D images were asscembled in Leica application
systems V4.3.0. Scanning electron photographs were
talken with a scanning electron microscope (IEOL JSM-
S310LY); anaomic characleristics were photographed
with an Olyvmpus BX51 microscope.

Results

The percentage of mycorthization varied from 93.5%
to 98.5%, we did not find significant differences between
sympatric and allopatric species. However, we found
significant diflerences (IFF = 35.95, p < 0.0001} between all

Growth, biomass sccumulation and mycorrhization of Pinus montezumae inoculated with different Laccaria species and P. fluarescens.

Origin Treatment  Height Root collar diam  Root drv weight Shoot dry weight  Toral dry weight  M%
(em) (cm) (mg) (me) (ng)

Sympatric  L.b 16.5abe 2.9 8.7a 20.0a 28.7a 93.5a
LDt 16.3¢ 2.8a 5.0a 20.0a 28.0a 95.4a
Lt 15.5¢ 2.3ab 5.8be 13.5b 19.3b 98.5a
L.tP.f 16.Fabe 2.%ab 6.2h 12.0h 18.2b 98.5a

Allopatric LawP.f 16.8abe 2.7ab 4.0de 8.0c 12.0¢ 94.5a
L1 16.7abe 2.5ab 4.5¢d T3¢ 11.8¢ 97.6a
l.v 17.1ab 2.4ab 3.7de T.0¢ Hh7e 95.7a
L.IP.f 17.9a 2.2ab 4.1de 6.3¢ 1).6¢c 97.1a

Controls C- 16.4abc 2.0ab 4.2de 7.3¢ 11.5¢ b
rf 16.6abc 1.7b 2.6e 39d 6.3d b

LUP.IT Laccaria richodermophora

fuorescens. L L. vinaceohrunnea, LL/P.[C L faceata var, laccata

Pyendomonas Tuorescens., L L.

richodermophaora, La/PA: L vinaceobrunnea + P,
P fluorescens, LI L. luccate var. fuceata. LO/PL: L bicolor

L. fivorescens, Lb: L. bicolor, C-! no-inoculated negative control, P11 . fluorescens, root collar diam: root collar diameter, M%:

myvcorthization percentage. Different letters show statistically significant differences on post hoc Tukey test (p < 0.05). n
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the mycorrhizal treatments and the 2 control treatments (C
and C/PF), which did not develop any mycorrhizae (Table 1).

The height ol plants was similar wmonyg (reatments,
There were significantdifferences (F=3.17. p<0.002) only
between the treatments ol Lacearia faccata var, laceata
with P. fluorescens (x = 17.9 cm) compared to those of L.
trichodermophora and 1. bicolor 5.0 with P, fluorescens (T
= [5.5 and 16.3. respectively). The remaining treatments
produced heights ranging from 16.3 to 16.8 cm. The root
collar diamcter (RCD) showed significant diflcrences (F =
2,49, p = 0.012) between L. hicolor 5.1 (x = 2.9 cm), and
L. bicolor s.{. wilh P, fluorescens (¥ = 2.8 cm) (reatments
compared to the control with only P. fluorescens (x = 1.7
cm). Although the negative control plants were thinner (¥
2.0 cm) than treatments inoculated with fungi, differences
were not significant (Table 1).

The 3 variables used to evaluate biomass (1.c.. root dry
weight, shoot dry weight and total dry weight) showed
the same (rend (Tuble 1), The best treatments were those
inoculated with L. bicolor with or without 7. fluorescens
(28.7 and 28.0 mg, respectively), having a signilicantly
greater biomass (F = 127.33, p = 0.0001) than the rest
of the treatments. Luccuria trichodermophora treatments
(with or without bactcria) had the sccond best total dryv
weight (19.3, 18.2 mg respectively) being significantly
higher thun the allopatric specics that did not presented
significant differences than the no-inoculated control. The
control inoculated only with 2. fluorescens showed the
lowest total dry biomass (X = 6.5 mg) (Table [).

Table 2

The P roots contents did not show significant
differences among the treatments (F - 1.27, p = (.284).
Howcver, both the P content in the shoots (F = 1,99, p =
0.067) and in the whole plant (F = 2.18, p = 0.044) showed
significant dillerences and [ollowed a similar trend, with
L. wichodermophora with P. fluorescens always with
higher values, Significant differences were observed in
the total P content between plants mycorrhized with L.
trichodermophora with . fluorescens (¥ 180.3 mg)
comparcd to both P. fluorescens control (¥ = 108.4 myg),
and the no-inoculated control (x = 106.5 mg) treatments.
The N content in shoots (F = 248, p = 0.024), rools
(F = 0.67. p = 0.728) and total (F = 0.93, p = 0.513)
parts ol the plant did not show any significant difTerences
between treatments and compared to the negative control.
This was also true for the K content in the roots (IF - .93,
p = 0.509). Mycorthizal plants inoculated with L. bicolor
showed the highest concentration of K in the shoots (x
= 34,0 mg), lollowed by L. bicolor with P. fluvrescens
(x = 26.6 mg) and L. trichodermophora (x = 26.1 mg)
treatments, showing significant dilferences (IF = 7.00,
p = 0.0001) relative to no-inoculated control (¥ = 14.4
mg). Total K of mycorrhizal plants with /. hicolor (T
60.7 my), L. bicolor and P. flnorescens (X = 51.4 my), L.
trichodermophora (x — 504 mp), L. trichodermophora
with P. finorescens (¥ = 44.7 mg), und L. faccata wilh
P. fluorescens (x = 43.0 mg) showed higher significant
concentrations (I = 4,76, p = 0,0001) than the negative
control (¥ = 32.1 mg) (Table 2).

Nutrient contents (mg) in Pinus montezumae inoculated with different Lacearia species and P. fluorvescens.

Treaunent  Ps Pr Pt Ns

L.vP.r 132.9a 47 4a 180.3a 09a
Lt 50.7ab 39.1a 119.8ab 1.2a
LwP.f 92.Yab 49 ¥a 142.7ab 1.1a
Lyv 95.5ab 40.0a 135.3ab 1.2a
L.b/P.f 96.3ab 334a 131.7ab 1.1a
Lb 95.dab 44.6a 140.0ab l.1a
LR 81.3ab 37.3a 118.6ah 0.%8a
L1 106.Tah 334a 140.1ab l.1a
P.f G2.4b 46.0a 108.4b 1.1a
- F0.0ab 36.3a 106.5b 0.9a

Nr Nt Ks Kr Kt
1.0a 1.9a 21.dbe 23.3a 44.7ab
0.%a 2.0a 26.1ab 24.3a 50.4ab
1.0a 2.1a 16.0b¢ 22.0a 38.6be
0.9a 2.1a 18.0be 22.6a 40.6b¢
1.0a 2.1a 26.0ab 24.¥a 51.4ab
0.8a 1.Ya 34.0a 26.7a 60.7a
1).¥a 1.6a 17.3be 25.7a 43.0ab
0.¥a 1.9a 19.2be 20.5a 39.7be
).9a 24k 19.5he 24,3a 43 8ab
0.7a 1.6a 14.4¢ 17.7a 3R2e

LUP.Y: Laccaria trichodermophora  Psendomonas fluorescens, LG L ivichodermophora, LNCPAL L vineceobrunnea P fluorescens,

L.v: L. vinaceobrunnea, LIJP.G L laccaie var. laccata

P fluorescens, Lo L laccwla var, laceata, LYWP.E L bicolor + P,

Juorescens, Lb: L. bicolor, C-: negative control, P2 P. fluorescens, Ps: phosphorous in shoot, Pr: phosphorous in roots, Pt total
phosphorous, Ns: nitrogen in shaot, Nr: nitrogen in roots, Nt; total nitrogen, Ks: potassium in shoot, Kr: potassium in roots, Kt: total
potassium. Ditferent lerters show statistically significant differences on post hoe Tukey test {(p < 0.05). n =5,
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Mycaorrhizae maorphologicul descripiion, 1.
trichodermophova + P. fluorescens — P, montezumae (Fig,
LA): dichotomous mycorthizac with lateral branches of
the same length, with straight edges and branches. The
mantle presented reflective white patches over an orange
buse, il also showed emerging hyphae varying in quantily
at the base and the apex. The base was yellowish brown

(3D8 (Kornerup & Wanscher (1978)), the tips and apices
were bright orange (5A6). Mantle plectenchymalous with
palmate Hartig net widely distributed and with individual
hyphae. L. trichodermophova — P. montezumae (Fig. 1B,
(7): same as before with 2 main differences: the superficial
mantle showed a cotony lexture and the mycorrhiza
showed a strong orange color (SAS).

Figure 1. Morphology of mycorrhizae formed between: LPinus montezimae, Lacearic spp. and Psewdomonas Huorescens, Al L.

richodermophora
Nuorescens
1-1: L. vinwceobruniea

P fluorescens + P montezwmue:, B-C: L. trichodermophora
L omontezumae, E-F L. laccate var. laccate V P montezimae, G L vinaceolvrunnea + P, fluorescens 1 P moniezunie.
L. montezumuae: ). L. bicolor s.0. 1 P. fluorescens

P montezumae, D. L. fuccala var. laccala + P,

P, montezumae: K-L: L. bicolor s.! P, momezumae.

M: P monitezumuae 1 P, fuorescens: N-O: P omondezumae non mycorrhizal roots.
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L doccatavardaceata | P fleorescens | I moniezumae
(Fig. 1D): dichotomous mycorrhizae with laleral branches
of the same length golden yellow (5B7), with straight
edges and branches. Cotton-like superficial mantle, with
emerging hyphae in some parts, surrounding the apices.
Mantle plectenchymatous with anastomosed hyphae in the
middle parts. L. laccata var. laccata + P. montezumae (Fig.
1E, F): same as before with 2 main differences: it showed
abundant emerging hyphae from all the mycorrhiza, with
a [un-like shape und orunge (SB8) mantle,

L. viraceobrunnca + P. fluorescens — P. montezumac
(Fig. 1G): dichotomous mycorrhizae with lateral branches
of the same length, with straight edges and branches.
Apex urange (SA6), the rest ol the mycorrhiza was
brownish ycllow (3ES8). Cottony supcrficial mantle with
emerging hyphae in certain parts; apex is mantle-free.
Mantle pseudoparenchymatous, with palmate [artig net
widely distribuled and showing individual hyphae, 1.
vinaceobrunnea + P. montezwmae (Fig. 1H, I): same as
before with 2 main differences: it presented constrictions at
the base of the branch, in the middle and before reaching the
apices and the whole mycorrhiza was orange brown (6CR),

L. bicolor s!. + P. fluorescens — P. montezumac
(Fig. 1I): dichotomous mycorrhizac with side branches
of the same length; straight edpges and branches, reddish
brown (71i8). Cotton-like superficial mantle with rarely
cmuanating hyphac, Mantle pscudoparenchymatous with
palmate Hartig net widely distributed. L. bicolor 5.1 + P.
montezumae (Fig. 1K-L): same as before with one main
diflerence: the mycorrhiza was orange (SB3R).

Roots of P. montezumae + P. fluorescens (Fig. 1M)
and roots of P. montezwmae (Fig. IN-O): roots lack mantle
and showed root hairs without superficial or intraradical
hyphae.

Discussion

All the inoculated plants developed mycorrhizas and
mycorrhizalion pereenlages in all lreatments were high,
greater than 93.5%. This is explained by the fact that the 4
Laccaria species used are ectomycotrhizal pine symbionts
and all are native from Mexican forests as also is /2
montezumae, As we will discuss later, the muin dillerences
found between sympatric and allopatric species are not
evident in their ability to colonize the roots, but in their
effect to improve the symbiosis efficiency.

The mycorrhiza helper bucterin P fluorescens did
not improve the mycorthization pereentage of any of the
Laccaria species. This contrasts with previous reported
positive effects of /2. jluorescens in mycorrhization
percentage (Frey-Klett et al,, 1999) and increase in rool
biomass of L. laccata (Duponnois & Garbayc, 1991).
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Psendomaonas fluorescens comprises a complex of genetic
species with around 30% ol genomic divergence belween
strains. In conscquence. it might be expected that different
strains exhibit a diverse spectrum of genetic traits involved
in multi-trophic interactions with plants and other microbes
(Loper et al, 2012). As is has been recently shown by
Barragan-Soriano ¢t al. (2018), MHB do increasc the
growth and physiological quality of P. montezumae, so
turther research is needed to find compatible strains of
MHB-sympatric Laccaria- and P, montezumae,

On the other hand, we demonstrate the cfficiency
of peat sterilization with Gamma rays, since both
the negative control and the treatment with only /.
Sfheorescens showed no mycorrhizae, The [ormer means
that we managed to climinate the viability of resistant
ectomycorrhizal fungi spores present in the peat
(Angeles-Argaiz et al., 2016).

Overall, we did not lind signilicant diflerences in
growth paramcters, although pincs myveorrhized with
allopatric species were little higher and smaller root collar
diameter than those plants mycorrhized with sympatric
species. The most important dillerences occurred in
total biomass accumulation, as both syvmpatric specics
(L. bicolor followed by L. trichodermophora) promoted
the enhancement of plant biomass (Table 1). Also, the
increase in biomass accumulation in these treatments
was independent ol the prescnce ol P fluorescens. By
comparison. allopatric species did not show any increase
in biomass accumulation compared to the nepative
control,

Regarding nutricnt contents. we did not find
significant relationship between the plants N content, in
any part of the plant, and the mycorrhization treatments.
We also did not lind dilferences in P and K content in the
rools between trealments, However, plants mycorrhized
with the sympatric specics L. wrichodermophora with P.
Sluovescens were the unique treatment with significant
higher P concentration in the total plant than the no-
inoculated controls, Similarly, (reatments with svinpatric
species, especially L. bicolor, showed a higher K
concentration of shoot and total plant.

Our experimental data confirm the hypothesis that
(he sympatric mycorrhizal species are more ellicient o
accumulate biomass and nutrients (K) in the host plant.
This was shown in an artificial substrate were nutrients
came form organic matter (peat). Ilowever, an enhanced
eflect of the abilily of sympatric [ungi should be expected
if this symbiosis was grown in the natural soils where
it develops. The capacity of mycorrhizas to exploit and
transfer soil nutrients to plants is related with ecological
adaplations us purticular soil ecolypes (Hocksema el al..
2010; Klironomos. 2003; Raa ct al.. 2016).
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The mycorrhizac morphology in the presence of P.
Jiuwarescens showed differences. the mantle shapeand general
coloring, in contrast with the mycorrhizac syvnthetized
without bacteria. In the case of L. trichodermophora, the
mantle shape was cottony with strong orange color; whereas,
in the presence of P. fluorescens, the mycorrhiza had few
hyphae with pale orange color. L. vinaceobrunsieq presented
a reduced mantle of vellow-orange coloring; whereas in the
presence of bacteria the mycorrhiza had a cottony mantle
pale orange in color at the base. While branching type of
this symbiotic partners is similar to previous descriptions
of L. bicolor .. with . pyeudostrobues in the absence of
1% fleorescens, they are differences in the color trom the
brown color previously reported {Carrasco-llerniandez et
al., 2014); Santiago-Martinez et al., 2003). The mycorrhiza
of L. trichodermophora maiches the type of branching but
not in the coloring (strong orange), which is dilferent lrom
the pale yellow mycorrhizas reported previously (Galindo-
Flores el al,, 2015). Consistency in the branching patlern
is u muin leature that characterizes the Pinus-Laccaria
association (Agerer, 1987, 2002), while dillerences in color
may be due o particular metabolic pathways related with
the specific specics association and also the muturing ol
the symbiosis.,

The widespread usce of Laccaria  specics  In
mycorrhization is cxplained because they arc pioncers
with the ability to colonize a varicty of important forcst
trees (Bois & Coughlan, 2009; Fortin & Lamhamedi,
2009: Parent & Moutoglis. 2009; Quorceshi ct al.. 2009;
Sudhakara & Natarajan, 1997). However. in this study,
we have shown that the plant compatibility with its
ectomycorrhizal fungus is differential. even though with
phylogenetically related (within the same genus) fungal
species. The fungus ability to colonize and remain in
the host roots is evidenced through physiological and
morphological responses of the plant (Karst et al., 2014,
Onwuchelowa et al,, 2014 Perrin et al., 1997 Quoreshi
et al., 200%). However, the ectomycorrhizal etficiency
depends on the origin of the participants in the symbiosis.
The local adaptation potential of sympatric species plays
a fundamental role in the successful development in
the field (Raa et al,, 2016). Therelore, when selecting
ectomycorthizal Tungi inoculum o grow [orest plants, we
should prioritize sympalric species W increase survival and
growth success ol plants and (o ensure minimal disruption
and disturbance ol the nawral communilies,
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CAPITULO V.
DISCUSION GENERAL

La delimitacion taxonémica de especies de hongos, actualmente se centra
en conocer su historia filogenética y con ello establecer las relaciones entre éstas,
a través de una cantidad de marcadores moleculares cada vez mayor, que en
ocasiones es hasta el genoma entero. La regién de ITS permite separar especies
y con ello potencialmente conocer la diversidad; el presente estudio separa cinco
clados de Laccaria que corresponden con las especies mas abundantes a nivel de
esporomas de los bosques templados de Meéxico: L. cf. laccata, L. cf.
vinaceobrunnea, L. nobilis, L. squarrosa y L. trichodermophora.

La filogenia mas completa de Laccaria es la presentada por Wilson y cols.
(2017) mediante cuatro genes (ITS, 28S, RBP2 y EF1a) mostrando la existencia
de cuatro clados bajo el mismo nombre de L. laccata. Es por ello que es inexacto
definir en sentido estricto a la especie L. laccata. Los ejemplares mexicanos
analizados y determinados morfolégicamente como L. laccata (Mueller, 1992) no
muestran filogenéticamente una cercania con el clado L. laccata sensu Wilson et

al. por lo que no hay claridad con respecto a los ejemplares mexicanos.

Un caso similar ocurre con el complejo de L. amethystina sensu Wilson et
al. (2017) teniendo en este clado a las especies L. amethystina, L. amethysteo-
occidentalis, L. ocropurpurea y L. vinaceobrunnea. Esta ultima especie carece de
secuencias ITS en el analisis de Wilson. En el presente estudio este es el gen
utilizado, por lo que la suposicion filogenética esperada es que constituye clado
hermano de L. frulisata lo que indica que potencialmente se considere una especie
diferente. Morfolégicamente, Mueller (1992) distinguié a L. vinaceobrunnea de L.
amethystina y L. amethysteo-occidentalis por las basidiosporas ampliamente
elipsoides y la abundancia de queilocistidios largos.
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Las especies determinadas como L. trichodermophora, L. nobilis y L.
squarrosa en el presente estudio, morfologicamente cumplen con las
descripciones de Odsmunson (2005), Mueller (1992) y Ramos y cols. (2017);
molecularmente se agrupan con las especies determinadas bajo dichos nombres
con buenos soportes en su mayoria (98.0%). Para el caso de L. squarrosa los
autores de la especie (Ramos et al., 2017) reportan endemismo para el estado de
Veracruz y especificidad con del hospedero Fagus grandifolia var. mexicana. No
obstante, en el presente estudio se amplia la distribucion al estado de Michoacan y

como hospedero a Quercus sp.

En los bosques de Ixtlan de Juarez, Oaxaca bajo manejo forestal o sin
manejo a lo largo del tiempo no ha cambiado la estructura de la comunidad a nivel
de esporomas en cuanto a su abundancia y disponibilidad (Garibay-Orijel et al.,
2009; Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019; Gomez et al., 2019); Laccaria continua
siendo el género dominante. A nivel de micorrizas en México Reverchon y cols.
(2012) reportaron una falta de correspondencia entre ambas fases (esporoma vy
micorrizas) en un bosque de Pinus montezumae, teniendo a nivel de esporoma a
Laccaria e Inocybe como los géneros mas abundantes en un bosque joven
mientras que a nivel de micorrizas fueron Cenococcum geophilum, Clavulina sp. 2
y la Familia Athilaceae. En la presente investigacion, se encuentra la misma falta
de correspondencia con el hospedero Pinus patula donde Laccaria fue el
dominante en esporomas mientras que en micorrizas fueron Lactarius aff.
deceptivus y Cortinarius aff. ochrophyllus. La estructua de la comunidad en ambas
fases (esporomas y micorrizas), se debe de tomar como referencia en la
informacion sobre la disponibilidad y frecuencia de especies para inoculantes en la
toma de desiciones. El éxito de la planta depende de las primeras etapas de

desarrollo hasta su establecimiento en campo.
El aprovechamiento de Laccaria a nivel de invernadero es amplio, tanto en

México como en el resto del mundo; los trabajos descriptivos de morfotipos son

pocos, en el caso particular en la simbiosis entre Pinus montezumae y L.
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trichodermophora se tiene como referencia el de Galindo-Flores y cols. (2015) en
donde la especie coincide en el tipo de ramificacién, no obstante la coloracion
(naranja fuerte) es diferente a la reportada (amarillo palido) lo cual pudiera ser
entre otras cosas debido al tiempo de toma de muestras para la descripcion.
Galindo-Flores y cols. (2015) describieron el patron de coloracion blanca (5Y8/2)
ligeramente brillantes en etapas jovenes y amarilla palida (5Y7/3) ligeramente
brillante en etapas maduras de la micorriza. Mientras que en el presente trabajo se
describieron las coloraciones naranja oscuro (5A8) solo en etapa madura.

En cuanto al aprovechamiento forestal de las ectomicorrizas, el amplio uso
de las especies del género Laccaria en micorrizacion se debe a que son especies
pioneras, con la habilidad para formar micorrizas con diversas especies de arboles
de importancia forestal (Sudhakara y Natarajan, 1997, Parent y Moutoglis 2009,
Quoreshi et al. 2009, Bois y Coughlan 2009, Fotin y Lamhamedi, 2009). Sin
embargo, aqui hemos demostrado que la compatibilidad de la planta con el hongo
ectomicorrizico es diferencial; aun cuando se trate de especies de hongos
filogenéticamente cercanos. La habilidad de un hongo ectomicorrizico para
colonizar y persistir en las raices se refleja en respuestas fisiologicas vy
morfolégicas en la planta (Perrin et al., 1996, Quoreshi et al., 2008, Onwuchekwa
et al., 2014, Karst et al., 2014). No obstante, esta habilidad dependera del origen
de los participantes en la simbiosis. El potencial de adaptacion local en especies
simpatricas juega un papel fundamental en el éxito en campo (Rua et al., 2016).
Por lo tanto, a la hora de seleccionar hongos ectomicorrizicos para inocular
plantas forestales deben priorizarse especies simpatricas para incrementar el éxito
en la supervivencia y crecimiento de las plantas, asi como para alterar en la menor
medida la composicién natural de las comunidades.

Otro de los componentes clave de la simbiosis ectomicorrizogena que debe
ser visto desde el punto de vista de origen son las Bacterias Promotoras de
Micorrizacion; Bending y cols. (2002) reportan una baja colonizacion micorrizica en
Pseudotsuga menziesii y Pseudomonas fluorescen BBc6, de igual forma Bowen y
Tbeodorou (1979) reportaron efectos positivo o negativo del crecimiento de Pinus

radiata con Rhizopogon luteoliis dependiendo del aislamientos bacteriano.
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Garbaye y Duponnois (1992) aislaron cepas de MHB de esporomas de Laccaria
laccata asociada con Pseudotsuga menziesii encontrando un incremente hasta del
50% de micorrizacion que en los tratamientos controles sin bacterias (67% versus
97%), ademas mostraron una especificidad por especies de Laccaria cercanas (L.
bicolor y L. laccata) mientras que para L. proxima no hubo un efecto e inhibio la
micorrizacion en otros géneros de hongos utilizados. No obstante Garbaye y cols.
(1992) demostraron que el efecto de las MHB no son espeficicos de plantas ya
que el mismo hongo L. laccata puede micorrizar a Picea abies, Pinus nigra, P.
sylvestris, Pseudotsuga menziesii y Quercus robur. Garbaye (1994) menciona la

selectividad de las cepas de MHB de Laccaria laccata .

95



CAPITULO VL.
CONCLUSIONES GENERALES

Las especies de importancia forestal de Laccaria reportadas en los bosques
del Neotropico Mexicano, son L. cf. laccata, L. cf. vinaceobrunnea, L. nobilis, L.
squarrosa y L. trichodermophora. El uso de caracteres morfolégicos asi como
secuencias moleculares, permiten una delimitacion mas clara de las especies; ITS
funciona para dar un panorama de la diversidad genética, aunque éste no produce
clados con buenos valores de soporte en todas las especies, es por ello que se
propone utilizar otros genes como son RBP2, 28S y EF1a (Ramos et al., 2017;
Wilson et al., 2017a, b).

Si bien el género Laccaria a nivel de esporoma es de los mas abundantes
en los bosques templados de México, particularmente en Ixtlan de Juarez,
Oaxaca, esta dominancia se ve a lo largo de dos décadas, lo cual indica que
existe un buen manejo del recurso forestal maderable el cual no perturba las
condiciones para la formacién de esporomas de las especies cometibles y
ectomicorrizicas. Sin embargo, no existe una correspondencia a nivel de
micorrizas, donde Lactarius (L. aff. deceptivus) es la especie mas abundante, esto
puede ser por varios factores, entre ellos la composicion arbérea la cual es
mayormente representada por Pinus patula (especie aprovechada forestalmente) y
Quercus spp. en diferentes cantidades o porcentajes de cobertura vegetal y la
edad del bosque, los cuales en su mayoria son bosques maduros, sabiendo que la
simbiosis micorrizica entre Pinus-Laccaria se lleva en la primera etapa de
crecimiento de la planta. Es por ello que se propone trabajar en proyectos de
micorrizacion con el empleo de un consorcio de especies en el que en ambas
fases sean abundantes; en el caso de Pinus patula con Laccaria complex laccata,
Cantharellus tubaeformis, Lactarius chrysorreus y L. complex vinaceobrunnea
todas estas especies muy abundantes a nivel de esporoma, mientras que a nivel
de micorriza con Lactarius deceptivus, Cortinarius ochrophyllus, Hydnum
cuspidatus y Russula sp.

96



Debido a la abundancia de esporomas de Laccaria es que se ha utilizado
como fuente de indculo para procesos de micorrizacion en invernadero evaluando
el porcentaje de micorrizacion, concentracion de nutrientes, asi como la
caracterizacion de la morfologia de la planta. Teniendo en todos los casos una
significancia positiva de las plantas inoculadas versus las no inoculadas; la
habilidad para colonizar la planta dependera del origen de los participantes. Por lo
tanto, a la hora de seleccionar hongos ectomicorrizicos para inocular plantas
forestales deben priorizarse especies simpatricas para incrementar el éxito en la
supervivencia y crecimiento de las plantas, asi como para alterar en la menor
medida la composicién natural de las comunidades.

Es importante en el procesos de tecnificacion de planta micorrizada en
invernadero el uso de bacterias promotoras de micorrizacion, las cuales deben
obtenerse preferentemente de las especies de hongos ectomicorrizogenos
utilizados, lo cual va garantizar el beneficio en porcentaje de micorrizacion vy
crecimiento de la planta.

Delimitar las especies de Laccaria mexicanas permitira, entre otras cosas,
conocer la diversidad presente en los bosques, reconocer aquellas que debido a
su abundancia son aprovechadas para la tecnificacion en procesos de
micorrizacion y con ello incrementar la supervivencia de la planta en invernadero y
campo. La funcién de los hongos micorrizicos es la absorcion de nutrientes y agua
que la planta por si sola no puede satisfacer sus necesidades; tener el panorama
de la estructura de la comunidad a nivel de esporoma (inéculo) y de micorrizas,
permitira proponer consorcios de especies de ambas fases de la simbiosis,
garantizando el éxito de la planta.
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CAPITULO ViIL.
PERSPECTIVAS

En el tépico de Taxonomia del género Laccaria las perspectivas son las

siguientes:

Incrementar el numero de ejemplares analizados, no solo aquellos que son
muy abundantes sino la mayor diversidad posible del género Laccaria en
México.

Utilizar los genes RBP2, 28S y EF1a para poder delimitar con mayor
claridad los ejemplares mexicanos y con ello generar hipotesis robustas de

origen.

En el topico de ecologia del género Laccaria las perspectivas son las

siguientes:

Llevar a cabo el mismo tipo de estudio en Ixtlan de Juarez, Oaxaca, de
ecologia de esporomas versus micorrizas en parcelas donde se encuentran
plantas de edad joven y con ello conocer la estructura de la comunidad en
diferentes etapas teniendo de esa forma un panorama holistico, pudiendo
proponer a corto plazo paquetes tecnologicos de inoculacion y
micorrizacion en invernadero.

Este mismo tipo de estudio pero en otros bosques son necesarios para
poder comprender si existe una diferencia o similitud entre las comunidades
ectomicorrizogenas con hospederos iguales o cercanamante emparentados

y con ello proponer inéculos unicos o generales.

En el topico de Procesos de micorrizacion del género Laccaria la perspectiva es la

siguiente:

Trabajar con consorcios de especies de hongos ectomicorrizégenos
abundantes tanto a nivel de esporoma como de raiz, en diferentes etapas
de desarrollo de la planta, de esta forma se podra evaluar si la planta
presenta mayor beneficio en comparacion a quecsolo estuviera formando

micorrizas con un solo hongo como es Laccaria.
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* Obtencién de cepas de bacterias que se encuentran en la rizosfera y/o base
micelial de los esporomas, las cuales deberian de ser experimentadas con
diferentes hospederos y especies de hongos ectomicorrizogenos, con la

finalidad de probar su especificidad o no a la simbiosis.
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Capitulo de libro publicado (2019)
ANEXO
XOCOYOL

Resumen

El capitulo que lleva por nombre Xocoyol, forma parte de los hongos que son
apreciados por su comestibilidad en muchas comunidades de México. Xocoyol o
Chochoyotl es uno de los nombres con los cuales se conocen las especies del
género Laccaria, las cuales son apreciadas por su disponibilidad (gran cantidad de
esporomas en los bosques templados del pais).

Dentro de las especies aprovechadas por comunidades de los estados de
Chiapas, Chihuahua, Ciudad de Meéxico, Estado de México, Morelos, Oaxaca,
Querétaro, Snora y Tlaxcala. Las especies son Laccaria laccata, L. bicolor, L.
proxima, L. proximella conocidas con nombres de procedencia nahuatl como
Xocoyotl, Xocoyolli; L. trichodermophora como Xocoyulado. L. laccata, L.
vinaceobrunnea, L. bicolor y L. amethystina con nombre zapoteco en la Sierra
Norte de Juarez, Oaxaca, como Beshia ladhi Biinii = hongo de pata de pajarito.

Esta informacion se encuentra en el libro titulado “Las plantas, animales y hongos

fundamentales para los pueblos de México”.
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Hongos
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CATEGORIA DE RIESCO

Las especies del género Laccaria son reconocidas como un solo AL o
taxén tradicional; se recolectan y usan indistintamente. Tipica- N
mente se venden por montones muy abundantes en los merca-  Las especies del género Laccaria no

dos del centro de México donde es posible encontrar hasta 5 es- ¢ encuentran citadas bajo algdn

pecies diferentes revueltas. Todas se usan con fines alimenticios. estatus de Tmecc'“" laconal 6
Internacional.

105



LAS PLANTAS, ANIMALES Y HONGOS FUNDAMENTALES PARA LOS PUEBLOS DE MEXICO

Distribucion, vegetacién y temporalidad % Chochoyot(

NZhuatl: Oriente del Estado de
México

xocoyotl, xocoyolli (L laccata, L
bicolor, L. proxima, o L. proximelia).

Tlaxcala: Xocoyulado (L. tri-
chodermophora), proviene del
nahuatl

xogoyolli = hijo mas pequefio,
se refiere a que son uno dé los
hongos comestibles silvestres
mas pequenos

Zapoteco de [a Sierra Norte

de Judrez, Oaxaca: beshia

ladhi biinii = hongo de pata de
pajarito (L. laccata var. pallidifolia,
L. vinaceobrunnea, L. bicolory L.
amethystina)

Noviembre | Diciembre

Chiapas Municipio Ocozocoautla de Espinosa, Parque Educativo Laguna Bél-
gica. Chihuahua Municipio Bocoyna, Arareco, Creel; Mpio. Guachochi; Mpio.
Maguarichi, Choguita; Mpio. Chihuahua, San Juan. CDMX Delegacion Mag-
dalena Contreras, Los Dinamos. Estado de México Municipio Luvianos, km.11
y 16 del camino de terraceria hacia Nanchititldn, 1 km al oeste del pueblo de
" Nanchititlan; Mpio Tepetlaoxtoc. Morelos Sierra del Chichinautzin. Oaxaca
Municipio de Ixtepeji; Mpio. Nuevo Zoquiapan; Mpio. San Miguel Alodpam;
Mpio. Ixtlan. Queretaro Lareda sureste del cerro el Zamarano. Sonora Munici-
pio Yécora, km 251 de la carretera Hermosillo a Yécora, km 258 de la carretera
Hermosillo a Yécora; Mpio. Fronteras, 7 km de la carretera Esqueda a Nazoza-
fi. Tlaxcala Parque Nacional La Malinche, 4 a 7 km al oeste de Francisco Javier

laccanz accat:
Mina, lareda oeste de el Volcan La Malinche, Ixtenco, Javier Mina, Los Pilares.  Champignonsraf dessins free
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Descripcion micologica

Pileo (sombrero) de forma convexo a plano, algunas veces con
el centro deprimido a umbilicado; margen recto y borde en-
tero. Superficie cuando fresca de color café-naranja, rosa o
carne, violaceo obscuro, vinaceo, café-rojizo (6xido). Trans-
licida-estriada. Presenta ornamentacidn de tipo velutinoso
(cubierta de pelos diminutos, densos, blancos y finos) o liso. La-
minas delgadas a gruesas, distantes a subdistantes, sinuadas

a subdecurrentes. Color rosa o carne, lila, vinacea, violacea,

gris ceniza. Esporada blanca a ligeramente lilacea. Estipite

(pie) central, cilindrico, con ornamentacion de tipo veluti-

noso a hispido (cubierto de pelos tiesos, irregulares, entre- 3
lazados, largos que casi no tienden a recostarse), fibriloso o

estrias longitudinales. Base micelial (masa de hifas originadas

en el sustratoy que suben superficialmente a la base del pie) de color blanco o vio-
leta. (1) Basidiosporas de formas globosas a subglobosas, anchamente elipticas,
con ornamentacion de tipo equinulada, raramente lisas. (2) Basidios bisporicos o
tetraspérico. Pileipelis hifas entretejidas o hifas en fasciculos o tricodermo. Fibulas
presentes. (3) Pleurocistidios raros; queilocistidios ausentes 0 abundantes.

En México se ha registrado el consumo de 8 especies del género: L. amethystina
(Huds.) Cooke, L. laccata (Scop.) Cooke, L. ochropurpurea |
(Berk.) Peck, L. proxima (Boud.) Pat., L. proximella Sin- ERGTESZF i
ger, L. trichodermophora C. M. Muell,, L. vinaceobrunnea 5
G. M. Muell. y L. bicolor (Scop.) Cooke.

Las especies del género no son de las mas apre-
ciadas por su sabor ni tienen una gran significancia
cultural y son de las mds baratas en los mercados,
sin embargo por su abundancia en los bosques se
venden en grandes cantidades. Se consumen nor-
malmente en caldo de hongos o en quesadillas aun- S
que se pueden también consumir crudas.

tushroom report,
Laccaria laccata

=)
&G @
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Comentario de los autores

Si bien se usan ocho especies del género como alimento en
México, las dos especies que se han citado mas son L. laccata y
L. bicolor. La primera se consume principalmente en el Estado
de México, asi como en la Ciudad de México, Michoacan, Oa-
xaca, Pueblay Veracruz. La segunda se ha reportado principal-
mente en Tlaxcala y el Estado de México, asi como en Oaxaca.
Ademas de su importancia como alimento tradicional, el gé-
nero es muy importante ecolégicamente pues forma micorri-
zas con las raices de muchos arboles de interés forestal. Se ha
demostrado que las especies de Laccaria son pioneras y que
éstas favorecen el establecimiento y supervivencia de plantu-
las, incrementando la captacion de nutrimentos y agua nece-
saria para su crecimiento. Principalmente los bosques con las
que se asocian son de Pinus spp, Quercis spp. 0 mixtos Pinus
http:flwww foroccches comiforofshowthread. spp-Quercus spp.

phpt-1503791&page-2 En diversos estudios de hongos comestibles, en los esta-
dos de Veracruz, Tlaxcala, Chihuahua, Michoacan, Oaxaca y
Morelos, las especies de Laccaria son las mas productivas en
términos de niimero de esporomas, lo cual las hace disponi-
bles para el autoconsumo, venta y produccion de indculo para
tecnologias de micorrizacién de plantulas en vivero.

o) | = ,
%’-@d« (;g;»’? Para saber mdd

® www.micoweb.com.mx
® Aguirre-Acosta E.y E. Pérez-Silva. 1978. "Descripeicén de al-
gunas especies cel género Laccariz (Agaricales) de Méxica'

\ KO0¢ Qi -1 [N \ Ral CThan~ Ao A1~ C
Foto Rogelio Rizo. atip:ffuena Boi. Soc. Mex. Mic 12: 33-58
tamblodemichoacan.com.mxinata- 17756
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