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Resumen

Hay una notable carencia del conocimiento de la diversidad taxondmica de los
hongos hipogeos en la Republica Mexicana, ya que no hay ningun reporte de estos
hongos en Guanajuato. En este estado se encuentra la sierra de Santa Rosa que
resulta muy interesante por la presencia de un bosque de Quercus con clima
templado y humedo. Y dentro de ella se encuentra el &rea natural protegida Cuenca
de la esperanza.

En este trabajo hacemos la propuesta de contribuir al conocimiento micolégico de
hongos hipogeos, mediante la colecta, y determinacién por la caracterizacion macro
y microscépica, confirmando la identificaciéon mediante analisis de DNA.

Como resultado dentro de los Ascomycetes, se reportan doce especies
tentativamente nuevas para la ciencia; Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV),
Pachyphlodes cuatro especies, en el clado pfisteri dos especies, Pachyphlodes aff.
pfisteri 1 (1509 ITCV) y Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV), P. aff. marroninus
(1686 ITCV), P. aff. carneous (1723 ITCV). Tuber clado separans dos, T. aff.
separans 2 (1692 ITCV) y T. aff. separans 3 (1672 ITCV), por ultimo T. incognitum
gue ya se ha publicado. Se reportan por primera vez para el estado T. separans, e
Hydnobolites aff. cerebriformis. Asi mismo seis géneros de Basidiomycetes
hipogeos se describen macroscopica, filogenética y ultraesctructuralmente para el
estado de Guanajuato. Se reportan seis especies tentativamente nuevas para la

ciencia; Melanogaster sp. (1507 ITCV), Hysterangium sp. 1 (1508 ITCV),



Hysterangium sp. 2 (1699 ITCV), Hysterangium sp. 3 (1704 ITCV). Arcangeliella sp.
(1698 ITCV), y Aroramyces guanajuatensis ya publicada.

Se reporta una criptoespecie dentro del complejo Hymenogaster niveus (1620
ITCV), la cual precisa de un estudio mas profundo para poder ser determinada. Se
hace el reporte mas austral de Gautieria magnicellaris. Se presentan comentarios

taxondmicos y ecoldgicos breves.
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Figura 1.1

Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV), ascocarpos a) Superficie
verrugosa con costra exterior que incluye raices y suelo. b - d, Corte
transversal en diferentes estados de desarrollo, de juvenil a la
madurez. b) Gris claro en la etapa juvenil. c) Blanco algodonoso. d)
Masa negra de esporas en la madurez. e) Corte transversal de peridio
de dos capas, epicutis con verrugas piramidales truncadas, presencia
de la costra en la porcién distal de la verruga. Subcutis con cimulos
celulares como torundas de algodén, en las cuales se aprecia la
apariencia marmoleada. Microfotografia 50x.
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Figura 1.2

Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV), capas del Peridio. a)
Verrugas piramidales truncadas, amarillas 400 X. b) Fibras distales en
las verrugas 1000x. c) Peridio con cristales traslucidos 1000x. d)
Cristales Rojos en el peridio 1000x. e) Area de la verruga color
amarillo, 1000x. f) Interfas ente las verrugas y la capa interna, 1000x.
g) Peridio interior hialino, 1000x.
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Figura 1.3

Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV), gleba, asca y esporas. a)
Fibras de la gleba en estado algodonoso, 1000x. b) Ascas con esporas
inmaduras hialinas, 1000x. c) Ascosporas globosas, 1000x. d)
Esporas masivas 1000x. e - g SEM. e) Esporas masivas. f) Asca con
ascosporas. g) Ascospora globosa.
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Figura 1.4

Hydnobolites aff. cerebriformis (1698 ITCV) a) Ascoma b) Gleba. c)
Asca con esporas inmaduras
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Figura 1.5

Arbol filogenético del género Pachyphlodes, analisis con Mr. Bayes con
la mayoria de las secuencias de ITS disponibles.

23

Figura 1.6

Arbol filogenético del grupo Pachyphlodes pfisteri, Analisis con Mr.
Bayes con todas las secuencias de ITS disponibles a la fecha de la
realizacion de analisis.
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Figura 1.7

Pachyphlodes aff. pfisteri 1, (1509) ITCV ascoma, tejido y asca. a)
Aureola en la porcién superior. b) vista inferior con hifas surgiendo de
la base. c) Gleba amarillo claro con venas estériles de color amarillo
trasltcido. d) Corte transversal mostrando excipulum exterior, interior,
y gleba, 400 x. e) Excipulum interior, 1000 x. f) Ascay espora 1000 x.
g) Asca y espinas de la espora 1000 x

26

Figura 1.8

Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) espora, SEM a) Espora
globosa. b) Acercamiento de una espina capitada.

28

Figura 1.9

Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV), ascoma, asca y espora. a)
Ascoma vista lateral. b) Ascoma vista inferior. ¢) Asca y esporas 1000
x d) Microscopia electrénica de barrido asca con 8 esporas e) Esporas
globosas f) Asca con ocho esporas biseriadas, enfoque en las espinas,
1000 x.
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Figura 1.10

Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV) excipulum y gleba. a) Células
del excipulum exterior, excipulum interior y gleba. 100 x. b) Célula distal
de la verruga, 1000 x. c) Excipulum exterior, células pseudo
parenquimaticas 1000 x. d) Excipulum interior, células de las hifas,
1000 x. e) Gleba células pseudo parenquimaticas 1000 x.
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Figura 1.11

Anélisis filogenético del grupo Pachyphlodes marroninus, empleando
el fragmento ITS y mediante la metodologia de Mr. Bayes.
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Figura 1.12

Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV), ascoma. a) Ascoma color,
tamafio y morfo diversidad. b) Proyeccién micelial. ¢c) Ascoma vista
lateral d) Ascoma; areola superior. e) Gleba blanca con venas
blanguecinas y traslicidas.

36

Figura 1.13

Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV1686 ITCV), ascoma tejido.
a) Peridio de dos capas, gleba y asca formando una empalisada 100 x.
b) Epicutis células pseudoparenquimatosas angulares, pared celular
amarillo brillante. c¢) Subcutis hifas entrelazadas d) Gleba hifas
entrelazadas.

38

Figura 1.14

Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV), ascoma asca y
ascosporas. a) Ascosporas globosas. b) Ascospora con espinas
romas. c) Asca clavada a clavada-cilindrica, pedicelada, con ocho
esporas irregularmente uniseriadas. d) Asca inmadura. Microscopia
electrénica de barrido e hasta g. e) Vista masiva de ascosporas f)
Ascospora globosa g) Espinas gruesas y capitadas
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Figura 1.15

Arbol filogenético del grupo Pachyphlodes carneus obtenido usando el
fragmento ITS mediante la técnica de Mr. Bayes.
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Figura 1.16

Pachyphlodes aff. carneus (1723 ITCV), ascoma, peridio y tejido de
gleba. a) Proyeccion micelial, verrugas estrelladas. b) Gleba café con
venas blancas. c) Peridio y gleba. 100 x. d) Epicutis con céluas
pseudoparenquimatosas angulares, amarillo brillante, 1000 x. e€)
Subcutis hifas entrelazadas hialina, 1000 x. f) Gleba con céluas
pseudoparenquimatosas angulares e hifas entrelazadas,1000 x.
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Figura 1.17

Pachyphlodes aff. carneus (1723 ITCV) ascoma, asca y ascospora a)
Asca y espora 400 x. b) Ascospora 1000 x. c) Ascospora espina
enfocada,1000 x. Microscopia electrénica de barrido d - f. d) Asca con
espora e) Espora con espinas f) Ascospora.
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Figura 1.18

Tuber incognitum (ITCV 1695). a) Ascoma. b) Gleba. c) Peridio 1000 x.
d) Espora 1000 x. e) Espora doble malla 1000 x.
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Figura 1.19

Arbol filogenético del grupo Tuber separans, modelo Mr. Bayes con
fragmento ITS de especies y muestras relacionadas.
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Figura 1.20

Tuber separans (1671 ITCV) a) Ascoma. b) Gleba. c) Corte transversal
400 x. d) Peridio 1000 x. e) Gleba 1000 x. f) Setas en el peridio 1000x.
g) Espora 1000 x. h) Doble malla en la espora 1000 x. i) SEM espora.
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Figura 1.21

Tuber aff. separans 1 (1658 ITCV, 1678 ITCV). ay c, ascomaayb
gleba blanca.
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Figura 1.22

Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV). a) Basidioma. b) Gleba. c) Corte
transversal 400 x. d) Peridio 1000 x. e) Gleba 1000 x. f) Espora
alveolos1000 x. g) Espora doble mallal000 x. h) SEM espora i) SEM
espora doble malla.
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Figura 1.23

Tuber aff. separans 3 (1672 ITCV) a) Ascoma b) Gleba. c) Corte
transversal 400 x. d) Peridio 1000 x. e) Gleba 1000 x f) Espora 1000 x.
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Figura 2.1

Arbol filogenético del género Melanogaster con el método Mr. Bayes,
con el fragmento ITS.
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Figura 2.2

Melanogaster sp (1507 ITCV), basidioma y tejido. a) Basidioma
amarillo con fibras viscidas cafés rodeando la fructificacion. b) Cuerpo
fructifero inmaduro, gleba blanca con I6culos llenos de una matriz
gelatinosa. c¢) Basidioma café negruzco. d) Gleba negra. €) Peridio y
gleba, corte transversal, 100 x. f) Peridio 1000 x. g) Gleba 1000 x.
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Figura 2.3

Melanogaster sp. (1507 ITCV), basidia, espora, y peridio exterior. a)
Basidia tefiida con floxina 1000 x. b) Basidia con ocho esporas vista
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superior, 1000 x. ¢) Espora. 1000 x. d) Peridio con hifas proyectandose
al exterior, 1000 x. €) Espora, 1000 x.

Figura 2.4

Arbol filogenético del género Hymenogaster, fragmento ITS, mediante
el andlisis de Bayes.

83

Figura 2.5

Arbol filogenético generado mediante el método de Mr. Bayes, con las
secuencias mas similares a H. niveus (1623 ITCV) e H. niveus (1720
ITCV).
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Figura 2.6

Hymenogaster niveus 1720 ITCV Basidioma y tejido a) Basidioma. b)
gleba. c) corte transversal 100 x. d) Peridio 1000 x. e) Gleba 400 x.
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Figura 2.7

Hymenogaster niveus 1720 ITCV, esporas y basidia a-c microcopia
Optica 100 x, d-f. microscopia electrénica de barrido. a) Espora en
masa. b) Espora. ¢) Basidia, tuicién con floxina. d) Espora en masa. €)
Espora citriforme. f) Espora, detalle de la ornamentacion.
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Figura 2.8

Filograma de maxima probabilidad mediante el analisis Bayesiano.
Para Aroramyces e Hysterangium.
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Figura 2.9

Aroramyces guanajuatensis (holotipo ITCV 1613): a y b Basidioma
mostrando la superficie del peridio (bar = 0.5 cm). c) Basidioma seccién
transversal mostrando la gleba (bar = 0.5 cm), d) Seccién transversal
del peridio de tres capas del peridio (1 epicutis, 2 mesocutis, 3 subcutis)
a 400x (bar = 20 um). e-f basidiospora 1000x (bar = 5 um), f) crestas
irregulares contenidas dentro del utriculo inflado.

92

Figura 2.10

SEM. a) Aroramyces balanosporus (8481 TCV) y b) Aroramyces
guanajuatensis (1739 ITCV) bar =5 um.
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Figura 2.11

Aroramyces guanajuatensis, holotipo (ITCV 1613) a—f. Peridio seccion
transversal a—c (barra = 10 um). a) Epicutis de hifas postradas.
Mesocutis, pseudoparenquima angular b) Subcutis la flecha sefiala las
células postradas. c) Subcutis con células grandes isodiamétrias
dispersas (flecha). d) Hifas con cristales adheridos (barra = 25 um), f)
Basidia y basidiolos (barra = 10 um), f) Fibulas del epicutis, (bar = 5
um).
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Figura 2.12

Hysterangium sp. 1 (1508 ITCV). Basidioma y tejido. a) Basidiomas. b)
Basidioma con cambio de color con el trato. ¢) Gleba verde con léculos.
d) Peridio 400 x. e) Epicutis 1000 x. f) Subcutis 1000 x. g) Gleba 400 x.
h) Gleba 1000 x.
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Figura 2.13

Hysterangium sp. 1 (1508 ITCV). Basidia y espora. a) Basidia clavada,
100 x. b) Espora, 100 x. ¢) Microscopia electrénica de barrido espora.
d) Microscopia electrénica de barrido espora en masa.
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Figura 2.14

Hysterangium sp. 2, (1699 ITCV), Basidioma y tejido. a) Basidioma
varios tamafios. b) Gleba blanca inmaduro, a verde en la madurez. c)
Peridio 400 x. d) Peridio 1000 x. e) Gleba 40 x. f) Gleba 1000 x.
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Figura 2.15

Hysterangium sp. 2 (1699 ITCV), Basidia y espora. SEM; b - f. a)
Espora en masa, 1000 x. b) Espora en masa. c) Basidia con dos
esporas. d) Esporas agrupadas. e) Espora vista superior. f) Espora
vista lateral.
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Figura 2.16

Hysteranguim sp. 3, (1704 ITCV) Basidioma, gleba y tejido. a)
Basidioma varios tamafios b) Gleba café c) Peridio de tres capas 400
x. d) Epicutis 1000 x e) Epicutis células globosas. 1000 x. f) Trama
1000 x.
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Figura 2.17

Hysteranguim sp. 3, (1704 ITCV)), espora microscopia optica (ay c) y
SEM b, d y e. a) Esporas en masa. b) Espora masa. ¢) Espora pared
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celular verde olivo y apéndice hilar pequefio. d) Espora vista lateral. €)
Acercamiento de la espora, apéndice hilar cubierto con el perisporeo.

Figura 2.18

Arbol filogenético del género Gautieria, generado con el método de Mr.
Bayes en el cual Gautieria magnicellaris (1716 ITCV), se agrupa con
G. magnicellaris, confirmando la identidad de la muestra.
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Figura 2.19

Gautieria magnicellaris (1716 ITCV), Basidioma, basidia, espora,
trama. a) Basidioma mostrando el peridio evanescente. b) Gleba café.
c) SEM, espora. d) Espora 1000 x. e) Espora mostrando las quillas
longitudinales, 1000 x. f) SEM, espora. g) Basidia 1000 x. h) Basidiola
1000 x. i) Trama 1000 x.
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Figura 2.20

Andlisis filogenético con Mr. Bayes, Arcangeliella sp. (1698 ITCV)
comparando con géneros relacionados, epigeos Lactarius, Russula, e
hipogeos, Arcangeliella, Gymnomyces, Macowanites y Zelleromyces.

114

Figura 2.21

Arbol filogenético con el método de Mr. Bayes, comparando
Arcangeliella sp. (1698 ITCV) con diferentes especies de Lactarius.
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Figura 2.22

Arcangeliella sp. (1698 ITCV) Basidioma vy tejido. a) Basidioma con
estipite. b) Gleba con columella gruesa. c¢) Laticiferos 1000x. d) Peridio
1000x. e) Epicutis 1000x. f) Subcutis 1000x. g) Gleba células
pequefias 1000x. h) Gleba, subhimenio 1000x.
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Figura 2.23

Arcangeliella sp. (1698 ITCV), basidia y basidiospora. a) Basidia,
tincién rojo Congo x 1000. b) Basidia tincion floxina x 1000. c) Espora
reaccién amiloide positiva x 1000. d) Espora verde olivo-amarillento x
1000. Microscopia electrénica de barrido e hasta i. €) Espora en masa.
f y g) Ornamentacién reticulada. h) Apéndice hilar vista lateral. i)
Apéndice hilar vista superior.
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Capitulo 1. Taxonomia, sistematica molecular y ultraestructura de los

hongos hipogeos secuestrados Ascomycetes del AN P Cuenca de la
Esperanza, Guanajuato, México.

Resumen

Este es el primer trabajo de hongos hipogeos en el estado de Guanajuato, mediante
microscopia optica, SEM y biologia molecular se describen cinco géneros de
Ascomycetes, se reportan doce especies tentativamente nuevas para la ciencia,
Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV), Pachyphlodes cuatro especies, en el
clado pfisteri dos especies, Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) y Pachyphlodes
aff. pfisteri 2 (1511 ITCV), P. aff. marroninus (1686 ITCV), P. aff. carneous (1723
ITCV). Tuber clado separans dos, T. aff. separans 2 (1692 ITCV) y T. aff. separans
3 (1672 ITCV), por ultimo T. incognitum que ya se ha publicado. Se reportan por
primera vez para el estado T. separans, e Hydnobolites aff. cerebriformis. Se

presentan comentarios taxondémicos y ecoldgicos breves.

Abstract
This is the first research about hypogeus fungi from Guanajuato state. Five
Ascomycetes genera are described, by optical microscopy, SEM and DNA analysis.
Twelve putative novel spices are described; Elaphomyces aff. muricatus (1710
ITCV), Pachyphlodes four species, in pfisteri clade two species, Pachyphlodes aff.
pfisteri 1 (1509 ITCV) and Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV), P. aff.

marroninus (1686 ITCV), P. aff. carneous (1723 ITCV). Tuber separans clade two,



T. aff. separans 2 (1692 ITCV) and T. aff. separans 3 (1672 ITCV), by last T.
incognitum already published. T. separans, and Hydnobolites aff. cerebriformis are
reported for the first time to the Guanajuato state. Brief taxonomic and ecological

comments are presented.

Introduccion

México es un pais megadiverso, sin embargo, el conocimiento de la micobiota es
muy limitado, pero se debe resaltar que el conocimiento de los hongos hipogeos
Ascomycetes es aun mas pobre, en este contexto es importante aumentar el
conocimiento en estas especies. Respecto al trabajo que se ha realizado en México
acerca de hongos Ascomycetes hipogeos cabe hacer notar que la zona norte ha
sido la mas explorada incluyendo a Nuevo Ledn, Coahuila y Tamaulipas (Castellano
et al., 2012, Garcia et al., 2014), seguido en el sur Oaxaca (Gomez-Reyes et al.,
2012) y la zona central, Estado de México, Michoacan (Gomez-Reyes et al., 2012
Guevara-Guerrero y Gomez-Reyes, 2013), Puebla y Morelos (Guevara et al., 2008,
Gbomez-Reyes et al., 2012.), pero no hay ningun reporte en Guanajuato.

En este tenor podemos considerar a la sierra de Santa Rosa como una zona muy
interesante. Esta sierra forma parte de la cordillera neovolcanica y atraviesa el
estado del noroeste a sureste. La sierra de Santa Rosa incluye 113 mil hectareas y
es una de las areas mas humedas del estado, debido a su altitud mas de 2100
msnm, tiene un clima templado con temperatura promedio de 14°C, con lluvias en

verano y en otofio se presentan lluvias dispersas, (IEEG 1998, Garcia 2011).



La sierra de Santa Rosa esté clasificada como zona prioritaria por los siguientes
organismos:

Region NABCI 46 Sur del Altiplano Mexicano, U.S. NABCI 2000.

CONABIO: AICA C-32 Sierra de Santa Rosa

CONABIO. RTP- 99 Sierra de Santa Rosa,

CONABIO. RHP- 57 Cabecera del Rio Laja CONABIO

De acuerdo con lo anterior, el gobierno del estado de Guanajuato decreté como
area natural protegida una zona de 1832 ha dentro de esta sierra con el nombre de
Cuenca de la Esperanza.

La cubierta vegetal esta formada por bosque de Quercus asociada con Arbutus sp.
(Madrofio) y Arctostaphylos pungens (Pinguica). Estudios recientes reportan 136
especies de macromicetos (Alejo-lturvide et al., 2015., Alvarez et al., 2013., Diaz et
al., 2013) el entorno ecoldgico sugiere fuertemente la presencia de hongos hipogeos

Ascomycetes en la zona, sin embrago aun no hay ninguna investigacion al respecto.

Hipotesis
Es conocido que las especies de Quercus establecen relaciones micorrizicas, con
diversas especies de hongos por lo tanto, se puede esperar que en el ecosistema
de encinos de la sierra de Santa Rosa en Guanajuato se podrian presentar diversas

especies de hongos hipogeos Ascomycetes asociados con Quercus.



Objetivo general
Determinar la taxonémia, sistematica molecular y ultraestructura de algunas
especies de hongos hipogeos Ascomycetes presentes en el area natural protegida

Cuenca de la Esperanza en Guanajuato México.

Objetivos especificos
Registrar y determinar las especies de hongos hipogeos Ascomycetes y su
ubicacion filogenética apoyado de su ultraestructura de las especies secuestradas

presentes en el ANP Cuenca de la Esperanza Guanajuato.

Antecedentes
No se encontrd ningun estudio publicado sobre hongos secuestrados ascomycetes
en ANP Cuenca de la Esperanza, ni en el estado de Guanajuato, sin embargo, en
otros estudios de la Republica mexicana se han encontrado diversas especies de
Ascomycetes. Podemos sefialar que en México se han reportado siete especies de
Elaphomyces; E. reticulatus, Estado de México (Trappe y Guzman 1971). E.
granulatus Estado de México (Trappe y Guzman 1971), Jalisco, (Herrera-Fonseca
et al., 2002), Tamaulipas (Garcia et al., 2014). E. appalachiensis Nuevo Ledén y
Tamaulipas, (Castellano et al., 2012, Garcia et al., 2014), Michoacan, (Gomez—
Reyes et al.,, 2018). E. verroculosus Estado de Meéxico, Hidalgo, Veracruz,
(Castellano et al., 2012). E. aculeatus, Michoacan, (Gomez —Reyes et al., 2012). E.
maculatus, Michoacan (Gomez —Reyes et al., 2012). E muricatus Fr. Durango,

Nuevo Leén, (Cazares et al.,, 1992), Michoacan Gémez —Reyes et al., 2012),



Tamaulipas (Garcia 2014). E. muricatus aff. muricatus, Estado de México, Oaxaca,
(Trappe et al., 1979). E. muricatus aff. variegatus, Estado de México (Trappe et al.,
1979).

Un género muy interesante es Hydnobolites ya que es diferente de los otros dentro
de la familia Pezizaceae, porgue los cuerpos fructiferos tienen apariencia de un
pequefio cerebro, son blanquecinos, y cerosos-vitreos, cuando inmaduros
(Montecchi y Sarasini 2000). El taxdn presenta nueve especies a nivel mundial, pero
solo una, Hydnobolites cerebriformis ha sido registrada para México, la primera vez
por (Cazares et al., 1992) en Nuevo Leon la segunda en Tamaulipas, Garcia et al.,
2014, y el ultimo reporte por Gomez-Reyes et al., (2018) en Michoacéan. Estas tres
menciones nos dan idea de lo pobremente estudiado del género en México.

Asi mismo para México se han generado cinco reportes de Pachyphlodes, P. citrinus
en Nuevo Leon, (Garza et al., 1985, Cazares et al., 1992), P. virescens Nuevo Ledn
y Tamaulipas, (Garza et al., 1985, C4zares et al., 1992, Garcia et al., 2014), P.
carneus (Garcia et al., 2014) P. marroninus Nuevo Leén, Tamaulipas y Tlaxcala. Sin
embargo, Healy et al., (2009) menciona una controversia con la identificaciéon P.
citrinus, sugiriendo que dentro de las colectas mexicanas algunas que se reportaron
como P. citrinus en realidad son P. carneus. Ademas de las que se reportaron como
P. cf. carneus Healy et al., (2009), este ultimo se considera un taxén nuevo que
espera ser descrito, (Medel et al., 2013).

Cabe resaltar que para la Repubilca Mexicana se conocen 20 especies del género

Tuber, ejemplos de la complejidad taxonémica del grupo pudieran ser algunas de



las primeras reportadas; Tuber maculatum Vittad (Trappe y Guzman 1971) que

Guevara et al., (2013 b) considera dentro de un complejo de aproximadamente 8.

Tabla 1.1 Listado de especies del género Tuber reportadas para la Republica Mexicana

Especie Localidad Referencia
1 | Tuber maculatum Vittad dentro de | Cafién de Puerto | Trappe y Guzman 1971
un complejo de aproximadamente | Genovevo, Nuevo Leon Guevara et al., 2013 b
8 especies.
2 | T. gardneri Gilkey (sustituye a T. | Coahuila, cerro del | Guevara et al., 2013 b
murinum Hesse) Mercado, Morelos | Trappe y Guzman 1971
Castafios. Estado de | Cazares et al., 1992
México,
3 | T. lyonii. Butters (Sustituye a T. | Tamaulipas, Cd Victoria, | Guevara et al., 2013 b,
rufun Cézares et al., 1992, Trappe | el Madrofio, Nuevo Leo6n | Cazares et al., 1992
y Céazares 2006) Municipio Garza Garcia
4 | T. separans Gilkey, Nuevo Leodn Cézares et al., 1992,
5 | T. aestivum Ciudad de México Villarruel-Ordaz y
Cifuentes 2007
6 | T.dryophilum Tul. Et C Tul. Durango, Pueblo Nuevo, | Raymundo et al., 2012
El Rosillo.
7 | T. canaliculatum Gilkey Nuevo Leén. Municipio de | Guevara et al., 2013 b
Santa Catarina
8 | T. gibbosum Harkn estado de | Estado de México Parque | Guevara et al., 2013 b
México nacional Nevado de
Toluca,
9 | T. malacodermum Fissher Monterrey, Nuevo Leo6n Guevara et al., 2013 b
10 | T. regiomontanum  Guevara, | Nuevo Ledn Guevara et al., 2008
Bonito y Rodriguez
11 | T. castilloi Guevara, Bonito y | Nuevo Ledny Tamaulipas | Guevara et al., 2013
Trappe,
12 | T. guevarai Bonito y Trappe, Tamaulipas Guevara et al., 2013
13 | T. mexiusanum Guevara, Bonito y | Coahuila y Tamaulipas Guevara et al., 2013
Cézares,
14 | T. miquihuanense  Guevara, | Tamaulipas Guevara et al., 2013
Bonito y C4zares
15 | Tuber guzmanii Trappe y Cazares | Morelos Guevara et al., 2013 b
16 | T. bonitoi Guevara y Trappe, Veracruz Guevara-Guerrero et al.,
2015
17 | T. brunneum, Guevara, Bonito y | Jalisco, La primavera Guevara-Guerrero et al.,
Trappe 2015
18 | T. psedoseparans  Guevara, | Tequila y sierra de Quila, | Guevara et al., 2015
Bonito y Trappe Jalisco
19 | T. tequilanun Guevara, Bonito y | Jalisco, La primavera, | Guevara et al., 2015
Trappe Tequila
20 | T. aztecorum Guevara, Bonito y | Estado de México Parque | Guevara-Guerrero et al.,
Smith Nacional Nevado de | 2018
Toluca




especies, T. murinum Hesse, (Trappe y Guzman 1971), que posteriormente es
reclasificada como T. gardneri Gilkey, (Guevara et al., 2013 b) también podriamos
mencionar a T. rufum Pico (Cazares et al., 1992), que Trappe y Cazares (2006)
recatalogaron como Tuber lyonii Butters

Es muy importante resaltar que del aflo 2008 al 2018 se han reportado 11 especies
de nuevo cufio para la Republica Mexicana algunas pudiendo ser consideradas
como endémicas. Numeros 10 a 20 en la tabla 1.1.

Un breve resumen de las especies reporatadas se presenta en la tabla 1.1.
observandola podriamos mencionar que la mayoria de las especies registradas se
reportaron en los estados nortefios de Nuevo Leo6n, Coahuila, Tamaulipas y
Durango, incluyendo cinco especies de nuevo cufio, (Trappe y Guzman 1971,
Cazares et al., 1992, Guevara et al., 2008, Raymundo et al., 2012, Guevara et al.,
2013 Guevara et al., 2013 b, y se puede resaltar que una parte sustancial de las
especies nuevas seis se describen para el centro de la republica, Morelos, Jalisco,
Veracruz y Estado de México, (Guevara et al., 2013 b, Guevara-Guerrero et al.,
2015, Guevara-Guerrero et al., 2018).

Ademas, podriamos mencionar a Genea asperula Trappe, Guzman y Herrera,
colectado en un bosque Quercus-Pinus, en Chiapas y Geopora cooperi Harkn,
allada bosque de pino en el Estado de México (Tape y Guzman 1971). Del mismo
modo Genea arenaria bajo Quercus rysophylla, Q. canby, bosque mixto pino encino.

En Nuevo Ledn (Cazares et al., 1992.)



Materiales y métodos

Recoleccion de ascomas

La colecta y el estudio macroscopico se realizaron acorde a Hawker (1954) y
Castellano et al., (1989). El area de investigacion fue seleccionada por la cobertura
vegetal conservada. La busqueda de hongos hipogeos se realiz6 mediante la
seleccion al azar de arboles de encino y mediante un rastrillo de jardin se escarb6
hasta 15 cm de profundidad en un radio de 1.5 m, en todo momento el suelo
removido se regreso a la posicion original para minimizar el impacto, (Castellano et
al., 1989).

Todos los cuerpos fructiferos se fotografiaron en fresco. La determinacion del color
se realiz6 a simple vista. Posteriormente se deshidrataron a 50 °C. Para la
observacion microscopica los cuerpos fructiferos se cortaron con una navaja de
rasurar y se rehidrataron con KOH 5 %. Se midieron 30 esporas y las capas

celulares de los cortes de peridio y gleba, (Castellano et al., 1989).

Determinacion taxonémica morfologica
Cada género fue descrito a nivel de especie con base en la bibliografia
especializada. Los registros de cada colecta se depositaron en el herbario
micoldgico José Castillo Tovar (ITCV) del Instituto Tecnoldgico de Ciudad Victoria,
México.
Extraccion, amplificacion y secuenciacion de DNA y analisis filogenético.
La extraccion del DNA se realizé con el Kit: Extract-N-Amp kit (Sigma Aldrich, St.

Louis, Missouri). Las muestras se tomaron de los frutos deshidratados, por cada



espécimen se tomd una porcion de gleba de 1 - 2 mm de didmetro, se coloc6 en un
tubo de 500 pL. Se afiadieron 20 pL de solucidén de extraccion. Posteriormente se
incubo a 65°C durante 10 minutos. A continuacion, se incubd a 96°C por 10 minutos.
Después se afiadieron 20 pL de soluciéon de dilucién. Finalmente se colocé 30
minutos a temperatura ambiente. Para la amplificacion de la region ITS se
emplearon los cebadores ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). La reaccion de
amplificacion (PCR) contenia 19.125 uL de agua bidestilada, Buffer 10X 2.5 L,
dNTPs 0.5 pL (0.2 mM cada uno), MgCl2 1 pL (1.5 mM), Cebadores 0.25 pL (0.2 uM
cada uno) Platinun Tag DNA polymerase (Invitrogen Thermo Fisher Scientifics,
Carlsbad California) 0.125 pyL (2.5 U), DNA 1 pL (menos de 500 ng). Ciclo de
reaccion, calentamiento inicial 94°C 5 min, 35 ciclos de 94°C 1 min 54°C 1 min, 72°C
1 min y extension final 72°C 10 min.

Los dNTPs y cebadores restantes se removieron mediante ExoSap-IT PCR product
cleanup (Applied biosystems Foster City, California) 1 L, agua grado PCR, mas 3.5
pL de producto de PCR. La mezcla se calent6 a 37°C por 45 minutos, seguida de
80°C por 15 minutos. La secuenciacion se realizé por el método de Sanger con un
secuenciador: Applied Biosystems 3500XL Genetic Analyzer, empleando el Kkit:
BigDye Sequencing kit. En el Laboratorio de Secuenciacibn Gendmica de la
Biodiversidad y la Salud, del Instituto de Biologia de la Universidad Autonoma de
México.

Andlisis del DNA. Excepto por Aroramyces, las secuencias fueron ensambladas,

editadas y analizadas con el software Geneious Prime. Se seleccionaron



secuencias del National Center for Biotecchnology Information (NCBI), las cuales
fueron recuperadas y comparadas con nuestras muestras. El Alineamiento se
realiz6 con el programa MUSCLE, 50 iteraciones, rasurando los extremos, con tres
ciclos de alineamiento-rasurado, los arboles filogenéticos se obtuvieron con Mr.
Bayes, con un millén de pruebas, considerando una probabilidad Gama, con una
frecuencia de submuestreo de 2000, un 25,000 de Calentamiento (burn-in length).
En cada caso se selecciond una especie cercana a las especies o al género como
externo, para el enraizamiento del analisis.
Ultraestructura

Las muestras deshidratadas se adhirieron al porta muestra mediante un cinta con
pegamento por ambs lados, posteriormente las esporas y el tejido fueron tefiidas
con oro paladio mediante las sublimacion. La microfotogarfia y microscopia
electronica se realizdé con el microscopio electrénico JSM5600LV, JOEL, Tokio,

Japon.
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Resultados y discusion

Género: Elaphomyces Nees von Esenbeck 1829
La especie Elaphomyces muricatus se caracteriza por presentar un amplio peridio
marmoleado color vinaceo a purpura y verrugas piramidales truncadas Montecchi y

Sarasini 2000.

Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV),
Figuras 1.1 - 1.3
Descripcion

Ascoma 14.5-38.8 x 11.4-34.8 x 9.4-30 mm, promedio 20.6 x 18.39 x 16.56 mm,
subgloboso, irregular con verrugas angulares de 3 mm largo, firme, coriaceas, café
amarillento, la superficie con costra externa que incluye raices y suelo. Peridio 1.5—
2.5 mm ancho en seccién trasversal, blanquecino a café claro hasta café obscuro,
en ocasiones vinaceo en la porcién interna, formando agregados con venas claras
entre ellos dando apariencia marmoleada. Epicutis amarillo claro a ocre, con
verrugas piramidales truncadas, 250—-390 um ancho, promedio 325 um, con vellos
fibrilosos, células amarillas, prosenquimatosas, entrelazadas 5-6 um diametro,
promedio 5.4 pm. Subcutis marmoleado 1500—-2040 um ancho, promedio 1737 um,
pseudoparenquimatoso, células isodiamétrias hialinas 4-8 x 4—7 promedio 6.1 X
5.6, prosenquimatoso, células entrelazadas 5-8 um didmetro, promedio 5.8 um.

Gleba, los ascomas se encontraron en diferentes estados de madurez, y van de

11



café-grisaceo claro en la primera etapa, pasando a algodonosa en la siguiente,

tornandose en una masa de esporas negras en la madurez.

Tt
e

SRR

Figura 1.1. Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV), ascocarpos a) Superficie verrugosa con costra
exterior que incluye raices y suelo. b - d, Corte transversal en diferentes estados de
desarrollo, de juvenil a la madurez. b) Gris claro en la etapa juvenil. c) Blanco algodonoso.
d) Masa negra de esporas en la madurez. e) Corte transversal de peridio de dos capas,
epicutis con verrugas piramidales truncadas, presencia de la costra en la porcion distal de
la verruga. Subcutis con cumulos celulares como torundas de algoddén, en las cuales se
aprecia la apariencia marmoleada. Microfotografia 50x.
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Prosenquimatosa células fibrosas de 2—6 pum de diametro. Olor suave, sabor no
registrado. Asca 26—43 x 26—43 promedio 38 x 34.5 um, globosa, subglobosa, con
dos a tres ascosporas, en ocasiones cuatro, rara vez una. Ascosporas incluyendo
espinas 11-23 pm didmetro, promedio 19.2 um sin espinas 9-19 um, promedio
15.2, globosa, hialina cuando inmadura, cambiando a café claro a ocre en la

madurez. Pared celular delgada 1 um, espinas generalmente 2 um, raravez 1 6 4

um.

Figura 1.2. Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV), capas del Peridio. a) Verrugas piramidales
truncadas, amarillas 400 x. b) Fibras distales en las verrugas 1000x. c) Peridio con
cristales traslucidos 1000x. d) Cristales Rojos en el peridio 1000x. e) Area de la verruga
color amarillo, 1000x. f) Interfas ente las verrugas y la capa interna, 1000x. g) Peridio
interior hialino, 1000 x.
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Distribucion habitat, ecologia; México, Estado de Guanajuato, ANP Cuenca de la
Esperanza, hipogeo en suelo y mantillo, gregario, nueve ascomas en una colecta
asociad a Quercus sp. 1533 msnm, octubre.
Materia estudiado México, Estado de Guanajuato, ANP Cuenca de la Esperanza,
1710 ITCV, N 21°03.868', O 101°13.278". 2500 msnm.

Discusion
Los ascomas obtenidos en este trabajo presentaron una talla maxima de 14.5-38.8
mm de diametro mas pequefios que los reportados por Gomez-Reyes et al., (2012)
con 20-48 mm de diametro. Gbmez-Reyes et al., (2012) reporta respecto peridio 1—
3 mm ancho, epicutis 300-500 um ancho y subcutis 800-2500 um, Elaphomyces
aff. muricatus (1710 ITCV) es mas delgado que el material michoacano, con un
peridio de 1.5-2.5 mm de ancho, epicutis 250—-390 um ancho y subcutis 1500-2040
pum ancho. Pero las hifas observadas en Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV),
con células del epicutis 5-6 um de diametro, y células entrelazadas de 5-8 um de
diametro de la misma manera las células de las del subcutis 3—6 pm. son mas
delgadas que las reportadas por Gomez-Reyes et al., (2012. Ademas, la colecta
Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV), presenta células isodiamétricas que no se
observaron en el reporte de Gomez-Reyes et al., (2012.
Olor; suave, difiere a lo reportado por Montecchi y Sarasini 2000, quienes lo citan
con olor desagradable. Asca, segun Montecchi y Sarasini (2000) 32 x 40 pm y
Gomez-Reyes et al., (2012) 32.5-38 x 35-42 um, subglobosa a piriforme, en este

trabajo se observaron ascas de 26-43 x 26—43 um, promedio 34.5 x 38 um, muy
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cercano al observado en los trabajos anteriores pero con un rango mas amplio,
tendiendo de globosa a subglobosa en lugar de piriforme. Respecto al nimero de
esporas por asca se observlo de manera similar de 2 a 4 esporas por asca, pero en
este trabajo ocasionalmente se encontré solo una espora por asca, pero a diferencia
de lo reportado por Montecchi y Sarasini (2000) no encontramos ascas con 6

esporas.

Figura 1.3. Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV), gleba, asca y esporas. a) Fibras de la gleba en
estado algodonoso, 1000x. b) Ascas con esporas inmaduras hialinas, 1000x. c)
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Ascosporas globosas, 1000x. d) Esporas masivas 1000x. e - g SEM. e) Esporas masivas.
f) Asca con ascosporas. g) Ascospora globosa.

De acuerdo a la clave para especies de Elaphomyces de Norte América propuesta
por Castellano et al., (2012) en la cual incluye especies para la Republica Mexicana,
considera esporas de 18-25 um de diametro incluyendo las espinas, este tamafio
es mayor que el observado en este trabajo, 11-23 um de diametro, promedio 19.2
pum. del mismo modo, Trappe et al., (2007) menciona ascosporas de 18-35 um, sin
aclarar que las espinas estén o no incluidas en la medida, de cualquier modo, se
observa que la espora encontrada en Guanajuato es de menor tamafo, por otro
lado, Gbmez-Reyes et al., (2012) reporta ascosporas de 26—30 (32) um de diametro
incluyendo ornamentacion. Esta ultima medida es la de mayor tamafio reportada
para esta especie.

En este caso las espinas observadas son mas largas que las mencionadas por
Montecchi y Sarasini (2000) con espinas de 1-1.5 um a veces 2 um de longitud, y
estan mas cercanas a las reportadas por Gomez-Reyes et al., 2012 quien menciona
espinas de 2-3 um de largo.

Respecto al habitat, Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV), se encontré en un
bosque de Quercus, esto coincide con lo reportado por Montecchi y Sarasini (2000)
y GOmez-Reyes et al., (2012) quienes consideran que E. muricatus puede ser
encontrada en bosques de pino-encino y que puede estar asociado tanto encinos

como a pinos. En Michoacan esta asociado con Quercus rugosa y Q. laurina. Por
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otro lado, se diferencia de lo reportado por Trappe et al., (2007), quien menciona
que E. muricatus puede ser encontrado en asociacion con hayas y abedul.
Altitud. La colecta obtenida en este trabajo se encontr6 alrededor de los 2500 msnm
a diferencia de lo reportado por Montecchi y Sarasini (2000) quienes mencionan que
E. muricatus pude ser encontrado hasta 1200 msnm.
Aungue en términos de estacionalidad Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV) se
encontré en el mes de octubre, a pesar de haber muestreado todo el afio, en esto
se diferencia de lo mencionado por GOomez-Reyes et al., (2012) quien encontrd
especimenes de julio a octubre, o del verano al otofio segun Montecchi y Sarasini
(2000), y aun mas con la informaciéon de Trappe et al., (2007), quien reporta que es
posible encontrarlo todo el afio.

Conclusion
La informacion anterior nos permite concluir que la especie encontrada,
Elaphomyces aff. muricatus (1710 ITCV), aunque cercana a Elaphomyces
muricatus en realidad posee caracteristicas Unicas que lo hace una especie

diferente.
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Género: Hydnobolites Tulasne y Tulasne 1843

Hydnobolites aff. cerebriformis Tulasne y Tulasne
Figural4da-c
Descripcion
Ascoma 8.6-19x%1.7-16.8x6.4-16.4 mm, promedio 13.5x13.2x12.5, subgloboso,
lobado a irregular. Peridio, amarrillo claro, liso, blanco aterciopelado en
depresiones. Gleba, soélida, amarillo claro. Ascas piriformes, en nuestra muestra las

esporas estaban inmaduras.

Figura 1.4 Hydnobolites aff. cerebriformis (1698 ITCV) a) Ascoma b) Gleba. ¢) Asca con esporas
inmaduras

Localizacién. México, estado de Guanajuato, ANP Cuenca de la Esperanza 1685
(ITCV) N 21°03'54.2", O 101°13'23". 2500 msnm. 1696 (ITCV) N 21°03', O 101°13..

2500 msnm. 1697 ITCV N 21°03", W 101°13'. 2500 msnm.
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Discusion
Todos los datos sugieren que las colectas Hydnobolites aff. cerebriformis (1985
ITCV), Hydnobolites aff. cerebriformis (1696 ITCV), Hydnobolites aff. cerebriformis
(1697 ITCV) son Hydnobolites cerebriformis, pero el hecho de presentar esporas
inmaduras no nos permite una determinacion precisa, por lo que se considera que

es Hydnobolites aff.ine cerebriformis.
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Género: Pachyphlodes antes Pachyphloeus Tulasne y Tulasne 1844

Tabla 1.2 Andlisis filogenético del género Pachyphlodes con la mayoria de las secuencias de ITS

disponibles.
Especies Numero NCBI Referencias
Pachyphlodes o I Este trabajo
(1728 ITCV)
Pachyphlodes Sp. | -m-mmmmmmeme- Este trabajo
(1723 ITCV)
Pachyphlodes Sp. | -m-mmmmmmeme Este trabajo
(1686 ITCV)
Pachyphlodes Sp. | -m-mmmmememe- Este trabajo
(1686.2 ITCV)
Pachyphlodes Sp. | —-mmmmmmeeee- Este trabajo
(1509 2ITCV)
Pachyphlodes Sp. | —-mmmmmmeeee- Este trabajo
(1511 ITCV)
Pachyphlodes sp. MH281865.1 Kaminsky et al., NCBI 2018
Pachyphlodes sp. MH212098.1 Kaminsky et al., NCBI 2018
Pachyphlodes sp. KY574347.1 Garibay-Orijel y Garcia-Guzman 2017

NCBI

Pachyphlodes sp. KX844681.1 Barner Horton 2016 NCBI
Pachyphlodes sp. KX577740.1 Healey et al., NCBI 2016
Pachyphlodes sp. KX577738.1 Healey et al., NCBI 2016
Pachyphlodes sp. KT899969.1 Healey et al., 2015
Pachyphlodes sp. KJ720810.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720785.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720784.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720779.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720777.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720774.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720772.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720770.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720766.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720764.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720756.1 Healey et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ595002.1 Garibay-Origel y Pifia Paez NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ595000.1 Garibay-Origel y Pifia Paez NCBI 2014
Pachyphlodes sp. JX414220.1 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102477.1 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102443.1 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102442.1 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102418.1 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. HQ324990.1 Guevara et al. NCBI 2010
Pachyphlodes sp. GU184031.1 Southworth et al., NCBI 2009
Pachyphlodes sp. GU184032.1 Southworth et al., NCBI 2009
Pachyphlodes sp. 1 KJ720755.1 Healey et al., NCBI 2014
P. virescens MF462329.1 Healey et al., 2018
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P. virescens KJ720730.1 Healey et al., NCBI 2014
P. virescens EU543198.1 Healey et al., 2009

P. thysellii JN409339.1 Healey et al., 2013

P. thysellii JN102437.1 Healey et al., 2013

P. pfisteri MH211807.1 Kaminsky et al., NCBI 2018
P. pfisteri MH211765.1 Kaminsky et al., NCBI 2018
P. pfisteri KU171105.1 Healey et al., 2015

P. pfisteri KT899968.1 Healey et al., 2015

P. pfisteri KT899960.1 Healey et al., 2015

P. pfisteri KJ720811.1 Healey et al., NCBI 2014
P. pfisteri JN102474.1 Healey et al., 2013

P. pfisteri JN102431.1 Healey et al., 2013

P. nemoralis NR 158792.1 Healey et al., 2013

P. nemoralis KU955304.1 Healey et al., NCBI 2016
P. nemoralis KJ720807.1 Healey et al., NCBI 2014
P. nemoralis JN102486.1 Healey et al., 2013

P. melanoxanthus KU955314.1 Healey et al., NCBI 2016
P. melanoxanthus KJ720795.1 Healey et al., NCBI 2014
P. melanoxanthus JX414217.1 Healey et al., 2013

P. marroninus KJ720786.1 Healey et al., NCBI 2014
P. marroninus JN409342.1 Healey et al., 2013

P. marroninus EU543209.1 Healey et al., 2009

P. marroninus EU427551.1 Healey et al., 2009

P. marroninus EU427549.1 Healey et al., 2009

P. marronina MF462327.1 Healey et al., 2018

P. marronina JN102364.1 Healey et al., 2013

P. Ligericus KU955293.1 Healey et al., NCBI 2016
P. ligericus KU955291.1 Healey et al., NCBI 2016
P. Ligericus KJ720736.1 Healey et al., NCBI 2014
P. depressus NR 154314.1 Fan y Cai 2015

P. depressus KP027405.1 Fany Cai 2015

P. conglomeratus KY648896.1 Imran y Khalid NCBI 2017
P. conglomeratus KU955285.1 Healey et al., NCBI 2016
P. conglomeratus KJ720788.1 Healey et al., NCBI 2014
P. conglomeratus JF908512.1 Osmundson et al., 2013
P. citrinus KU955297.1 Healey et al., NCBI 2016
P. citrinus KJ720739.1 Healey et al., NCBI 2014
P. citrinus JN102468.1 Healey et al., 2013

P. carneus KC152163.1 Garibay-Origel et al., NCBI 2012
P. carneus JX414189.1 Healey et al., 2013

P. carneus EU543208.1 Healey et al., 2009

P. carneus EU543206.1 Healey et al., 2009

P. carneus EU543205.1 Healey et al., 2009

P. carneus EU543204.1 Healey et al., 2009

P. carneus EU543203.1 Healey et al., 2009

P. carneus EU543202.1 Healey et al., 2009

P. carneus EU543201.1 Healey et al., 2009

P. carneus EU543199.1 Healey et al., 2009

P. austo-oregonensis | AY830854.1 Frank et al., 2006

P. aff. conglomeratus | HG797006.1 llyas et al.,, NCBI 2013
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P. aff. carneus KC152162.1 Garibay-Origel et al., NCBI 2012
Hydnobolites EU784271.1 Brock et al., 2009
cerebriformis

Andlisis filogenético
El analisis de Mr. Bayes se realiz6 con la mayoria de las secuencias disponibles lo
gue nos permitio definir cuatro especies diferentes,.1.- P. aff. pfisteri 1 (1509 ITCV)
anido junto con KJ720810.1, con una probabilidad posterior de 1 dentro del grupo
P. pfisteri, KJ720810.1, reportada como Pachyphlodes sp. en la actualidad esta
siendo estudiada por Healy et al., s/f. 2.- P. pfisteri 2 (1511 ITCV) se discernié en
una rama de manera independiente con una probabilidad posterior de 0.91, entre P.
aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) y P. fisteri no encontrandose secuencias similares en el
GenBank. 3.- P. aff. marroninus (1686 ITCV y P. aff. marroninus (1686.2 ITCV)
anidaron juntas con una probabilidad posterior de 0.98, anidandose con P.
marroninus EU 543209.1 Healy et al., (2009) con 0.87 de probabilidad posterior. En
nuestro analisis ambas se separan del resto de los P. marroninus, con probabilidad
posterior de 1. 4.- P. aff. carneus (1723 ITCV) y P. aff. carneus (1728 ITCV) anidaron
juntas con una probabilidad posterior de 1, dentro de la rama de P. carneus. Figura

1.5.
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Figura 1.5 Arbol filogenético del género Pachyphlodes, anélisis con Mr. Bayes con la mayoria de las
secuencias de ITS disponibles.
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Pachyphlodes aff. pfisteri

Tabla 1.3. Grupo de Pachyphlodes pfisteri, listado de secuencias empleadas para el analisis con el
fragmento ITS.

especies Numero NCBI Referencias

Pachyphlodes  sp. | -------=-=--m---- Este documento

1509 ITCV

Pachyphlodes  sp. | -------=-=--m---- Este documento

1511 ITCV

Pachyphlodes sp. DQ437697 Booth y Horton NCBI 2006
Pachyphlodes sp. EU563481 Morris et al., 2008
Pachyphlodes sp. HE820338 Kluber et al., 2012
Pachyphlodes sp. HE820452 Kluber et al., 2012
Pachyphlodes sp. HE820457 Kluber et al., 2012
Pachyphlodes sp. HE820472 Kluber et al., 2012
Pachyphlodes sp. JN102432 Healy et al., 2013
Pachyphlodes sp. KF476920 Williams Vilgalys NCBI 2013
Pachyphlodes sp. KJ720810 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KT197140 Rosling et al., NCBI 2015
Pachyphlodes sp. KT899969 Healy et al., 2015
Pachyphlodes sp. KX844681 Barner y Horton NCBI 2016
Pachyphlodes sp. MH281865 Kaminsky et al., NCBI 2018
P. pfisteri JN102431 Healy et al. 2013

P. pfisteri JN102474 Healy et al., 2013

P. pfisteri KJ720811 Healy et al., NCBI 2014

P. pfisteri KT899961 Healy et al., 2015

P. pfisteri KT899962 Healy et al., 2015

P. pfisteri KT899968 Healy et al., 2015

P. pfisteri KU171105 Healy et al., 2015

P. pfisteri MH211765 Kaminsky et al., NCBI 2018
P. pfisteri MH211807 Kaminsky et al., NCBI 2018
P. conglomeratus JF908512 Osmundson et al., 2013

Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV)
En un segundo ciclo de andlisis la colecta Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV)
mostro una identidad del 100% con KJ720810.1, anidado juntas con una

probabilidad posterior de 1. Figura 1.6.
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Diagnosis
Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) Puede diferenciarse de otras especies por
un ascoma grande de hasta 25 x 20 mm y una areola amarilla en la porcion superior,
un excipulum exterior amplio y un excipulum interior delgado. Gleba con células
pseudoparenquimatosas. Ascas distribuidas irregularmente en una matriz
gelatinosa, piriforme, biseriada de modo irregular. Ascosporas globosas, hialinas.

tamafo incluyendo ornamentacion 14—-20 x14-19 um, promediol5.9 x 15.6.

O P. conglomeratus JF908512
———————— O Pachyphlodes sp. KT899969

1 gPachyphlodes sp. JN102432
Pachyphlodes sp. HE820457

1 1509 2ITCV
(o) 0.891 Pachyphlodes sp. KJ720810
1511 IMCV

0_972_1€ P. pfisteri JN102474
Pachyphlodes sp. KX844681

O Pachyphlodes sp. DQ437697
Pachyphlodes sp. HE820452
Pachyphlodes sp.HE820472
Pachyphlodes sp. HE820338
P. pfisteri KU171105

P. pfisteri KT899961

P. pfisteri KT899962

P. pfisteri KT899968

P. pfisteri KJ720811

——aO Pachyphlodes sp. EU563481

Pachyphlodes sp. MH281865
%ﬁ;}teri MH211765
P. pfisteri MH211807
.ﬂ:nyphlodes sp. KT197140
8019 O P. pfisteri JN102431
Pachyphlodes sp. KF476920

0.02

0.61_51‘0 —0

0.9761 ?

o

Figura 1.6 Arbol filogenético del grupo Pachyphlodes pfisteri, Andlisis con Mr. Bayes con todas las
secuencias de ITS disponibles a la fecha de la realizacién de analisis.
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Descripcion
Figura 1.7, 1.8
Ascoma, comprimido radialmente de manera irregular, 19-25 x 13-20 mm

promedio 22 x 16, superficie con verrugas conicas distribuidas irregularmente, de

hasta 0.5 mm de diametro, cafés con tintes verdosos.

Figura 1.7 Pachyphlodes aff. pfisteri (1509 ITCV), ascoma, tejido y asca. a) Aureola en la porcion
superior. b) vista inferior con hifas surgiendo de la base. ¢) Gleba amarillo claro con venas
estériles de color amarillo traslicido. d) Corte transversal mostrando excipulum exterior,

interior, y gleba, 400 x. e) Excipulum interior, 1000 x. f) Asca y espora 1000 x. g) Asca y
espinas de la espora 1000 x.
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areola superior amarilla, con un grupo de hifas emanado de la base. Gleba amarillo
claro con venas estériles traslicidas de color amarillento. Figura 1.7 a, b y c.

Peridio, 147-352 pum ancho, promedio 215 pm. Epicutis, 132-312 pm ancho,
promedio 182.5 um, compuesto de textura angularis, con verrugas. Pared celular
café amarillenta en las células exteriores y hialina en las interiores. 14-38 x 12-32
pum promedio 27.1 x 19.81. Pared celular de 1 pm en las células externas, células

internas con pared celular claramente mas delgada. Figura 1.7 d.

Subcutis 12.5-47.5 um de grueso, promedio 28.4 um, compuesto de textura
prismatica, hialina. Figura 5.3. d y e, pared celular delgada. Gleba con células
pseudoparenquimatosas, 6—70 x 6—-21 um, promedio 27 x 12.4 con pared celular 1
um. Parafisis, no encontrada. Asca distribuida irregularmente en una matriz
gelatinosa, piriforme, medidas incluyendo el pedicelo 91-144 x 27.5-40 um,
promedio 119.1-36.5. Pedicelo 11-42 x 7 =17 um, promedio 24 x 11.8, bifurcada,
tipicamente con ocho esporas, biseriadas, arregladas irregularmente a
desordenadas. Figura 5.3.f y g. Ascosporas globosas, hialinas, tamafio incluyendo
ornamentacion 14-20 x14-19 um, promedio 15.9 x 15.6, sin ornamentacion 12—-18
x12-17 pm, promedio 13.9 x 13.6. Ornamentacion en promedio de 1 um de alto,

consiste de espinas cortas y capitadas. Figura 1.8 b.

Distribucion hébitat, ecologia; México, estado de Guanajuato, Guanajuato ANP

Cuenca de la Esperanza, hipogeo en suelo y en mantillo, gregario. Tres ascomas
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en una colecta asociado a Quercus sp. 2500 msnm, N 21.064131 O 101.224159,

2500 msnm, septiembre.

Figura 1.8 Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) espora, SEM a) Espora globosa. b) Acercamiento
de una espina capitada.

Discusion

En un segundo ciclo de analisis filogenético la colecta Pachyphlodes aff. pfisteri 1
(1509 ITCV) anidd junto con KJ720810.1 con 99.8 de identidad esta muestra
colectada por J. Trappe también fue obtenida en México, pero no se menciona la
localidad (Healy et al., NCBI 2014).

Ascoma; Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) es mas grande que P. pfisteri con
un tamafio de hasta 25 x 20 mm, ademas tiene una areola superior de color
amarillo. el peridio de Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) de 352.5 um de ancho
es mucho mayor que el de P. pfisteri, con 210 um, de la misma manera el epicutis
con un grosor de 312 um es mayor que el de P. pfisteri con140 um de ancho, pero

el subcutis de Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) con 47.5 um es menor que
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el de P. pfisteri con 70 um. Asca de Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) es mas
larga que P. pfisteri, pero es mas delgada con 40 um de ancho, en contraste con el
asca de P. pfisteri con 62 um de ancho. Gleba, Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509
ITCV) tiene células pseudoparenquimatosas a diferencia de P. pfisteri que tiene
hifas entrelazadas. Las ascosporas de Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV)
tienen un rango mas amplio 14-20 um con un promedio de 15.9, mientras que P.

pfisteri con 15-18.4 um promedio 14.7.

Conclusion
Los datos encontrados en este trabajo generan un soporte suficiente para concluir
que Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) es una especie no reportada

previamente y que se ubica dentro del clado de P. pfisteri.

Pachyphlodes aff. pfisteri 2, (1511 ITCV)
En el segundo ciclo de analisis filogenético la muestra Pachyphlodes aff. pfisteri 2
(1511 ITCV) continué separandose en una rama independiente, pero su
probabilidad posterior disminuy6 a 0.891. Figura 1.6.
Diagnosis
Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV) pude ser distinguido de las otras especies
por la combinacion de su protuberancia basal Unica y la ausencia de aureola
superior, asca pequefia y pedicelo no bifurcado. Ascospora hasta 20 um de

diametro.
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Holotipo Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511) ITCV Herbario Micologico José Castillo

Tovar.

m BEee JSM-%con

1

Figura 1.9. Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV), ascoma, asca y espora. a) Ascoma vista lateral.
b) Ascoma vista inferior. c) Asca y esporas 1000 x d) Microscopia electrénica de barrido
asca con 8 esporas e) Esporas globosas f) Asca con ocho esporas biseriadas, enfoque en
las espinas, 1000 x.

Descripcion
Figura 1.9, 1.10
Ascoma piriforme, 25 x 19 mm, superficie con verrugas conicas distribuidas
irregularmente, café con tintes verde amarillentos, gleba amarillo claro, con venas
estériles traslucidas amarillas, base con una protuberancia conspicua como un

estipite de 11 x5 mm, laberintiforme café amarillenta. Figura 1.9 ay b.
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Peridio de dos capas, 85-237.5 um de ancho, promedio 141.5. Figura 1.10 a.
Epicutis 70-185 um ancho, promedio 109.9, compuesto de textura angularis, con
verrugas de hasta 62 um alto, células exteriores cafés amarillentas en 5 % KOH, 8—
35 X 635 pm, promedio 22.9 x 18.4. 1 um, pared celular delgada. Figura 5.6 b y c.
Subcutis, 9-35 um ancho, promedio 20.7, compuesto de textura prismatica, hialina,
4-13 um diametro, promedio 8.3-5.6 um, pared celular delgada, parafisis no se

encontro.

Figura 1.10. Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV) excipulum y gleba. a) Células del excipulum
exterior, excipulum interior y gleba. 100 x. b) Célula distal de la verruga, 1000 Xx. c)
Excipulum exterior, células pseudo parenquimaticas 1000 x. d) Excipulum interior, células
de las hifas, 1000 x. e) Gleba células pseudo parenquimaticas 1000 x.

.Gleba con células pseudoparenquimatosas, 6—70 x 6—21 um, promedio 27 x 12.4.
Figura 5.6 e. Asca distribuida irregularmente en una matriz gelatinosa, forma
variable irregular, oval, clavada a piriforme, medida incluyendo pedicelo 90-137 X
35-47 pum, promedio 111.7 x 39.7, pedicelo 7-30 x 7—15 um, promedio 20.5 x 11.1,

no bifurcado. Figura 5.5 ¢ y f. Espora irregularmente organizada biseriada a
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desordenada tipicamente con ocho esporas. Figura 1.9.c y f. Ascospora globosa,
hialina, amarillo claro a oliva, tamafio incluyendo ornamentos15-20 x 15-20 um,
promedio 17.7 x 17.4, excluyendo ornamentos 13-18 x 13-18 pum, promedio 15.7

x 15.4, espina 1 um alto. Figura 1.9.c hasta f.

Distribucion haébitat, ecologia; México, estado de Guanajuato, Area Natural
Protegida Cuenca de la Esperanza. hipogeo en suelo y mantillo solitario, asociado
a Quercus sp. 2500 msnm N 21.064131 0101.224159. 2500 msnm, septiembre.
Discusion

Escoma Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV) 25 x 19 mm es similar a
Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) pero es mayor que P. pfisteri. 12 x 13 mm,
la protuberancia basal de Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV) es Unica y esto
lo hace claramente diferente de Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) ademas
gue no tiene aureola superior. El peridio de Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV)
es similar en ancho a P. pfisteri, pero el epicutis de Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511
ITCV) de hasta 185 um, es mas ancho que el de P. pfisteri y con verrugas mas
cortas, respecto al subcutis el de Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV) es la mitad
de grueso que el de P. pfisteri. Comparando Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV)
con Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (ITCV 1509), el epicutis de Pachyphlodes aff. pfisteri
1 (ITCV 1509) son mas anchos que el de Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV),
y el subcutis es de un ancho similar entre los dos. Gleba Pachyphlodes aff. pfisteri

2 (1511 ITCV) y Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) poseen células
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pseudoparenquimatosas a diferencia de P. pfisteri que tiene hifas entrelazadas.
Ascas en Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV) son mas cortas que en
Pachyphlodes aff. pfisteri 1 (1509 ITCV) y en P. fisteri y no tiene pedicelo bifurcado.
Las ascosporas de Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV) que llegan a 20 um
diametro, son mayores que las de P fisteri con 18.4 um y ligeramente mayores que

las de Pachyphlodes aff. pfisteri (1509 ITCV).

Conclusion
Las caracteristicas mostradas de Pachyphlodes aff. pfisteri 2 (1511 ITCV) nos

confirman que es una especie que no ha sido reportada con anterioridad.

Pachyphlodes aff. marroninus

Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV, 1686.2 ITCV)
En un segundo ciclo de andlisis filogenético de las colectas Pachyphlodes aff.
marroninus (1686 ITCV y 1686.2 ITCV), éstas anidaron juntas con una probabilidad
posterior de 0.97, separandose de P. marroninus EU 543209.1 Healy et al., (2009)
con 0.90 de probabilidad posterior, ésta Ultima fue colectada en Tlaxcala México.
Cabe mencionar que se afadieron varias secuencias y dos de estas KJ595000 y
KJ720784 anidaron juntas con una probabilidad posterior de 0.9, muy cerca de las
muestras de Guanajuato, KJ595000 (Garibay-Origel et al., NCBI 2014), colectada
cerca de Morelia Michoacan México y KJ720784 (Healy et al., NCBI 2014), Voucher
CPP11011 (Mexu) colectada en México, pero en este caso no se menciona la

localidad. Cuando Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV y 1686 ITCV) junto con
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P. marroninus EU 543209.1 se comparan con KJ595000, y KJ720784. presentan
99.18 % de identidad, y las cuatro se separan del resto de las muestras

consideradas P. marroninus, con 1 de probabilidad posterior. Figura 1.11.

Tabla 1.4. Listado de secuencias y especies utilizados para el andlisis filogenético del grupo
Pachyphlodes marroninus, basado en secuencias de ITS disponibles.

Especies Numero NCBI Referencia

Pachyphlodes  sp. | ---------mmmmmmeem Este documento

1686 ITCV

Pachyphlodes  sp. | ---------mmmmmmeem Este documento

1686.2 ITCV

Pachyphlodes sp. HQ324990 Guevara et al. NCBI 2010

Pachyphlodes sp. JN102442 Healy et al., 2013

Pachyphlodes sp. JN102443 Healy et al., 2013

Pachyphlodes sp. KJ720784 Healy et al., NCBI 2014

Pachyphlodes sp. KJ720785 Healy et al., NCBI 2014

Pachyphlodes sp. KJ595000 Garibay-Origel y Pifla-P4ez NCBI 2014

P. marroninus EU427549 Healy et al., 2009

P. marroninus EU427551 Healy et al., 2009

P. marroninus EU543209 Healy et al., 2009

P. marroninus JN409342 Healy et al., 2013

P. marroninus KJ720786 Healy et al., NCBI 2014

P. marrronina JN102364 Healy et al., 2013

P. marrronina MF462327 Healy et al., 2018

P. conglomeratus JF908512 Osmundson et al., 2013
Diagnosis

Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV) sp nov. puede ser distinguida de otras
especies por sus verrugas puntiagudas con una gran variabilidad del nimero de
lados con generalmente 4-5, ocasionalmente 3 o 6, pudiendo llegar hasta 8 o0 9
lados, 0.5 to 2 mm de ancho. Areola color crema, Pachyphlodes aff. marroninus
Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV) puede presentar tres tipos de cavidades;
Areola, cicatriz micelial y una cavidad irregular. Células externas del peridio color

amarillo brillante, pared celular de 1 pum.
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O P. conglomeratus JF908512

P. marroninus EU543209
1686 ITCV

1686.2 [TCV

Pachyphlodes sp. KJ595000

Pachyphlodes sp. KJ720784
—— QO P. marroninus JN409342
KO Pachyphlodes sp. HQ324990
———COPachyphlodes sp. JN102443

HO P. marroninus EU427551

0.84:20 O Pachyphlodes sp. KJ720785

P. marroninus KJ720786

P. marrronina JN102364

P. marroninus EU427549

P.marrronina MF462327

——Q Pachyphlodes sp. JN102442

0.009

Figura 1.11. Analisis filogenético del grupo Pachyphlodes marroninus, empleando el fragmento ITS
y mediante la metodologia de Mr. Bayes.

Holotipo Pachyphlodes aff. marroninus Pefia-Ramirez (1686 ITCV) Herbario

MicologicoJosé Castillo Tovar.

35



Figura 1.12. Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV), ascoma. a) Ascoma color, tamafio y morfo
diversidad. b) Proyeccion micelial. ¢c) Ascoma vista lateral d) Ascoma; areola superior. e)
Gleba blanca con venas blanquecinas y traslucidas.

Descripcion
Fig 1.12-1.14.
Ascoma irregular de simetria radial, lobado a comprimido, algunas veces con
cavidades irregulares, 11.4-22.3 x 9.9-20.5 x 7.5-17.3 mm, promedio 16.5 x 14.1

x 10.6, esculpido con verrugas aplanadas poligonales con apice puntiagudo, con
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generalmente 4-5 lados, ocasionalmente 3 o 6, pudiendo llegar a 8 6 9 lados, 0.5
to 2 mm de ancho, aparentemente las verrugas no estan separadas, café rojizo,
marrdn (café rojizo oscuro) a café obscuro. Porcidén superior del ascoma con areola
crema, 5-7 x 2—-2.5 mm. Proyeccion micelial basal color blanco-cremoso, 3—7 x 2—
6 mm, promedio 5 x 4. La proyeccién micelial puede ser removida de manera natural
dejando una oquedad de 2—-2.5 mm ancho, la cual no debe ser confundida con la
cavidad irregular mencionada previamente. Se debe aclarar que la areola y la
proyeccion micelial no necesariamente se encuentran en posicion antipodal, se
pueden encontrar a 90° una de la otra. Olor fungoide. Gleba blanca, con venas
traslucidas blanquecinas. Figura 1.12 a - d.

Peridio de dos capas 477-710 um, promedio 563. Figura 1.13 a. Epicutis, células
mas externas de color amarillo brillante. Células internas hialinas, 460-680 pum,
promedio 539, compuesto de textura angularis (pseudoparenquima) 10-42 x 5-26
pum, promedio 22.3 x 13.4. pared celular delgada 1 um. Figura 5.9 b. Subcutis, 17.5—
32.5 um grueso, promedio 24.7de textura intrincata, hialina con hifas de 5-11 um
de ancho, promedio 7.3. Figura 1.13 c. Gleba, trama 80-520 ancho, promedio 172,
textura intrincata con hifas 6-10 um de ancho, promedio 8.1. Figura 1.13 d. Asca
formando una empalizada, clavada a clavada-cilindrica, pedicelada, medida

incluyendo el pedicelo 167-225 x 12.5-32.5 um, promedio 199 x 25.
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Figura 1.13. Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV1686 ITCV), ascoma tejido. a) Peridio de dos
capas, gleba y asca formando una empalisada 100 x. b) Epicutis células
pseudoparenquimatosas angulares, pared celular amarillo brillante. ¢) Subcutis hifas
entrelazadas d) Gleba hifas entrelazadas.

Pedicelo 18-70 x 8-20 um, promedio 41.4 x 13.7, con ocho esporas uniseriadas
irregularmente. Figura 1.14 c y d. Ascospora globosa con espinas 18-22 x 18-22

pm, promedio 19.8 x 19.4 mayormente19-20 pm, sin espinas 15-18 x 15-18 um,
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promedio 16.3 X 16. Mayormente 16—-17 um, pared de la espora 1 um ancho, hialina
a verdosa, unas cuantas color amarillo verdoso, ornamentadas con espinas gruesas
capitadas (1-) 1.5-2(2.5) um longitud 1-1.3 ancho de la base. Figura 1.14 a, b, e, f,
yg.
Discusion

Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV, 1686.2 ITCV) anidaron cerca de P.
marroninus EU543209 MEX: Tlaxcala 9-20-07 Céazares, Healy et al., (2009).
KJ595000 y KJ720784. Por otro lado, P. marroninus EU427551 MEX: Nuevo Leo6n
9-14-83 Garcia (UNL), también colectada en México se agrupo con colectas mas al
norte. Lo que sugiere que se tiene un nuevo taxon en este trabajo. El ascoma de
Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV) es mayor que el de P. marroninus en al
menos 5 mm, y las verrugas también son mayores que las de P. marroninus. Las
verrugas de Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV) son puntiagudas en
contraposicion de las de P. marroninus que son romas en la punta, también presenta
una mayor variabilidad del nimero de lados en las verrugas. El ascoma de
Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV) es marrdn, pero puede ser café obscuro.
La areola de Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV) es crema, por el contrario,
la de P. marroninus es naranja intenso, ademas de ser mas pequefa que la
reportada para P. marroninus. Es importante remarcar que Pachyphlodes aff.
marroninus (1686 ITCV) puede presentar tres tipos de cavidades; areola, cicatriz
micelial y cavidad irregular, esta ultima puede considerase una clara diferencia con

P. marroninus.
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Figura 1.14. Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV), ascoma asca y ascosporas. a) Ascosporas
globosas. b) Ascospora con espinas romas. c) Asca clavada a clavada-cilindrica,
pedicelada, con ocho esporas irregularmente uniseriadas. d) Asca inmadura. Microscopia
electronica de barrido e hasta g. e) Vista masiva de ascosporas f) Ascospora globosa g)
Espinas gruesas y capitadas.

El peridio de Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV) mas estrecho que el de P.
marroninus, pero las células del ectal excipulum de Pachyphlodes aff. marroninus
(1686 ITCV) son méas grandes que las de P. marroninus, y tienen color diferente a
las de Pachyphlodes aff. marroninus (1868 ITCV) que son amarillo brillante mientras
que las de P. marroninus son rojizas, ademas difieren en el grosor de la pared

celular que son de 1 um en Pachyphlodes aff. marroninus (1686 ITCV) mientras que
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en P. marroninus las paredes celulares son de 2.5-4 um. Las ascosporas tienen
diametro similar pero la espina de Pachyphlodes aff. marroninus (1868 ITCV) es
mas pequeia que la de P. marroninus tanto en largo como ancho.

Conclusion
Considerando que con la informacion generada se puede afirmar que Pachyphlodes

aff. marroninus (1868 ITCV) es una especia hueva para la ciencia.

Pachyphlodes aff. carneus 1723 ITCV, 1728 ITCV

Andlisis filogenético

Tabla 1.5. Listado de especies y secuencias empledoas en el andlisis filogenético del grupo
Pachyphlodes carneus con el fragmento ITS, mediante andlisis de Mr. Bayes.

Especies Numero NCBI Referencia

Pachyphlodes sSp. | -mmmmmmmemeee- Este documento

1723 ITCV

Pachyphlodes sSp. | -mmmmmmmemeee- Este documento

1728 ITCV

Pachyphlodes sp. EU819509 Palmer et al., 2008
Pachyphlodes sp. GQ221641 Wolfe et al., NCBI 2009
Pachyphlodes sp. GU907797 Karpatia et al., 2011
Pachyphlodes sp. HE820411 Kluber et al., 2012
Pachyphlodes sp. HE820464 Kluber et al., 2012
Pachyphlodes sp. JN102380 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102398 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102409 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102418 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102421 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102475 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102482 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102483 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JN102485 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. JX414194 Healey et al., 2013
Pachyphlodes sp. KJ595001 Garibay-Origel et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ595002 Garibay-Origel et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ595003 Garibay-Origel et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ595004 Garibay-Origel et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ595005 Garibay-Origel et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720754 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720755 Healy et al., NCBI 2014
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Pachyphlodes sp. KJ720756 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720758 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720760 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720765 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720766 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720768 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720769 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720770 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720771 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720772 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720773 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720777 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720779 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720780 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720781 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KJ720782 Healy et al., NCBI 2014
Pachyphlodes sp. KX577739 Healy et al., NCBI 2016
Pachyphlodes sp. KX577740 Healy et al., NCBI 2016
Pachyphlodes sp. KX577741 Healy et al., NCBI 2016
Pachyphlodes sp. MH212098 Kaminsky et al., NCBI 2018
P. aff.. carneus KC152162 Garibay-Origel et al., NCBI 2014
P. carneus EU543199 Healy et al., 2009

P. carneus EU543200.1 Healy et al., 2009

P. carneus EU543201 Healy et al., 2009

P. carneus EU543202 Healy et al., 2009

P. carneus EU543203 Healy et al., 2009

P. carneus EU543204 Healy et al., 2009

P. carneus EU543205 Healy et al., 2009

P. carneus EU543206 Healy et al., 2009

P. carneus JX414189 Healy et al., 2013

P. carneus KC152163 Garibay et al., NCBI 2012
P. conglomeratus JF908512 Osmundson et al., 2013
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Figura 1.15 Arbol filogenético del grupo Pachyphlodes carneus obtenido usando el fragmento ITS
mediante la técnica de Mr. Bayes.

En una segunda ronda de analisis especifico para Pachyphlodes carneus las
colectas Pachyphlodes aff. carneus (1723 ITCV, 1728 ITCV) anidaron juntas con 1
de probabilidad posterior, en una rama cerca de EU543203 P. cf. carneus, Healy et
al., (2009), y de KC152163 P. carneus, (Garibay et al., NCBI 2012) y algunos
Pachyphlodes sp., pero separado de P. carneus, con una probabilidad posterior de

0.79. Figura 1.15.

43



Figura 1.16 Pachyphlodes aff. carneus (1723 ITCV), ascoma, peridio y tejido de gleba. a) Proyeccién
micelial, verrugas estrelladas. b) Gleba café con venas blancas. c) Peridio y gleba. 100 x.
d) Epicutis con céluas pseudoparenquimatosas angulares, amarillo brillante, 1000 x. e)
Subcutis hifas entrelazadas hialina, 1000 x. f) Gleba con céluas pseudoparenquimatosas
angulares e hifas entrelazadas,1000 x.

Diagnosis
Pachyphlodes aff. carneus (1723 ITCV) puede ser distinguida de otras especies por
su gleba café con venas blancas, y con textura angular hialina, ademas de hifas
entrelazadas y esporas de 14-18 um de didmetro excluyendo espinas, 20-23

incluyendo espinas.
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Holotipo (1723 ITCV) Herbario Micologico José Castillo Tovar.

Descripcion
Figura 1.16, 1.17
Ascoma ligeramente comprimido 13.3-15.8 x 10.8-12.6 x 7.9-8.7 mm, promedio
15.5 x 11.7 x 8.3 mm, esculpido con verrugas pequefas y aplanadas, poligonales,
con una marca estrellada en el apice, con 5 lados a veces 4 rara vez 6, cada lado
de aproximadamatel up to 2.5 mm ancho. Color naranja brillante ceroso, a naranja
oscuro. Areola 6 x 4 mm similar al peridio. Proyecciéon micelial color crema 9-13 X
3—-7 mm, promedio 11 x 5 mm ancho. Gleba Café con venas blancas.
Peridio, 166-447.5 um ancho, promedio 287.6. Epicutis, células externas amarillo
brillante, celas internas hialinas 160—-430 pum ancho, promedio 272, compuesto de
pseudoparenquima, pared celular 1 um ancho, con células de 10-48 x 10-35 um
ancho, promedio 28.3 x 19.3, cambiando gradualmente al subcutis, hifas postradas
entrelazadas, hialina 6—-29 um ancho, promedio 15.8. cerca de la gleba, hifas 4—7
pum ancho, promedio 6.2, pared celular de 1 um grueso. Gleba. Trama 21-777 um
grueso 148.2, hifas de 5-9 um al septo, promedio 6.2, con células isodiamétricas
de 5-15 x 5-10 ym ancho, promedio 9.7 x 7.4, pared celular 1 um ancho. Asca
formando una empalizada, clavada-cilindrica a cilindrica, pedicelada. 167.5-247 x
30—-45 um, promedio 210 x 35.5, con ocho esporas uniseriadas irregularmente 8.
Ascosporas globosas, 14-18 x 14-17 pm didmetro, promedio 16.7 X 16
mayormente 16—-17 excluyendo espinas. 20-23 x 19-23 um diametro, promedio

21.4 x 20.8 mayormente 20—-22, incluyendo espinas.
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Figura 1.18. Pachyphlodes aff. carneus (1723 ITCV) ascoma, asca y ascospora a) Asca y espora
400 x. b) Ascospora 1000 x. c) Ascospora espina enfocada,1000 x. Microscopia electronica
de barrido d - f. d) Asca con espora e) Espora con espinas f) Ascospora.

Espora pared celular 1-2 um de ancho, café palido ornamentado con espinas
gruesas y capitadas 2-3 pum de alto, promedio 2.38, mayormente 2, ancho en la
basel pum.

Discusion
La colecta Pachyphlodes aff. carneus (1686 ITCV) con gleba café y venas blancas

se diferencia de P. carnea que tiene una gleba amarilla con venas obscuras P.
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carnea posee esporas de menor tamafio 14 um de didmetro comparando con
Pachyphlodes aff. carneus (1686 ITCV) 14-18 um excluyendo espinas y 20-23 um
incluyendo espinas.

Conclusion
Considerando que con la informacion generada se pude afirmar que Pachyphlodes

aff. carneus (1686 ITCV) es una especia nueva para la ciencia.
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Género: Tuber Micheli ex Wigger: Fr. 1780
En este trabajo se obtuvieron 5 especies dentro del género, la primera es Tuber
incognitum que se ha publicado recientemente, (Pifia-Paéz et al., 2018), y cuatro
especies dentro del complejo separans mismo que puede observase en el andlisis

filogenético en la 1.17

Tuber incognitum Pifia Paez, Bonito, Guevara y Castellano
Figura 1.18
La identidad con Tuber incognitum se determind mediante la comparacion del
fragmento ITS de T. incognitum (ITCV 1695), el cual tiene una identidad del 99.2 %,
con la secuencia KJ595014 que es el paratipo de T incognitum Boucher MEXU
25995, (Pifna-Paéz et al., 2018).

Descripcion

Ascoma de 9.2-14.2 mm de diametro, subgloboso a ligeramente irregular, blanco
con areas café claro al secarse, glabro con canales que contindan con las venas
dentro de la gleba. Gleba rosa a café claro con tonos purpura inmadura, café oscuro
en la madurez, marmoleado con venas blancas. Olor suave ligeramente &cido.
Peridio bicapa 350-400 um, Epicutis 175—- 244 de ancho, células angulares
isodiamétricas de 6—15 um de ancho, pared celular 1.75-5 um de ancho, amarillo a
hialino en KOH. Subcutis 110— 140 pym de ancho, hifas postradas 4.5— 7 ym de

ancho, Pared celular delgada, hialina en KOH.
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Ascosporas; asca monoesporada 23-35 x 19-25 ym, Q = 1.09 1.59; biesporada
18-29 x 17-22 ym, Q = 1.0-1.61; triesporada 30-42 x 26-31 ym, Q = 1.11-1.2;
tetraesporada 23-27 x 19-25 ym, Q = 1.08-1.26 color naranja amarillento en KOH,
pared celular > 2 um de ancho,

Distribucion habitat, ecologia; México estado de Guanajuato, Guanajuato, ANP
cuenca de la esperanza, hipogeo, gregario, bajo Quercus sp. 2534 msnm, N

21°03'50", O 101°13'23",10 de octubre de 2016.

Figura 1.18. Tuber incognitum (ITCV 1695). a) Ascoma. b) Gleba. c) Peridio 1000 x. d) Espora 1000

X. e) Espora doble malla 1000 x.
Discusién
Al comparar los datos de muestras de otros estados; asca monospérica 45 -55 x

34-44 ym (Q = 1.3), biesporada 37 -43 x 29-32 um (Q = 1.25), triesporada 30 -42 x
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26-31 pm (Q = 1.2), tetraesporada 28 -33 x 24-28 pm (Q = 1.09-1.25),
pentaesporada 25 -28 x 20-28 um (Q = 1.2-12.5), se observa un menor tamafio en

la colecta de Guanajuato lo que nos indica que se tiene un ascoma en estado juvenil,

Complejo Separans

Analisis filogenético
El analisis discernio cuatro grupos de muestras, la primera con tres colectas Tuber
separans 1 (1671 ITCV, 1681 ITCV, 1688 ITCV), que claramente anidan con la
especie Tuber separans, con 0.92 de probabilidad posterior, la siguiente Tuber aff.
separans 1 (1658 ITCV, 1678 ITCV), anidé con las muestras KC152254 KC152255
colectadas en la Republica Mexicana sin mencionar la localidad, (Garibay-Origel
2012, NCBJI), el tercer clado segreg6 a Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV), con 0.99
de probabilidad posterior muy cerca de T. separans pero permaneciendo
independiente. El tltimo es Tuber aff. separans 3 (1672 ITCV, 1684 ITCV) que anida
independientemente dentro del mismo clado de T. separans con 1 de probabilidad

posterior. Figura 1.19

Tabla 1.6. Listado de especies empleadas en el andlisis filogenético del complejo separans dentro

del género Tuber. Fragmento ITS, nimero de acceso NCBI y referencias.

Especies Nimero NCBI Referencia
Tuber Sp. | -mmmmmmmmmemeeees Este documento
(1658 ITCV)

Tuber Sp. | --mmmmmmmmmmee- Este documento
(1671 1TCV)

Tuber Sp. | --mmmmmmmmmmee- Este documento
(1672 1TCV)

Tuber Sp. | --mmmmmmmmmmee- Este documento
(1678 ITCV)
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Tuber sp.

Este documento

(1681 ITCV)

Tuber Sp. | -mmmmmmmmmeee- Este documento

(1684 ITCV)

Tuber Sp. | --mmmmmmmmmeeee- Este documento

(1688 ITCV)

Tuber Sp. | --mmmmmmmmmeeee- Este documento

(1692 ITCV)

Tuber sp. MG761431 Bowman y Arnold 2018

Tuber sp. MG761430 Bowman y Arnold 2018

Tuber sp. MG761428 Bowman y Arnold 2018

Tuber sp. MG761426 Bowman y Arnold 2018

Tuber sp. MG761423 Bowman y Arnold 2018

Tuber sp. MG761397 Bowman y Arnold 2018

Tuber sp. KY574434 Garibay-Orijel y Garcia-Guzman
2017. NCBI

Tuber sp. KU245954 Garay-Serrano et al., 2015. NCBI

Tuber sp. KT897487 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897486 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897485 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897484 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897483 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897482 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897480 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897476 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897475 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897474 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897472 Guevara et al., 2015

Tuber sp. KT897478 Guevara et al., 2015

T. cf. separans | KY489771 Ramos et al., 2018.

T. cf. separans | KC152264 Garibay-Origel 2012, NCBI

T. cf. separans | KC152262 Garibay-Origel 2012, NCBI

T. cf. separans | KC152261 Garibay-Origel 2012, NCBI

T. cf. separans | KC152260 Garibay-Origel 2012, NCBI

T. cf. separans | KC152259 Garibay-Origel 2012, NCBI

T. cf. separans | KC152258 Garibay-Origel 2012, NCBI

T. cf. separans | KC152257 Garibay-Origel 2012, NCBI

T. cf. separans | KC152256 Garibay-Origel 2012, NCBI

T. cf. separans | KC152255 Garibay-Origel 2012, NCBI

T. cf. separans | KC152254 Garibay-Origel 2012, NCBI

T. separans HM485388 Bonito et al., 2010

T. separans HM485387 Bonito et al., 2010

T. separans HM485386 Bonito et al., 2010

T. separans HM485385 Bonito et al., 2010

T. separans GQ221448 Murat et al., 2009

T. puberulum AJ969625.1 Tederso et al., 2006
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O T puberulum AJ969625.1
——Q T separans HM485385

1 T separans GQ221448
Tubersp. KY574434
T cfseparans KC152254

T cfseparans KC152255
——— O T cf separans KY489771
0 1692 ITCV
O Tuber sp. KT897485
P 01671 ITCV
: 01681 ITCV
P-925505 1688 ITCV

OT separans HM485387
1Tuber sp. KT897486

O Tuber sp. KT897483
R Tuber sp. KT897484
<O Tuber sp. KT897487
T separans HM485388
Tuber sp. MG761397
Tuber sp. MG761428
Tuber sp. MG761430
Tuber sp. MG761431

14D Tuber sp. MG761423
Tuber sp. MG761426
1672 ITCV
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0,641 Tuber sp. KU245954
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—— O Tuber sp. KT897480
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0.8

099871
~

0.007

Figura 1.19. Arbol filogenético del grupo Tuber separans, modelo Mr. Bayes con fragmento ITS de

especies y muestras relacionadas.

Tuber separans (1671 ITCV 1681 ITCV 1688 ITCV)

Figura 1.20
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Descripcion

Ascoma 12.5-12.8 x 11-11.5 x 8-10 mm Irregular, lobado, blanco aterciopelado,
con parches café claro-crema al trato. Gleba café marmoleada con venas blancas.
Olor no registrado.

Peridio bicapa 250- 625 um de ancho, Epicutis amarillo en las capas mas externas
hialino al interior, células isodiamétricas 3-19 x 3-17 um, con hifas entrelazadas 3-
17 um de ancho, pared celular 1 um, amarillo a hialina en KOH. Setas septadas con
hasta ocho septos y de hasta 59 um de largo. Subcutis 115-495 um, hifas
entrelazadas 3 - 6 um de ancho en el septo con células isodiamétricas distribuidas
al azar 4-16 x 4-12 um. Pared celular 1 pum, hialina en KOH. Ascospora, globosa,
ampliamente elipsoide a elipsoide, excluyendo la ornamentacion alveolada doble
reticulada en asca monoesporada 34-52 x 25-43 um (Q = 1-1.56), biesporada 30-
42 x 25-33 pm (Q = 1-1.5), triesporada 27-37 x 21-31 um (Q = 1.-1.4), espora café
amarillento con tintes naranjas en KOH. Pared celular de 1 um, reticulo de 4 hastal2
alveolos a lo largo de la superficie, las paredes alveolares de hasta 10 um de alto.
Asca subglobosa a elipsoide, 71-94 x 57-84 um, sin pedicelo hialina en KOH, hifas
postradas, entrelazadas rodeando las ascas, cilindricas 3 -10 um de ancho en el
septo, con células isodiamétricas esparcidas al azar 3-23 x 4-13 pm, de pared

celular delgada, hialina en KOH.
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Figura 1.20. Tuber separans (1671 ITCV) a) Ascoma. b) Gleba. c) Corte transversal 400 x. d) Peridio
1000 x. e) Gleba 1000 x. f) Setas en el peridio 1000x. g) Espora 1000 x. h) Doble malla en

la espora 1000 x. i) SEM espora.

Distribucion hébitat, ecologia; México, Guanajuato, Guanajuato, ANP Cuenca de
la Esperanza, hipogeo, bajo Quercus sp. 2537 msnm, N 21°04'11.9", O

101°13'11.6", 3 de octubre 2016.
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Material examinado, Las Palomas bajo Quercus sp. 2480 msnm, N 21°03'46.5", O
101°13'28.2", 14 de septiembre 2016 (ITCV 1671). Las Palomas bajo Quercus sp.
2527 msnm, N 21°03'51", O 101°13'24.4", 14 de septiembre 2016 (ITCV 1681).
Discusion

Tuber separans (1671 ITCV 1681 ITCV 1688 ITCV) es similar a T. separans (Gilkey
1916), en el grosor total del peridio bicapa, y la morfologia celular, epicutis de células
isodiamétricas, y subcutis con hifas postradas entrelazadas, pero el tamafio de la
espora de la muestra guanajuatense es ligeramente menor que lo repostado por
Gilkey, en contraste, el tamafio de espora de Tuber separans (1671 ITCV 1681 ITCV

1688 ITCV) es mayor que el reportado por Cazares et al., (1992).

Tuber aff. separans 1 (1658 ITCV, 1678 ITCV).
Figura 1.21
Descripcién: Ascoma 9.3 -13 x 6.7 -10 X 8.9 - 9.4 mm irregular y en ocasiones
lobado, crema pdlido a café claro, con parches café claro, con canales que
contintan con las venas dentro de la gleba. Gleba blanco translticido, marmoleado
con venas blancas cuando inmaduras. Olor fuangico, los ascomas estaban

inmaduros por lo que no se continuo con la descripcién microscopica.
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Figura 1.21. Tuber aff. separans 1 (1658 ITCV, 1678 ITCV). ay c, ascoma ay b gleba blanca.

Material examinado. México, Guanajuato, Guanajuato, Las Palomas, bajo Quercus
spp., hipogeo, solitario, 2509 msnm, N 21° 03'44.3", 0 101°13'30.9 ", 30 de agosto
de 2016, ITCV 1658, 1469 msnm, 21° 03' 54.8" N, 101°13'26.9 ", O 19 septiembre

2016, ITCV 1678.

Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV)
Figura 1.22
Diagnosis
Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV) se caracteriza por un peridio moncapa de 100 -
142.5 ym de ancho, con setas septadas emergiendo de una verruga diminuta, con
hasta 3 septos, de hasta 41 um de largo, ascosporas en asca monoesporada 42-50
x 30-45 um (Q = 1-1.4), biesporada 23-44 x 20-36 um (Q = 0.81-1.63), triesporada

22-46 x 20-32 um (Q = 0.81-2), tetraesporada 18-32 x 17-27 um (Q = 096-1.3).
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Descripcion

Ascoma 10.2 x 8.8 x 7.5 mm Irregular, lobado, blanco aterciopelado, con parches
café claro-crema al trato. Gleba café marmoleada con venas blancas. Olor suave.

Peridio de una capa 100 -142.5 um, hialino de células isodiamétricas 8-37 x 6-24
pum, pared celular 1-2 um, hialina en KOH. Setas septadas que surgen de una
verruga diminuta, con hasta 3 septos, de hasta 41 um de largo. Ascospora, globosa,
ampliamente elipsoide a elipsoide, excluyendo la ornamentacion alveolada doble
reticulada, en asca monoesporada 42-50 x 30-45 um (Q = 1-1.4), biesporada 23-44
X 20-36 pm (Q = 0.81-1.63), triesporada 22-46 x 20-32 um (Q = 0.81-2),
tetraesporada 18-32 x 17-27 um (Q = 096-1.3), espora café amarillento con tintes
naranjas en KOH. Pared celular de 1 um, reticulo de 6 hastal4 alveolos a lo largo
de la superficie, las paredes alveolares de hasta 8 um de alto. Asca subglobosa,
elipsoide a piriforme, 69-89 x 41-75 pm, sin pedicelo hialina en KOH, hifas
postradas, entrelazadas rodeando las ascas, cilindricas 2 -5 um de ancho en el

septo, pared celular delgada, hialina en KOH.

Distribucion habitat, ecologia; México, Guanajuato, Guanajuato, ANP Cuenca de
la Esperanza, 2534 msnm, hipogeo, bajo Quercus spp. N 21°03'50", O 101°13'23",
10 de octubre 2016.

Discusién
Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV) tiene un peridio mono capa compuesto de células

isodiamétricas, lo que la diferencia de T. separans, que es de dos capas, ademas
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Figura 1.22. Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV). a) Basidioma. b) Gleba. c) Corte transversal 400 x.
d) Peridio 1000 x. e) Gleba 1000 x. f) Espora alveolos1000 x. g) Espora doble mallal000

X. h) SEM espora i) SEM espora doble malla.

de consideran el grosor ya que el peridio de Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV) tiene
100 -142.5 um de ancho, a diferencia de los 200 a-625 pm de ancho reportado para
T separans, (Gikey 1916, Cazares et al., 1992). Por otro lado, al comparar el tamafio

de espora si conjuntamos los tres datos que se tiene (Gikey 1916, Cazares et al.,
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1992), y Tuber separans (1671 ITCV), se puede observar que Tuber aff. separans
2 (1692 ITCV), que es cercano al tamafio reportado por Gilkey (1916) 40-48 x48-
56 um, pero mayor al reportado por Cazares et al., (1992) , 33-56 x 25-40 mas 4 um
de la ornamentacion a cada lado. Y que en esporas de ascas monosporicas Tuber
aff. separans 2 (1692 ITCV) presenta esporas mayores que Tuber separans (1671
ITCV), pero en esporas de ascas bi y triesporadas Tuber aff. separans 2 (1692
ITCV) tiene esporas de menor tamafio que Tuber separans (1671). Podemos
mencionar que tanto en Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV) como en Tuber separans
(1671 ITCV), el tamafio de las esporas va disminuyendo conforme aumenta el
namero de esporas por asca. Un dato que surge en este trabajo es que en el peridio
Tuber separans (1671) tiene setas septadas con hasta ocho septos y de hasta 59
um de largo a diferencia de Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV) que presenta setas
septadas que surgen de una verruga diminuta, con hasta 3 septos, de hasta 41 um
de largo, lo que podriamos proponer como un caracter de importancia taxonémica.
Conclusion
Con los datos mencionado podriamos considerar a Tuber aff. separans 2 (1692

ITCV) como una especie no reportada para la ciencia, dentro del complejo separans.
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Tuber aff. separans 3 (1672 ITCV)
Figura 1.23
Diagnosis
Tuber aff. separans 3 (1672 ITCV) se caracteriza por un peridio bicapa 85 -170 pum
de ancho, epicutis 45 -127.5 um de ancho de células isodiamétricas, setas de punta
roma de hasta tres septos, y hasta 30 um de largo, en ocasiones con punta
bifurcada. Subcutis 25 -105 pm de ancho, formado por hifas postradas entrelazadas.
Esporas en asca monoesporada 34-37 x 27-29 um (Q = 1.26-1.33), biesporada 30-
44 x 25-37 um (Q = 0.81-1.63), triesporada 31-32 x 25-28 um (Q = 1.1-1.28),
Descripcion
Ascoma 9.4-11 x 8.2-8.4 x 6 mm, irregular, lobado, blanco aterciopelado, con
parches café claro-crema al trato. Gleba blanca cuando inmadura tornandose a café
marmoleada con venas blancas. Olor suave.
Peridio bicapa 85 -170 um de ancho, Epicutis 45 -127.5 um de ancho amatrillo en
las capas mas externas hialino al interior, células isodiamétricas 7-20 x 5-18 pm,
pared celular 1 um, amarillo a hialina en KOH. Setas de punta roma de hasta tres
septos, y hasta 30 um de largo, en ocasiones con punta bifurcada. Subcutis 25 -105
um de ancho, hifas entrelazadas 3 - 6 um de ancho en el septo. Pared celular 1 um,
hialina en KOH. Ascospora, globosa, ampliamente elipsoide a elipsoide, excluyendo
la ornamentacion alveolada doble reticulada en asca monoesporada 34-37 x 27-29
um (Q = 1.26-1.33), biesporada 30-44 x 25-37 um (Q = 0.81-1.63), triesporada 31-

32 x 25-28 um (Q = 1.1-1.28), espora café amarillento con tintes naranjas en KOH.
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Pared celular de 1 um, reticulo de 4 hastal0 alveolos a lo largo de la superficie, las
paredes alveolares de hasta 10 um de alto. Asca subglobosa a elipsoide, 66-88 x
60-55 pm, sin pedicelo hialina en KOH, hifas postradas, entrelazadas rodeando las
ascas, cilindricas 3 -7 um de ancho en el septo, pared celular delgada, hialina en

KOH.

Figura 1.23. Tuber aff. separans 3 (1672 ITCV) a) Ascoma b) Gleba. ¢) Corte transversal 400 x. d)

Peridio 1000 x. e) Gleba 1000 x f) Espora 1000 x.

61



Distribucion habitat, ecologia; México, estado de Guanajuato, Guanajuato, ANP
Cuenca de la Esperanza, hipogeo bajo Quercus spp. 2518 msnm, N 21°03'46.5", O
101°13'28.5", 14 de septiembre 2016
Discusion

Tuber aff. separans 3 (1672 ITCV) tiene un peridio bicapa con epicutis de células
isodiamétricas y subcutis de hifas postradas entrelazadas en esto es semejante a T
separans, pero se defenecia en el grosor ya que el peridio de Tuber aff. separans 3
(1672 ITCV) tiene 85 -170 um de ancho, mucho menor que los 200 a-625 um de
ancho reportados para T. separans. Asi mismo una diferencia notable son las setas
de punta roma de hasta tres septos, y hasta 30 um de largo, en ocasiones con punta
bifurcada que posee Tuber aff. separans 3 (1672 ITCV), muy diferentes en tamafio
y forma de las observadas en Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV) y Tuber separans
(1671 ITCV). En Cuanto a la espora Tuber aff. separans 3 (1672 ITCV), tiene poca
variacion entre las esporas segun el nUmero de esporas por asca, monoesporada
34-37 x 27-29 pm (Q = 1.26-1.33), biesporada 30-44 x 25-37 um (Q = 0.81-1.63),
triesporada 31-32 x 25-28 um (Q = 1.1-1.28),un dato que podria ser importante una
vez que se pudieran colectar diversos ejemplares, en esto se diferencia de Tuber
separans (1671 ITCV) y de Tuber aff. separans 2 (1692 ITCV), en los cuales el
tamafio de la espora no tiene una variacion que correlacione con el nimero de

esporas por asca.
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Conclusion
Con los datos mencionado podriamos considera a Tuber aff. separans 3 (1672

ITCV) como una especie no reportada para la ciencia, dentro del complejo separans.
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Capitulo 2. Taxonomia, sistematica molecular y ultraestructura de los
hongos hipogeos secuestrados Basidiomycetes del AN P Cuenca de la
Esperanza, México
Resumen
Seis géneros de Basidiomycetes hipogeos se describen macroscoépica, filogenética
y ultraesctructuralmente para el estado de Guanajuato. Se reportan tres especies
nuevas para la ciencia; Melanogaster sp. (1507 ITCV), Arcangeliella sp. (1698
ITCV), y Aroramyces guanajuatensis ya publicada. Tres especies posiblemente
nuevas; Hysterangium sp. 1 (1508 ITCV), Hysterangium sp. 2 (1699 ITCV),

Hysterangium sp. 3 (1704 ITCV).

Se reporta una criptoespecie dentro del complejo Hymenogaster niveus (1620
ITCV), la cual precisa de un estudio mas profundo para poder ser determinada. Se
hace el reporte mas austral de Gautieria magnicellaris. Se presentan comentarios
taxondmicos y ecolégicos breves.

Abstract

Six hypogeous basidiomycetes genera are described, macroscopically,
phylogenetically and ultrastructurally, to Guanajuato state. Six sp. nova are reported,
Melanogaster sp. (1507 ITCV), Hysterangium sp. 1 (1508 ITCV), Hysterangium sp.
2 (1699 ITCV), Hysterangium sp. 3 (1704 ITCV). Arcangeliella sp. (1698 ITCV), and
Aroramyces guanajuatensis already published. Hymenogaster niveus (1620 ITCV),

is reported as criptoespecies, suggesting more study to final identification. The
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Southernmost report of Gautieria magnicellaris is made. Brief taxonomic and

ecological comments are presented.

Introduccion

Los hongos hipogeos secuestrados Basidiomycetes se caracterizan por presentar
basidiosporas que nacen externamente en células conocidas como basidias y todo
su ciclo de vida lo llevan a cabo en el subsuelo (Castellano et al., 1989; Trappe et
al., 2009).

Se considera que los hongos hipogeos derivan evolutivamente de especies epigeas,
como el caso de Suillus que se considera ancestro del género Rhizopogon, (Bruns
et al., 1989) asi mismo, esta relacion ampliada dentro de la familia Boletaceae, el
género Suillus hongo epigeo estipitado, Gastroboletus que posee un estipite muy
reducido y Truncocolumella que solo tiene columella, finalmente Rhizopogon que
carece de ella, (Trappe y Cazares 1990).

Se supone que estas modificaciones son producto de presiones climaticas como
descenso de temperatura y poca humedad, y que los llevé a una interaccion
zoocérica en la dispersion de esporas, para esto los hongos han generado
mecanismos de atraccién mediante olores y constituyéndose en un alimento rico de
minerales y proteinas en temporada o zonas carentes de ellas, (Trappe y Cazares
1990). Insecto de diferentes especies consumen hongos hipogeos tal es el caso de
diversos escarabajos, dipteros, Fogel y Peck (1975)Venados, ardillas, campafioles,

rata canguro y wallabies, son consumidores de hongos hipogeos (Maser et al.,
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2008) entre muchos otros esto nos da una idea de las diversas posibilidades de
distribucion de esporas en pequefia y a mayor distancia, considerando la
posibilidades que debido a los habitos de cada especie el bolo fecal pueda caer en
las condiciones mas adecuadas para la germinacion y posterior micorrizacion de las

raices (Fogel y Trappe 1978)

Hipotesis
Es conocido que las especies de Quercus establecen relaciones micorrizicas, con
diversas especies de hongos, por lo tanto, se puede esperar que en el ecosistema
de encinos de la sierra de Santa Rosa en Guanajuato se podrian presentar diversas

especies de hongos hipogeos Basiciomicetes asociados con Quercus.

Objetivo general

Contribuir al conocimiento de las especies de hongos secuestrados
Basidiomycetes del estado de Guanajuato, Mexico.

Objetivo especifico
Determinar las especies de hongos hipogeos Basidiomycetes presentes en el ANP
Cuenca de la Esperanza Guanajuato, Mexico
Establecer la ubicacion filogenética molecular de las especies de los hongos
hipogeos Basidiomycetes del ANP Cuenca de la Esperanza mediante el empleo del
fragmento de los espaciadores internos que se transcriben, de los genes
ribosomales (ITS, internal trenscribed spacer) y apoyado de analis ultraestructural

de las especies mas interesantes.
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Antecedentes

Al igual que los ascomicetes no se encontré ningun estudio publicado sobre hongos
hipogeos secuestrado basidiomicetos sin embargo, alguno estudios sobre este
grupo de hongos e.g. con respecto a Melanogaster podriamos decir que el primer
hongo hipogeo reportado para México fue uno de este género, Melanogaster
varigartus var. mexicanus por Lumholz colectado en Chihuahua en 1902.
Rebautizado a M. umbrinigleba. Posteriormente se reporta M. ambiguos en el
estado de Morelos (Trappe y Guzman 1971, Cézares et al., 1992) reporta a M.
variegatus en el estado de Nuevo Ledn. Finalmente se ha reporta una ultima especie
M. minysporus en Nuevo Ledn, (Cazares et al., 2008). Asi mismo, Hymenogaster
farinaceus se describio para el estado de Veracruz, (Trappe y Guzméan 1971) de un
material colectado en 1964, aunque aclaran que la asignacion de especie es
tentativa porque la espora presento caracteristicas divergentes al tipo de la especie,
del mismo modo Hymenogaster sublilacinus Smith se reporté para el estado de
Coahuila, (Cazares et al., 1992) asociado a Pinus y Abies,

Respecto a género Aroramyces recietemente se han descrito dos nuevas especies
para México A. balanosporus G. Guevara y Castellano, encontrado en el estado de
Jalisco y A. herrerae G. Guevara, GOmez-Reyes y Castellano colectado en
Michoacan, ambos asociados a Quercus, (Guevara-Guerrero et al., 2016).

Por otro lado, a pesar que en 1929 Zeller y Dodge realizaron un amplio estudio de
los Hysterangium de norte América, no mencionan a México en el estudio, y no es

sino hasta 1971 que Trappe y Guzman reportan Hysterangium separabile en Estado
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de México, posteriormente Castellano (1990) hace referencia al trabajo de Trappe,
pero nunca menciona a México. Garcia et al., (2005), reporta Hysterangium en
Tamaulipas, pero no menciona especies, en contraste Guevara et al., (2008) realiza
el primer reporte de H. aureum para México, en Coahuila, Nuevo Leb6n y
Tamaulipas, ademas presenta tres especies nuevas, H. quercicola, en Tamaulipas,
H. latisporum en Tamaulipas, Nuevo Ledn y Michoacan, finalmente H. velatisporum
de Tamaulipas, Coahuila y Querétaro. (Garcia et al., 2014) confirma la presencia de
estas cuatro especies en Tamaulipas.

En 1953 Pilat reporta Gautieria. morchelliformis var magnicellaris. Este reporte se
basa en dos colecciones del herbario Corda que presentaba esporas con medidas
de 19.5 22 x 11 14 um, y de una colecta propia con esporas de 20-25 (27) x 13-14
pum, que considero ligeramente mayores que las reportadas por Vittadini (1831) para
el tipo. La colecta de Pilat presentaba camaras grades (4—8 x 3—4 mm), razén del
nombre magnicellaris, en 1174 Stewart sugiere establecer a Gautieria magnicellaris
como especie, y finalmente fue publicada por Cazares et al., en 1992. La descripcién
de Céazares se basd en dos colectas. una de Agua Blanca Coahuila y otra de
Zaragoza Nuevo Ledn. En un trabajo posterior Bidartondo y Bruns (2002) se obtuvo
la secuencia del ITS de la muestra de Nuevo Ledn, esta secuencia es la que
utilizamos en el presente trabajo. Posteriormente en 2014 (Garcia et al.,) report6 a

G. magnicellaris en Tamaulipas.
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Materiales y métodos

Recoleccion de basidiomas

La colecta y el estudio macroscopico se realizaron acorde a Hawker (1954) y
Castellano et al., (1989). El area de investigacion fue seleccionada por la cobertura
vegetal conservada. La busqueda de hongos hipogeos se realiz6 mediante la
seleccion al azar de arboles de encino y mediante un rastrillo de jardin se escarb6
hasta 15 cm de profundidad en un radio de 1.5 m, en todo momento el suelo
removido se regreso a la posicion original para minimizar el impacto, (Castellano et
al., 1989).

Todos los cuerpos fructiferos se fotografiaron en fresco. La determinacion del color
se realiz6 a simple vista. Posteriormente se deshidrataron a 50 °C. Para la
observacion microscopica los cuerpos fructiferos se cortaron con una navaja de
rasurar y se rehidrataron con KOH 5 %. Se midieron 30 esporas y las capas

celulares de los cortes de peridio y gleba, (Castellano et al., 1989).

Determinacion taxonémica morfologica
Cada género fue descrito a nivel de especie con base en la bibliografia
especializada. Los registros de cada colecta se depositaron en el Herbario
Micologico José Castillo Tovar (ITCV) del Instituto Tecnoldgico de Ciudad Victoria,
México.
Extraccion, amplificacion y secuenciacion de DNA y analisis filogenético.
La extraccion del DNA se realizd con el Kit: Extract-N-Amp kit (Sigma Aldrich, St.

Louis, Missouri). Las muestras se tomaron de los frutos deshidratados, por cada
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espécimen se tomd una porcion de gleba de 1 - 2 mm de didmetro, se coloc6 en un
tubo de 500 pL. Se afiadieron 20 puL de solucién de extraccion. Posteriormente se
incubo a 65°C durante 10 minutos. A continuacion, se incubd a 96°C por 10 minutos.
Después se afiadieron 20 pL de soluciéon de dilucién. Finalmente se colocé 30
minutos a temperatura ambiente. Para la amplificacion de la regién ITS se
emplearon los cebadores ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). La reaccion de
amplificacion (PCR) contenia 19.125 uL de agua bidestilada, Buffer 10X 2.5 L,
dNTPs 0.5 pL (0.2 mM cada uno), MgCl2 1 pL (1.5 mM), Cebadores 0.25 pL (0.2 uM
cada uno) Platinun Tag DNA polymerase (Invitrogen Thermo Fisher Scientifics,
Carlsbad California) 0.125 pyL (2.5 U), DNA 1 pL (menos de 500 ng). Ciclo de
reaccion, calentamiento inicial 94°C 5 min, 35 ciclos de 94°C 1 min 54°C 1 min, 72°C
1 min y extension final 72°C 10 min.

Los dNTPs y cebadores restantes se removieron mediante ExoSap-IT PCR product
cleanup (Applied biosystems Foster City, California) 1 L, agua grado PCR, mas 3.5
pL de producto de PCR. La mezcla se calent6 a 37°C por 45 minutos, seguida de
80°C por 15 minutos. La secuenciacion se realizé por el método de Sanger con un
secuenciador: Applied Biosystems 3500XL Genetic Analyzer, empleando el Kkit:
BigDye Sequencing kit. En el laboratorio de Secuenciacion Genomica de la
Biodiversidad y la Salud, del Instituto de Biologia de la Universidad Autbnoma de
México.

Andlisis del DNA. Excepto por Aroramyces, las secuencias fueron ensambladas,

editadas y analizadas con el software Geneious Prime. Se seleccionaron
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secuencias del National Center for Biotecchnology Information (NCBI), las cuales
fueron recuperadas y comparadas con nuestras muestras. El Alineamiento se
realiz6 con el programa MUSCLE, 50 iteraciones, rasurando los extremos, con tres
ciclos de alineamiento-rasurado, los arboles filogenéticos se obtuvieron con Mr.
Bayes, con un millén de pruebas, considerando una probabilidad Gama, con una
frecuencia de submuestreo de 2000, un 25,000 de Calentamiento (burn-in length).
En cada caso se seleccion6 una especie cercana a las especies o al género como
externo, para el enraizamiento del andlisis.
Ultraestructura

Las muestras deshidratadas se adhirieron al porta muestra mediante un cinta con
pegamento por ambos lados, posteriormente las esporas y el tejido fueron tefiidas
con oro paladio mediante las sublimacion. La microfotogarfia y microscopia
electronica se realizdé con el microscopio electrénico JSM5600LV, JOEL, Tokio,

Japon.
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Resultados y discusion

Género: Melanogaster Corda 1831
En el analisis filogenético las colectas Melanogaster sp. (1505 ITCV) y Melanogaster
sp. (1507 ITCV, anidan juntas con una probabilidad posterior de 1. Asi mismo con
una probabilidad posterior de 0.95, se anidan en una rama con Melanogaster
broomeianus, M. vareigatus, M. luteus, M. rivularis y M. vittadini, y muy

intersantemente Alpova trappeii se une con este grupo Tabla 2.1. Figura 2.1.

Tabla 2. 1 Listado de especies y secuencias de ITS utilizadas para el andlisis filogenético del genero

Melanogaster

Especies Numero NCBI Referencia

Melanogaste sp. (1505 | ---------------- Este documento

ITCV)

Melanogaste sp. (1507 | ---------------- Este documento

ITCV)

Alpova trappei AF074920 Grubisha et al., 2002
Melanogaster sp. MF352733 Suz et al., 2017
Melanogaster sp. KY462394 Truong et al., 2017
Melanogaster sp. KT968556 Gordon NCBI 2015
Melanogaste sp. JN022515 Frank y Southworth NCBI 2011
Melanogaster sp. JN022499 Frank y Southworth NCBI 2011
M. vittadini AJ555525.1 Halasz et al., NCBI 2003
M. variegatus AJ555524.1 Halasz et al., NCBI 2003
M. variegatus AJ555522 Halasz et al., NCBI 2003
M. tuberiformis AJ555527 Halasz et al., NCBI 2003
M. rivularis HQ714731.1 Moreau et al., 2011

M. macrossporus AJ555526 Halasz et al., NCBI 2003
M. macrosporus AJ555528 Halasz et al., NCBI 2003
M. luteus HQ714780 Moreau et al., 2011

M. luteus HQ714794 Moreau et al,. 2011

M. intermedius EU784372 Brock et al., 2009

M. intermedius AJ555515 Halasz et al., NCBI 2003
M. euryspermus AY918954.1 Frank et al., 2006

M. cf. tuberiformis AJ555521.1 Halasz et al., NCBI 2003
M. cf. tuberiformis AJ555521 Halasz et al., NCBI 2003
M. cf. intermedius EU784371.1 Brock et al., 2009

M. broomeianus AJ555531 Halasz et al., NCBI 2003
M. broomeianus AJ555530 Halasz et al., NCBI 2003
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M. broomeianus AJ555517 Halasz et al., NCBI 2003
M. ambiguus KX438335 Szmidla et al., NCBI 2016
M. ambiguus AJ555512 Halasz et al., NCBI 2003
Paxilus rubicundulus NR147640 Jargeat et al., 2016

© Paxilus rubicundulus NR147640...

M. cf. intermedius EU784371.1...
M. intermedius EU784372

M macrossporus AJ555526
M. macrosporus AJ555528

M tuberiformis AJ555527
Melanogaste sp. KY462394
Melanogaste sp. KT968556
Melanogaste sp. JN022499

— O Alpova Trapeii AF074920
o O M. variegatus AJ555524 1
S O M. vittadini AJ555525.1
G O M. broomeianus AJ555531
© “O M. broomeianus AJ555530
O M. broomeianus AJ555517
Pty 1tO M. luteus HQ714780

O M rivularis HQ714731.1

1gITCV 1507

ITCV 1505

Q M. euryspermus AY918954 1
O Melanogaste sp. JN022515

© Melanogaste sp. MF352733
O M. variegatus AJ555522

9.

0.6

0.998y
0.990

.;0 M. cf. tuberiformis AJ555521

O M cf. tuberiformis AJ555521.1...

0.04

Figura 2.1 Arbol filogenético del género Melanogaster con el método Mr. Bayes, con el fragmento
ITS.
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Melanogaster sp. (1507 ITCV)
Fig 2.2 -2.3
Diagnosis
Se distingue por poseer un basidioma amarillo con parches cafés, fibras cafés
viscidas y un peridio de una sola capa de tamafio intermedio, esporas medianas no
truncada
Holotipo Melanogaster sp. (1507 ITCV) Herbario José Castillo Tovar
Descripcion
Basidioma 18-42 x 10-21 mm, fusiforme, subgloboso, liso, viscido, amarillo con
manchas cafés, cambia a café oscuro con el trato, fibras cafés, viscidas, alrededor
del cuerpo fructifero, tendiendo a concentrarse en algunos puntos, gleba gelatinosa,
blanca cuando inmadura, tornandose negra en la madurez, algunos léculos
dispersos, rellenos por un liquido viscoso al ser cortado. Sin columella.
Peridio 22.5-140 um ancho, no separable, hifas entrelazadas, células mas externas
color amarillo, hifas proyectandose al exterior, células internas hialinas, 3-8 um
diametro al septo, promedio 4.8, Pared celular menos de 1 um. fibulas presentes.
Localizacién, México, estado de Guanajuato, Guanajuato, ANP Cuenca de la
Esperanza, N 21°03', O 101°13. 2500 msnm. 14 septiembre de 2015.
Tramal5-147.5 um ancho, promedio 62.2, hifas entrelazadas, hialinas, inmersas en
una matriz gelatinosa, 2—-5 um diametro al septo, 3.9 promedio, pared celular menor
de 1 um de grueso. Basidia 32 x 7 um, clavada, hialina. Basidiospora 7-11 x 3—6

pum, promedio 9.9 x 5, obovoide a fusiforme, lisa, café en masa, café claro sola, de
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una a tres gutulas, pared celular delgada. Figura 2.3 a-e. Olor fungoide. Sabor no

registrado.

Figura 2.2. Melanogaster sp (1507 ITCV), basidioma y tejido. a) Basidioma amarillo con fibras
viscidas cafés rodeando la fructificacion. b) Cuerpo fructifero inmaduro, gleba blanca con
I6culos llenos de una matriz gelatinosa. c) Basidioma café negruzco. d) Gleba negra. e)
Peridio y gleba, corte transversal, 100 x. f) Peridio 1000 x. g) Gleba 1000 x.
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Distribucion habitat, ecologia; México, estado de Guanajuato, Guanajuato, ANP
Cuenca de la Esperanza, Hipogeo solo o gregario, en suelo y mantillo, asociado a

Quercus sp. 2500 msnm, septiembre.

Figura 2.3 Melanogaster sp. (1507 ITCV), basidia, espora, y peridio exterior. a) Basidia tefiida con
floxina 1000 x. b) Basidia con ocho esporas vista superior, 1000 x. c) Espora. 1000 x. d)
Peridio con hifas proyectandose al exterior, 1000 x. €) Espora, 1000 x.

Discusion
El basidioma de Melanogaster sp. (1507 ITCV) 18-42 x 10-21 mm, es mas grande

que el de M. variegatus 10-15 x 20-5 mm, pero en tamafio Melanogaster sp. (1507
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ITCV), es muy similar a M. bromeianus 20 —40 mm, pero difiere en el color y la
presencia de tomento. Por otro lado M. luteus 0.7-1.2 x 0.4-1,0 mm, y M. rivularis
0.6-2.5 x 0.4-1.8 cm resultan mucho mas pequefios al ser comparado con otros.
Melanogaster sp. (1507 ITCV) tiene fibras al igual que M. variegatus, M.
broomeianus y A. trappei, a diferencia de M. luteus y M. rivularis que no las tienen.
Gleba, M variegatus y M. luteus poseen venas, mientras que el material estudiado
no las tiene, en esto es similar a M. bromeianus. Peridio M variegatus 270-350 pm,
M. luteus 208—430 (500) um y A. trappei 200—300 pm tienen dos capas Yy el peridio
es mas grueso que el de la colecta 1507 ITCV 22.5-140 um mientras que M. rivularis
90-135 tiene dos capas, pero el peridio es mas delgado que el de Melanogaster sp.
(1507 ITCV).

El tamafio de la espora es muy similar al de M. variegatus, (6 .5-) 8-10.5 x 5-6.5
(—=11) pero en menos multiforme y es café claro, por otro lado la espora de M.
bromeianus (5-) 6-8.4 (-11) x (2.5-) 3.5-4.0 (-4.5) es truncada y ligeramente
mayor que la de la colecta 1507 ITCV 7-11 x 3-6 um la cual no es truncada, las
esporas de M. luteus, (4.7) 5.3-6.01-6.8 (7.6) x (2.2) 2.4-2.75-3.0 (3.5), M. rivularis
(4.2) 5.1-5.65-6.2 x 2.7-2.91-3.1 uym y A. trappei 4.6.5 (8.5) x 1.8-3 (3.5) ym, son
claramente mas pequefias que 1507 ITCV. Basidia Melanogaster sp. (1507 ITCV)
32 x 7 ym, muy similar a M. luteus en tamafio y forma 18-24 (32) x 5-6.5. (Zeller

y Dodge 1936, Montecchi y Sarasini 2000).
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Conclusion
Los datos presentados sugieren muy firmemente que Melanogaster sp. (1505

ITCV,1507 ITCV) es una especie no reportada previamente.
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Género: Hymenogaster Vittadini 1831
En el primer andlisis de las regiones ITS disponibles se observa que las muestras
se separan en dos grupos uno colectas H. niveus (1620 ITCV) afin a H. niveus e H.
mutabilis y las colectas H. niveus (1623 ITCV) e H. niveus (1720 ITCV) se
concentran con otro grupo donde también se presenta H. niveus acompafada de H.
tener. Fig 2.4. Posteriormente se realizé otro andlisis con las especies mas cercanas
a H. niveus (1623 ITCV) e H. niveus (1720 ITCV), KM576608 una muestra ambiental
europea, Suz et al., 2014., pero se agrupa con secuencias de H niveus, H, tener, H.

alnicola, H gikeyae H. rubyensis, mismas que se encuentran

Tabla 2.2 Listado especies y numero de registro empleados en el andlisis filogenético de
Hymenogaster relacionado con H. niveus.

Especies Numero NCBI | Referencias
Hymenogaster sp. (1620 | -------------- Este documento
ITCV)

Hymenogaster sp. (1623 | -------------- Este documento
ITCV)

Hymenogaster sp. (1720 | -------------- Este documento
ITCV)

Hebeloma celatum KT218443 Grilli et al., 2016

H. niveus GU479256 Stielow et al., 2011
H. arenarius DQ328114 Francis 2005 NCBI
H. mutabilis GU479235 Stielow et al., 2011
H. mutabilis GU479288 Stielow et al., 2011
Hymenogaster sp. KU878599 Tomes y Horton 2016
Hymenogaster sp. KU878606 Tomes y Horton 2016
H. niveus GU479344 Stielow et al., 2011
Hymenogaster sin cultivar HF675446 Kaptrurska et al., 2013
Hymenogaster sin cultivar HF675437 Kaptrurska et al., 2013
Hymenogaster sp. JX030266 Tourtellot et al., 2012
Hymenogaster sp. JX030221 Tourtellot et al., 2012
H. arenarius GU479233 Stielow et al., 2011
H. arenarius GU479232 Stielow et al., 2011
H. pusillus GU479227 Stielow et al., 2011
H. pusillus GU479228 Stielow et al., 2011
H. niveus GU479314 Stielow et al., 2011
H. niveus KX438329 Szmidla et al., 2016
H. niveus GU479320 Stielow et al., 2011
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H. niveus KX438331 Szmidla et al., 2016
H. niveus KX438330 Szmidla et al., 2016
H. niveus GU479307 Stielow et al., 2011
H. niveus KU878613 Tomes y Horton 2016
H. niveus GU479255 Stielow et al., 2011
Hymenogaster sp. KM576608 Suz el al,, 2014

H. alnicola AF325632 Peintner et al., 2001
Hymenogaster sp. JX030291 Tourtellot et al., 2012
H. tener EU784364 Brock et al., 2009
Hymenogaster sp. JX030230 Tourtellot et al., 2012
H. niveus JX258839 Tourtellot et al., 2012
Hymenogaster sp. JF273526 Ding et al., 2011

H. tener AF325633 Peintner et al., 2001
Hymenogaster sp. JX030291 Tourtellot et al., 2012
H. gilkeyae AY558774.1 Izzo et al., 2004

H. rubyensis AY945303.1 Smith et al., 2005
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Figura 2.4. Arbol filogenético del género Hymenogaster, fragmento ITS, mediante el anélisis de
Bayes.
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estrechamente relacionadas dentro del complejo H. niveus, ya sea por la similitud

morfolégica o por una identificacion equivocada, en esto los arboles filogenéticos

son similares a los presentados por Stielow et al., 2011. Los datos estan acordes

con Stielow et al., 2011, quien considera que existen cripto especies dentro de H.

niveus. Figura 2.5.

O Hebeloma celatum KT218413

OH.tener AF325633

0.6503

0.6729

H. niveus GU479255

0.988

H. mutabilis GU479235.1

0.61 17:)
019574
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— e i
4 0
0.8524

D

1E(:. niveus GU479307
H. niveus KU878613

@:gaster sp. JX030291
H.tener EU784364

——CO Hymenogaster sp. JF273526

Hymenogaster sp. JX030230
H. niveus JX258839
H. gilkeyae AY558774 .1

H. alnicola AF325632

Hymenogaster sp. KM576608

—QO H. mutabilis GU479288.1

0.02

O H. rubyensis AY945303.1

Figura 2.5 Arbol filogenético generado mediante el método de Mr. Bayes, con las secuencias mas
similares a H. niveus (1623 ITCV) e H. niveus (1720 ITCV).
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Hymenogaster niveus
Figuras 2.6, 2.7
Basidioma globoso, subgloboso irregular, lobado, 4.5-19 x 4.1-18.9 x 2.8-11.3
mm, promedio 9.12 x 8.53 x 11.3 mm, blanco, peridio liso aterciopelado, no
separable de la gleba, Gleba café con I6culos, olor fungico, sabor no registrado.
Peridio 17.5-145 pm, promedio 67.3, prosenquimatoso 3—10 pum de ancho en el

septo, hifas entrelazadas, hialinas.

N _‘V_'\‘ L } ' %
6’ , )\ { 3 o
C It hERE d RpRa 2

Figura 2.6. Hymenogaster niveus 1720 ITCV Basidioma y tejido a) Basidioma. b) gleba. c) corte
transversal 100 x. d) Peridio 1000 x. e) Gleba 400 x.

Gleba, Trama 60-92.5 um, promedio 74.85, pseudoparenquimatosa isodiamétrica
angular, hialina, 3—35 x 1-27 um, promedio 14.7 x 9.6. Basidia cilindrica de dos
esporas, hialina, 11-26 x 4—7 um, promedio 17.6 x 5.5. Basidiosporas, citriformes,
elongadas, ovaladas, papilada, sin ornamentacién 10-16 x 5—-10 um, promedio 13.2

X 7.9, con ornamentacién 13-20 x 8-14 um, promedio 17 x 11.7. café-dorado,
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perisporio, verrugoso, espinoso, arrugado, apéndice hilar hasta 3 um, promedio
1.97. Ornamentacion verrugosa 1-3 um, promedio 1.9.

Distribucion habitat, ecologia; Hipogeo en mantillo, gregario. Asociado a Quercus
sp. 2500 msnm, México, estado de Guanajuato, Guanajauto, ANP Cuenca de la

Esperanza, N 21°04'4.5", O 101°13'03.2". 2500 msnm.

Figura 2.7. Hymenogaster niveus 1720 ITCV, esporas y basidia a-c microcopia 6ptica 100 x, d-f.
microscopia electrénica de barrido. a) Espora en masa. b) Espora. ¢) Basidia, tuicion con
floxina. d) Espora en masa. e) Espora citriforme. f) Espora, detalle de la ornamentacion.

Material examinado 1623 ITCV México, estado de Guanajuato, ANP Cuenca de
la Esperanza. Asociado a Quercus sp, 19 nov 2015, N.21°03'49.4", O 101°13'54.5"

2460 msnm.1720 ITCV México, estado de Guanajuato, ANP Cuenca de la
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Esperanza. Asociado a Quercus sp, 16 octubre 2016, N 21°04'4.5", O
101°13'03.2". 2500 msnm.

Discusion
Hymenogaster niveus se distingue por lo blanco de su peridio, el peridio de 200 a
300 y de hasta 500 um, hifas entrelazadas, Basidiosporas de 13-19 x 7-12 um,
(Montecchi y Sarasini, 2000), en contraste H. niveus (1720 ITCV) tiene un peridio
de hasta 145 um ancho notablemente mas delgado de los reportado para H. niveus,
asi mismo, las esporas son ligeramente mayores llegando a la longitud de 20 y hasta
14 ym de ancho, con base en esto podriamos considerar dos posturas para nuestra
colecta, primero las muestras amplian los pardmetros considerados para H. niveus,
0 que pertenece a una criptoespecie afin a H niveus esto estaria en consonancia
con Stielow et al., 2011 quien propone que H. niveus contiene varias criptoespecies.
Consideramos que ésta especie en particular necesitaria un estudio mas profundo
para poder hacer una sistematica y taxonomia mas completa. Asi mimo al observar
el analisis filogenético, las colectas de este trabajo se agrupan con muestras solo
identificadas a nivel de género y con diversas especies, esto nos habla de lo
complejo del estudio de este género y en particular de H. niveus.

Conclusion
Podemos considerar que H. niveus (1623 ITCV) e H. niveus (1720 ITCV) pertenecen

al complejo H. niveus, quedando por definirse como posible criptoespecie.
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Género: Aroramyces

Una nueva especie de hipogeo de México: Aroramyces guanajuatensis sp

nov, (Hysterangiaceae, Hysterangiales)

Analisis molecular
Se obtuvieron las secuencias de los fragmentos ITS y LSU de 12 muestras de A.
guanajuatensis. Tabla 2.3. Las secuencias ITS y LSU son idénticas
respectivamente. Basado en esto se eligieron solo cuatro secuencias para el
analisis filogenético. Para esto se emplearon seis secuencias de Aroramyces y 22
de Hysterangium, Tabla 2.4. Después del analisis Bayesiano A. guanajuatensis, se
agrupa como grupo mono filetico con una probabilidad posterior de 1. Figura 2.6,

dando soporte al nuevo taxon.

Tabla 2.3 Lista de numero de acceso NCBI de los fragmentos LSU e ITS de Aroramyces
guanajuatensis

Especie, Nimero de herbario LSU ITS
ndmero NCBI ndmero NCBI

Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1689) MK761021 MN392935
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1691) MK761022 MN392936
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1694) MK761023 MN392937
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1711) MK761024 MN392938
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1610) MK761025 MN392939
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1610) MK811035 = | ------mm-meoee-
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1613) MK761026 MN392940
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1613) MK811036 | ------m--m-----
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1729) MK761027 MN392941
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1731) MK761028 MN392942
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1734) MK761029 MN392943
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1738) MK761030 MN392944
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1739) MK761031 MN392945
Aroramyces guanajuatensis (ITCV 1741) MK761032 MN392946
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Taxonomia
Aroramyces guanajuatensis Pefia-Ramirez, Guevara-Guerrero, Z. W. Ge y
Martinez-Gonzalez, sp. nov.
Figuras 2.9 2.10y 2.11.

Diagnosis

Aroramyces guanajuatensis se caracteriza por un peridio 167—-240 um ancho, con
hifas algodonosas de hasta 170 pm longitud. Mesocutis, variable en su estructura.
Subcutis amarillento, esporas con utriculo inflado e irregular.

Descripcion.
Basidioma 4.4-17 x 3.9-13.5 x 3.2-11.2 mm, globoso, subgloboso a irregular,
algunas veces comprimido cuando crecen juntos. Peridio, blanco a café claro,
fibriloso o tomentoso, frecuentemente con parches algodonosos de hifas blancas,
conteniendo restos de suelo, piedras hojas y raices. Peridio separable y fragil,
exponiendo porciones de gleba. < 0.5 mm ancho, mayormente hialina, la porcién
externa café claro con un anillo obscuro cerca de la gleba. Gleba café. Trama
gelatinizada, l6culos irregulares columella dendroide, gris traslucido. Olor fungoide;
sabor no registrado. Basidioma duro al secarse.
Peridio de tres capas, 165—-240 um de grueso. Epicutis 7.5-22.5 um de grueso, hifas
hialinas a café rojizas, de pared delgada, entrelazadas, postradas o erectas de 2—-9
pum de ancho al septo, formando grupos dispersos cespitosos de hifas ramificadas,
hifas setales de hasta 170 um de largo, con abundantes estructuras cristalinas

adheridas en las paredes celulares, fibulas presentes. Mesocutis 55-105 um de
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ancho,

pseudoparénquima angular.

células hialinas,

isodiamétricas,

4-35x 3-24 pum,

globosas a

algunas

irregulares,

subglobosas,

hifas

entrelazadas, 3—-11 um de ancho pared celular 1-2 um, fibulas ausentes. Subcutis

22.5-95 pm de ancho de hifas postradas entrelazadas, 3—-4 um de ancho con

grandes células pseudoparenquimatosas dispersas, de hasta 37.5 x 30 um, fibulas

ausentes.

Tabla 2.4 Lista de especies de Aroramyces e Hysterangium, nimeros de acceso de GenBank, y
referencias para las secuencias LSU usadas en andlisis filogenético.

Especie GenBank Referencia

Aroramyces balanosporus G. Guevara y Castellano MK811031 | Este documento

A. guanajuatensis MK761024 | Este documento

A. guanajuatensis MK811036 | Este documento

A. guanajuatensis MK811035 | Este documento

A. guanajuatensis MK761031 | Este documento

A. gelatinosporus (J.W. Cribb) Castellano DQ218524 | Hosaka et al., 2008

A. radiatus (Lloyd) Castellano, Verbeken y Walleyn DQ218525 | Hosaka et al., 2008
Aroramyces sp. KY686203 | Nuske y Abell sin publicar
Aroramyces sp. DQ218527 | Hosaka et al., 2008
Aroramyces sp. DQ218530 | Hosaka et al., 2008
Hysterangium aff.ine Mase y Rodway DQ218546 | Hosaka et al., 2008

H. album Zeller y C.W. Dodge DQ218490 | Hosaka et al., 2008

H. aureum Zeller DQ218491 | Hosaka et al., 2008

H. calcareum R. Hesse DQ218492 | Hosaka et al., 2008

H. clathroides Vittad AF213121 | Humpert et al., sin publicar
H. coriaceum R. Hesse AF213122 | Humpert et al., sin publicar
H. coriaceum R. Hesse AY574686 | Giachini et al., 2010

H. crassum (Tul y C. Tul) E, Fisch AY574687 | Giachini et al., 2010

H. epiroticum Pacioni DQ218495 | Hosaka et al., 2008

H. fragile Vittad DQ218496 | Hosaka et al., 2008

H. hallingi Castellano y J.J. Muchovej DQ218497 | Hosaka et al., 2008

H. inflatun Rodway DQ218549 | Hosaka et al., 2008

H. membranaceum Vittad DQ218498 | Hosaka et al., 2008

H. neotunicatun Castellano y Beever DQ218550 | Hosaka et al., 2008

H. pompholyx Tul. y C. Tul. DQ218499 | Hosaka et al., 2008

H. rugisporum Castellano y Beever DQ218500 | Hosaka et al., 2008

H. salmonaceum G.W. Beaton, Pegler y T.W.K. Young | DQ218501 | Hosaka et al., 2008

H. separabile Zeller DQ974810 | Smith et al., 2007

H. separabile Zeller DQ218502 | Hosaka et al., 2008

H. spegazzinii Castellano y J.J. Muchovej DQ218503 | Hosaka et al., 2006

H. stoloniferum Tul. y C. Tul. AF336259 | Binder y Bresinsky 2002
H. strobilus Zeller y C.W. Dodge DQ218504 | Hosaka et al., 2006
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Figura 2.8. Filograma de maxima probabilidad mediante el andlisis Bayesiano. Para Aroramyces e
Hysterangium.

Trama, hifas entrelazadas hialinas, 4 um de ancho, embebidas en una matriz
gelatinosa, fibulas presentes. Basidia fusoide a clavada, hialina, 14—48 x 9-12 um,
promedio = 32.5 x 10.3 um, pared celular 1 um ancho. Basidiosporas elipsoides a
ampliamente elipsoides, simétricas, hialinas café claro, ligeramente rojizas en KOH,
café claro en masa, excluyendo el utriculo 9-13 x 6—7 um, promedio =11 x 6.1 um,

Q=1.5-2.17, Q promedio = 1.8; con utriculo 12—17 x 7—10 yum, promedio = 14.47 X
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8.27 um, Q = 1.5-2.13, promedio = 1.76. Ornamentacion; crestas irregulares
contenidas dentro del utriculo inflado, apéndice hilar de apariencia rectangular en
seccion transversal, 1-3 x 4-6 pm, promedio = 1.97 X 5.2 um. Apice obtuso.

Utriculo inflado de hasta 3 um, promedio = 1.43 um, ocasionalmente el utriculo es

asimétrico.

Figura 2.9. Aroramyces guanajuatensis (holotipo ITCV 1613): a y b Basidioma mostrando la
superficie del peridio (bar = 0.5 cm). c) Basidioma seccién transversal mostrando la gleba
(bar = 0.5 cm), d) Seccién transversal del peridio de tres capas del peridio (1 epicutis, 2
mesocutis, 3 subcutis) a 400x (bar = 20 um). e-f basidiospora 1000x (bar = 5 um), f) crestas
irregulares contenidas dentro del utriculo inflado.
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Figura 2.10. SEM. a) Aroramyces balanosporus (8481 TCV) y b) Aroramyces guanajuatensis (1739
ITCV) bar =5 pm.

Material examinado. México, estado de Guanajuato, Guanajauto, Area Natural
Protegida Cuenca de la Esperanza: N 21°04.075', W 101°13.193', 2500 m, 26
octubre 2016, paratipo (1610 ITCV). N 21°03891', W 101°13.531', 2457 m, 5 octubre
2016, (1689 ITCV). N 21°03.891', W 101°13.533', 2464 m, 5 octubre 2016, (1691
ITCV). N 21°03.88', W 101°13.561', 2471 m, 5 octubre 2016, (1694 ITCV). N
21°03.85, W 101°13.278'. 2533 m, 19 octubre 2016 (1711 ITCV). N 21°03.741"', W
101°13.461'. 2500 m, 14 noviembre 2016, (1729 ITCV). N 21°03.901', W
101°13.551'. 22 diciembre 2016, (1738 ITCV). N 21°03.905', W 101°13.018'. 2458
m. 22 diciembre 2016, (1739 ITCV). N 21°04.045', W 101°13.018'. 2508 m, 6 marzo
2017, (1741 ITCV).

Distribucion haébitat, ecologia; México, estado de Guanajuato. Area Natural
Protegida Cuenca de la Esperanza. Hipogeo, bajo Quercus sp. a 2530 msnm. N
21°03.87', O 101°13.193". Octubre a diciembre. La colecta de marzo estaba seca al

ser hallada.
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Figura 2.11. Aroramyces guanajuatensis, holotipo (ITCV 1613) a—f. Peridio seccion transversal a—c
(barra = 10 um). a) Epicutis de hifas postradas. Mesocutis, pseudoparenquima angular b)
Subcutis la flecha sefiala las células postradas. c) Subcutis con células grandes
isodiamétrias dispersas (flecha). d) Hifas con cristales adheridos (barra = 25 um), f) Basidia
y basidiolos (barra = 10 um), f) Fibulas del epicutis, (bar =5 um).

Discusion
En el analisis Bayesiano las especies de Aroramyces anidan juntos y se les afiaden
varias especies no descritas mencionadas por Nuske y Abell (sin publicar) y por

Hosaka et al., (2008). El clado del género Aroramyces segrega entre dos clados de

grupos de especies de Hysterangium. La proximidad del Aroramyces e
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Hysterangium, esta en concordancia con Hosaka et al., (2006, 2008). Aroramyces
balanosporus y A. guanajuatensis estan estrechamente relacionadas, pero difieren
tanto molecular como morfolégicamente. Figura 2.9. El resultado da un claro soporte
para considerar Aroramyces guanajautensis como una especie independiente, con
una probabilidad posterior de 1.

El apéndice hilar es mayor en Aroramyces guanajuatensis comparado con A.
balanosporus. Las células isodiamétricas del mesocutis de A. guanajuatensis
difieren de A. balanosporus cuyo mesocutis posee células con formas diversas. El
utriculo asimétrico de Aroramyces herrerae de hasta 6 um de ancho difiere de A.
guanajuatensis que rara vez llega a los 3 um de ancho. Los tres Aroramyces
mexicanos estan relacionados con Quercus sp. Interesantemente A. radiatus de
Africa tiene esporas mas pequefias 10-12(-13.5) x 6-7(-8) um, y esta asociado a
Brachystegia spiciformis (Caesalpinioideae) y a Upaca sp. (Euphorbiaceae). Por
otro lado, la espora de Aroramyces gelatinosporus de Australia tiene tamafo similar
pero el peridio es de una sola capa y esta asociado con Eucalyptus sp. (Mirtaceae)

(Castellano et al., 2000; Lloyd 1925).
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Género: Hysteranguim: Vittadini 1831

Hysterangium sp. 1. 1508 ITCV
Figs. 2.12, 2.13
Diagnosis

La colecta Hysterangiun sp. 1 (1508 ITCV) es caracterizada por su combinacion
Unica de color rosa palido al trato, peridio de tres capas de 160-257 ym de ancho,
epicutis embebido en una secrecibn gomosa que es muy caracteristica.
Basidiosporas diminutamente verrugosas. 10-15 X 5—7 ym.

Descripcion
Basidioma 14-18 x 9—-14 mm de diametro, globoso a subgloboso, blanco en fresco
y color rosa palido al trato, superficie lisa. Gleba verde oscuro, l6culos pequefios a
grandes, de forma irregular, vacios. Rizomorfos unico o multiples, grueso, concolor
con el peridio, unido a la base. Columella gelatinosa, delgada, dendroide, gris
transltcida. Olor no registrado. Sabor no registrado.
Peridio facilmente separable de la gleba,160-257 um ancho, promedio 196.7.
Tricapa. Epicutis 10-82.5 ym ancho, promedio 31.25, células café dorado 5-17 x
4-10 promedio 11.1 x 5.8, embebido en una secrecion gomosa, pared celular
delgada. Mesocutis 52.5-165 pm ancho, promedio 106.25, de células
pseudoparenquimatosas hialinas 6—41 x 4—14 ym, promedio 14 x 8.3, pared celular
1-2 pm ancho. Subcutis 35-97.5 ym grueso, promedio 59.25, hifas densamente

entrelazadas periclinales, café dorado, 2-10 um de diametro, fibulas ausentes.
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Figura 2.12. Hysterangium sp. 1 (1508 ITCV). Basidioma y tejido. a) Basidiomas. b) Basidioma con
cambio de color con el trato. ¢) Gleba verde con léculos. d) Peridio 400 x. e) Epicutis 1000
x. f) Subcutis 1000 x. g) Gleba 400 x. h) Gleba 1000 x.

Trama 55-600 ym ancho, promedio 244. Con hifa hialina, gelatinizada, compacta
entrelazada, fibulas ausentes. Basidia clavada, hialina, con cuatro esporas,
frecuentemente colapsada 26—47.5 x 5-9 um, promedio 35.3 x 6.15. Basidiosporas

diminutamente verrugosas 10-15 x 5-7 ym, promedio 12.9 x 5.7, fusoide, apice
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papilado, base pedicelada, pared de la espora menor a 1 ym, utriculo distinto,
arrugado, en KOH olivo claro, café amarillento en masa.

Distribucion habitat, ecologia; México, estado de Guanajuato, Guanajuato, ANP
Cuenca de la Esperanza, hipogeo en suelo y mantillo, gregario. asociado a Quercus

sp., N 21°03', O 101°13, 2500 msnm, septiembre.

Figura 2.13. Hysterangium sp. 1 (1508 ITCV). Basidia y espora. a) Basidia clavada, 100 x. b) Espora,
100 x. ¢) Microscopia electrénica de barrido espora. d) Microscopia electrénica de barrido
espora en masa.

Discusion
Hysterangiun sp. 1 (1508 ITCV) es blanco, similar a H. coriaceum y H. rhodocarpum,
pero difiere en que se mancha con el trato, ya que Hysterangiun sp. 1 (1508 ITCV)
es rosa pélido a diferencia de H. coriaceum y H. rhodocarpum que se manchan de
colores intensos, Hysterangiun sp. 1 (1508 ITCV) es tricapa a diferencia de los
anteriores que solo poseen dos capas, es importante remarcar que el epicutis esta
embebido en una secrecion gomosa muy caracteristica. Por otro lado, el peridio de
Hysterangiun sp. 1 (1508 ITCV) de 160-257 um de ancho, es mas delgado que el
peridio de H. coriaceum 300—450 ym and H. rhodocarpum 440-540 ym, respecto a

la espora del mterial estudiado difiere de H. coriaceum y H. rhodocarpum ya que
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estas dos Ultimas tienen espora lisa a diferencia de nuestra colecta que es
diminutamente verrugosa, asi mismo Hysterangiun sp. 1 (1508 ITCV) difiere en el
tamafo de la espora 10-15 x 5-7 um, ya que tiene un rango mas amplio que H.

coriaceum 11-14 x 4-5y H. rhodocarpum 12-13 x 4.5-5, (Castellano 1990).

Conclusion
Los datos presentados nos permiten considerar a Hysterangiun sp. 1 (1508 ITCV)

como una posible especie nueva para la ciencia.

Hysterangium sp. 2. (1699 ITCV)
Figs. 2.14, 2.15.
Diagnosis
Hysterangium sp. 2 (1699 ITCV) es caracterizada por la combinacion Gnica de un
peridio monocapa de 272-297um de ancho, con una espora diminutamente
verrugosa 12—-17 x 5-7 ym.
Descripcion

Basidioma 3.6-16.1 x 2.3-14.6 x 2-12 mm, promedio 7.42 X 6.71 x 5.76 globoso
a subgloboso depresién basal, blanco en fresco, al trato se torna café claro,
superficie lisa. Gleba blanca cuando inmadura, tornandose verde claro al madurar,
|6culos 0.1-3.5 x 0.1-1 mm de forma irregular, vacios, rizomorfos Unicos a
numerosos, hasta de 0.8 mm en la base, grueso, concolor con el peridio, unido a la
base. Columella gelatinosa, delgada, dendroide, gris transltcida. Olor ligeramente

acido. Sabor no registrado. Peridio facilmente separable de la gleba, 272-297um
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grueso, promedio 285.8, células entrelazadas, una pequefia capa exterior color
amarillo brillante, las células del interior son hialinas, 5-9 um de didametro, promedio

6.5, pared celular delgada, fibulas ausentes.

Figura 2.14. Hysterangium sp. 2, (1699 ITCV), Basidioma y tejido. a) Basidioma varios tamafios. b)
Gleba blanca inmaduro, a verde en la madurez. c) Peridio 400 x. d) Peridio 1000 x. e) Gleba
40 x. f) Gleba 1000 x.

Trama 32.5-162.5 pm ancho, promedio 67, con hifas muy estrechamente
entrelazadas, hialinas gelatinizadas, pared celular delgada, fibulas ausentes.
Basidia con dos esporas, evanescente. Espora, sin apéndice hilar 11-17 X 5-7 um,

promedio 13.9 x 5.8, con apéndice hilar 12-17 x 5-7 um, promedio 15.3 x 5.8,
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diminutamente verrugosa, fusoide, apéndice hilar 1-2 um, apice papilado, pared

celular delgada, en KOH color olivo claro en solitario y café amarillento en masa.

Distribucion habitat, ecologia; México, estado de Guanajuato, Guanajuato, ANP
Cuenca de la Esperanza, Hipogeo en suelo y mantillo, gregario, asociado a Quercus
sp. N 21°03.9', O 101°13.35', 2500 msnm, octubre.

Discusion
La colecta Hysterangium sp. 2 (1699 ITCV) con un peridio monocapa es similar a
H. membranaceum y a H. strobilus, pero el peridio de 1699 ITCV con 272-297 um

de grosor, es mas grueso que el de H. strobilus 100-200 um grueso.

10w BEAOHB

Figura 2.15. Hysterangium sp. 2 (1699 ITCV), Basidia y espora. SEM; b - f. a) Espora en masa, 1000
X. b) Espora en masa. c¢) Basidia con dos esporas. d) Esporas agrupadas. €) Espora vista
superior. f) Espora vista lateral.

Por otro lado la espora de Hysterangium sp. 2 (1699 ITCV) es diminutamente

verrugosa, mientras que las esporas de H. membranaceum y H. strobilus poseen
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verrugas de mayor tamafo, el tamafio de la espora de Hysterangium sp. 2 (1699
ITCV) 12-17 x 5—-7 um es cercano al de H. estrobilos 12—-17 (-18) x 5-6 um, pero
la espora de Hysterangium sp. 2 (1699 ITCV) es menor que la de H. membranacea
15-18 (-20) x 6-7 (—8) pum, (Castellano 1990).

Conclusién
Los datos presentados nos dan la evidencia suficiente para considerar a

Hysterangium sp. 2 (1699 ITCV) como una posible especie nueva para la ciencia.

Hysterangium sp. 3 (1704 ITCV)
Diagnosis
Figura 2.16, 2.17
La colecta Hysterangium sp. 3 (1704 ITCV) esta caracterizada por la combinacién
Unica de un peridio de tres capas de 272.5-512.5 um de grosor. Epicutis 57.5-200
um de grueso, hifas entrelazadas café claro. Mesocutis 150-167.5 um ancho,
células pseudo-parenquimaticas hialinas. Subcutis 22.5-175 um de ancho, con
hifas entrelazadas café claro y espora de 11-16 x 5-8 pm.
Descripcion

Basidioma 7.9-19.4 x 6.3-14.5 x 5.6-12.5 mm, promedio 14.2 x 11.9 x 10.6,
globoso a subgloboso con una depresién basal, blanco en fresco, cambia a café
claro con el trato, superficie lisa aterciopelada. Gleba café, muy compacta, cAmaras
vacias, l6culos pequefios 0.1-10.1-0.5 mm, irregulares. Rizomorfos numerosos,

blancos filiformes, unidos a la base, en ocasiones distribuidos en el basidioma.
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Columella gelatinosa, delgada, dendroide, gris trasltcida. Olor no registrado. Sabor

no registrado.

Figura 2.16. Hysteranguim sp. 3, (1704 ITCV) Basidioma, gleba y tejido. a) Basidioma varios
tamafos b) Gleba café c) Peridio de tres capas 400 x. d) Epicutis 1000 x €) Epicutis
células globosas. 1000 x. f) Trama 1000 x.

Peridio facilmente separable de la gleba 272.5-512.5 ym ancho, promedio 383.9,
tres capas. Epicutis 57.5-200 um ancho, promedio 113.5, pared celular delgada,

hifas entrelazadas, café claro, 3-5 um de diametro, promedio 3.8, hifa proyectada

103



hacia el exterior, fibulas ausentes. Mesocutis 150-167.5 um ancho, promedio 158.5,
hialino, células pseudoparenquimaticas 5-23 x 6—-32 um, promedio 13.3 x 19.2,
pared celular 1-2 um de grueso. Subcutis 22.5-175 pum ancho, promedio 112, pared
celular delgada, hifas entrelazadas, café claro, células de 3-12 pm de diametro,
promedio 5.3, fibulas ausentes
Trama 42.5-287.5 pm ancho, promedio 133.5, con hifas estrechamente
entrelazadas hialinas, gelatinizadas 1-5 um de diametro, promedio 3.2, fibulas
ausentes. Basidia evanescente.
Espora 11-16 x 5-8 um, promedio 13.7 x 6.4, fusoide, lisa, &pice papilado apéndice
hilar 1 um, pared de la espora 1 um ancho, utriculo presente, sola color olivo claro,
café amarillento en masa.
Distribucion habitat, ecologia; México, estado de Guanajuato, Guanajuto, ANP
Cuenca de la Esperanza, hipogeo en suelo y mantillo, gregario, sociado a Quercus
sp., N 21°03.95', O 101°13.35', 2500 msnm octubre.

Discusion
La colecta Hysterangium sp. 3 (1704 ITCV) es similar a H. occidentale, H.
ochraceogleba y H. album pero su basidioma 7.9-19.4 x 6.3-14.5 x 5.6-12.5 mm
es mas pequefio que H. occidentale que puede llegar hasta 6 cm, H. ochraceogleba
presenta pocos y pequefios rizomorfos y H. aloum carece de ellos, contrariamente
Hysterangium sp. 3 (1704 ITCV) tiene numerosos rizomorfos al igual que H.

occidentale.
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Figura 2.17. Hysteranguim sp. 3, (1704 ITCV)), espora microscopia Optica (ayc) y SEM b, dye. a)
Esporas en masa. b) Espora masa. ¢) Espora pared celular verde olivo y apéndice hilar
pequefio. d) Espora vista lateral. €) Acercamiento de la espora, apéndice hilar cubierto con
el perisporeo.

El peridio monocapa de H. ochraceogleba 300—400 um ancho, y H. aloum 100-200
pum grueso es claramente distinto y mas delgado que el de Hysterangium sp. 3 (1704
ITCV) cuyo peridio es tricapa 272.5-512.5 ym de ancho, pero resulta mas delgado
gue el peridio de dos capas de H. occidentale 380—770 um de ancho, por lo que es
importante hacer notar que el hecho que la colecta Hysterangium sp. 3 (1704 ITCV)
posee un peridio de tres capas con células externas cafés hialinas en el mesocutis
y cafés en la porcion interna lo hace diferente de cualquier otro, (Castellano, 1990).

Sin embargo, la espora de Hysterangium sp. 3 (1704 ITCV) que midel1-16 x 5-8
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pum tiene dimensiones similares a H. ochraceogleba 12-15 (-19) x 5.5-7 um, H.
album 17-20 x 6—7 um, H. occidentale 12—16 (-19) x 5-7(-8) um.

Conclusién
Las caracteristicas presentadas por la colecta Hysterangium sp. 3 (1704 ITCV) nos

lleva a concluir que es una posible especie no descrita anteriormente.
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Género: Gautieria Vittadini 1831

Gautieria magnicellaris (Gomphaceae, Gomphales)
En un trabajo de colecta de un afio con 4 visitas por mes solo se encontré un
basidioma de Gautieria magnicellaris (Pilat) Stewar y Trappe.

En el analisis filogenético la muestra Gautieria sp. (1716 ITCV) se agrupa con G.
magnicellaris numero NCBI AF377058, con 1 de probabilidad posterior. Figura 2.18.
Descripcion

Figura 2.18, 1.19.

Basidioma subgloboso 13.9 x 12.6 x 11.5 mm. Peridio evanescente exponiendo
los l6culos ocres a café. Gleba café, columella ramificada blanca grisacea, l6culos
de hasta de 3 mm de diametro. Basidiospora subglobosa, ampliamente elipsoide a
elipsoide, (15) 18 —24 x 11 — 16 (19) um promedio 20.63 X 13.53 um, incluyendo
apéndice hilar y perisporeo de 1 —3 pm ancho con 10 a 13 crestas longitudinales;
apéndice hilar de 4 um en la base, Amarillo café. Basidia clavada 40 — 60 x 15 —
18 pm, hialina, pared celular delgada. Trama incluyendo himenio 157.5 — 425 um
ancho, promedio 248 um, hifas entrelazadas, hialinas 3 —7 diametro. pared celular
delgada.

Distribucion hébitat, ecologia; Estado de Guanajuato, Guanajuato, ANP Cuneca
de la Esperanza Solitario bajo Quercus sp., 2500 msnm 1716 ITCV N 21° 03' 55.1",

O 101°13' 15.6", 24 de octubre 2016.
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Tabla 2.5. Nimero de acceso de las secuencias de ITS empleadas para este analisis recuperadas
del NCBI para el género Gautieria.

Especies Numero NCBI Referencia

G. caudata AF377057 Bidartondo y Bruns 2002

G. caudata AY558750.1 Izz et al., 2004 NCBI

G. chilensis AF377069 Bidartondo y Bruns 2002

G. crispa DQ974732.1 Smith et al., 2007

G. gautierioides AF377062 Bidartondo y Bruns 2002

G. graveolens FN666413 Camele and Rana 2010 NCBI
G. graveolens JF908017 Osmundson et al., 2013

G. magnicellaris AF377058 Bidartondo y Bruns 2002

G. magnicellaris MK909905 Este documento

1716 ITCV

G. monticola AF377076.1 Bidartondo y Bruns 2002

G. monticola AF377078.1 Bidartondo y Bruns 2002

G. monticola AF377079.1 Bidartondo y Bruns 2002

G. monticola AF377087.1 Bidartondo y Bruns 2002

G. monticola AF377091.1 Bidartondo y Bruns 2002

G. monticola AF377101.1 Bidartondo y Bruns 2002

G. monticola AF377105 Bidartondo y Bruns 2002

G. morchelliformis AF377067 Bidartondo y Bruns 2002

G. otthii AF377072 Bidartondo y Bruns 2002

G. otthii AF377073 Bidartondo y Bruns 2002

G. pterosperma AF442137.1 Bidartondo y Bruns 2002

G. pterosperma JN022504.1 Frank y Southwort 2011 NCBI
G. xinjiangensis JX860192 Bau Liu 2012 NCBI

G. xinjiangensis NR 153450 Bau Liu 2012 NCBI

Gautieria sp. AF377056 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377060 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377061 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377063 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377064 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377065 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377068 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377070 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377071 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377085 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377102 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377104 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. AF377106 Bidartondo y Bruns 2002
Gautieria sp. DQ365642 Dunham et al., 2007
Gautieria sp. JN022505 Frank y Southwort 2011 NCBI
Gautieria sp. JN022506 Frank y Southwort 2011 NCBI
Gautieria sp. KY462409 Truong et al., 2017

Gautieria sp. KY462601 Truong et a., 2017

Gautieria sp. KY462630 Truong et al., 2017

Gautieria sp. MG773849 Matheny et al., 2017 NCBI
Gautieria sp. MH930304 Mujic y Smith 2018 NCBI
Gautieria sp. MK607602 Russell Grootmyers 2019 NCBI
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Figura 2.18. Arbol filogenético del género Gautieria, generado con el método de Mr. Bayes en el cual
Gautieria magnicellaris (1716 ITCV), se agrupa con G. magnicellaris, confirmando la
identidad de la muestra.

Discusién

Pilat (1953) lo reporta como una especie muy escasa, en nuestro trabajo

encontramos datos similares ya que de 134 colectas solo se obtuvo un basidioma.

Las esporas encontradas en este trabajo (15) 18 — 24 x 11 — 16 (19) um, promedio

20.63 x 13.53 um son mas cortas que la mencionadas por Cazares et al., 1992, 21
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—29 x 12 -15.5 ym pero son mas anchas lo que amplia la morfoclasificacion de

la mismas hasta subglobosas para esta especie.

Figura 2.19. Gautieria magnicellaris (1716 ITCV), Basidioma, basidia, espora, trama. a) Basidioma
mostrando el peridio evanescente. b) Gleba café. c) SEM, espora. d) Espora 1000 x. e)
Espora mostrando las quillas longitudinales, 1000 x. f) SEM, espora. g) Basidia 1000 x. h)
Basidiola 1000 x. i) Trama 1000 x.

También las esporas de Gautieria sp. (1716 ITCV) son mas cortas que las descritas

por Pilat (1953) 20-25 (27) x 13—14 um. Stewart (1974) menciona que las camaras
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de hasta 10 mm de largo son un caracter consistente a diferencia de él nuestra
muestra se acerca mas a los datos reportados por Pilat (1953) con l6culos de 4-8 x
3—4 mm, mientras que Gautieria sp. (1716 ITCV) presenta I6culos de hasta 3 mm

didmetro.

Conclusion
Los datos nos permiten concluir que G. magnicellaris est4 presente en la Sierra de
Santa Rosa, Guanajuato y hasta el momento éste reporte es el mas austral para

G. magnicellaris.
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Género: Arcangeliella Cavara 1900
El género Arcangeliella fue acufiado por Cavara y fue nombrado en honor al
boténico italiano G. Arcangeli, las caracteristicas principales son; hongos hipogeos,
frutos tuberiformes irregulares, subagaricoides, alveolados a gleba sublamelada,
estipite, columella, hifas laticiferas, esferocistos en el peridio y en el contexto.
Esporas heterotropicas y balitosporas, (Montechi y Sarasini 2000). Este género esta
muy pobremente estudiado en México ya que solo se hace una mencion del género
para el estado de Tamaulipas, pero sin epiteto especifico y sin definir localidad

(Guevara et al., 2014).

Arcangeliella sp. (1698 ITCV)

En uninicio al analizar la colecta Arcangeliella sp. (1698 ITCV) en general con banco
de genes del NCBI considerando los fragmentos de ITS disponibles, de manera
sorpresiva nuestra muestra se anido junto con Lactarius en lugar de Arcangeliella.
Figura 2.20.

En un andlisis posterior la muestra Arcangeliella sp. (1698 ITCV) se compar6 con
diversas especies de Lactaruis y se ubica en la rama de L fumosus y L.
fumosibrunneus, con probabilidad posterior de 1, y Arcangeliella sp. (1698 ITCV)
anidando especificamente con una ectomicorriza sin cultivar, FJ196933.1 con una
probabilidad posterior de 0.988. Figura 2.21, (Taxonomy ID: 228206) esta Ultima es

una muestra ambiental que se relacion6 con Lactarius, (Morris et al., 2009), fue
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colectada asociada a Quercus crassifolia y Q. laurina en el parque Huizteco a 4.5

Km al norte of Taxco, estado de Guerrero.

Tabla 2.6. Listado de secuencias utilizadas en el analisis filogenético Arcangeliella, muestra 1698

ITCV.
Especies Numero NCBI | Referencia
Arcangeliella sp.(1698 ITCV) | --o—commeemeee Este trabajo
Arcangeliella sp. J0Q991639.1 Qiong,D. and Guo,L.D.2012 NCBI
Arcangeliella sp. JF960610.1 Horton et al., 2011, NCBI
Arcangeliella sp. KF386765.1 Frank. 2013. NCBI.
Arcangeliella sp. KF386764.1 Frank. 2013. NCBI.
Arcangeliella sp. KF386762.1 Frank. 2013. NCBI.
Arcangeliella sp. KF386753.1 Frank. 2013. NCBI.
A. borziana AF373599.1 Peter et al., 2001
A. crassa AY558740.1 Izzo et al., 2004 NCBI
Gymnomyces sp. KF386756.1 Frank. 2013. NCBI.
Lactarius sp. FJ196933 Morris et al., 2009
Lactarius olivaceopardalis | KF386751.1 Frank. 2013. NCBI.
L. acris EF560659 Le et al. 2007 NCBI
L. acris JQ446084 Stubbe y Verbeken 2012
L. acris KF432962 Wisitrassameewong et al., 2014
L. albidocinereus MF152855 Shi et al. 2018
L. albidocinereus NR 156343 Shi et al. 2018
L. aff. acris JQ446090 Stubbe y Verbeken 2012
L. azonites JQ446087 Stubbe y Verbeken 2012
L. azonites JQ446096 Stubbe y Verbeken 2012
L. azonites KR082889 Shi et al. 2018
L. crassus KT968581.1 Gordon 2015. NCBI
L. fulginosus JQ446131 Stubbe y Verbeken 2012
L. fumosibrunneus JN797632 Garay-Serrano et al., 2012
L. fumosibrunneus JQ691945 Garay-Serrano et al., 2012
L. fumosus EU819483 Palmer et al., 2008
L. fumosus KJ705224 Berube 2014 NCBI
L. picinus GU258279 Stubbe et al., 2010
L. picinus JQ446130 Stubbe y Verbeken 2012
L. picinus JQ446132 Stubbe y Verbeken 2012
L. pterosporus AJ889962 Kjoller 2005. NCBI
L. pterosporus JQ446135 Stubbe y Verbeken 2012
L. pterosporus KF432963 Wisitrassameewong et al., 2014
L. rubrilacteus KF386759.1 Frank. 2013. NCBI.
L. ruginosus AY606954 Eberhardt y Verbeken 2004
L. ruginosus EF560660 Le et al., 2007 NCBI
L. ruginosus JQ446141 Stubbe y Verbeken 2012
Lactarius sp. FJ196933 Morris et al., 2009
L. silviae EU846241.1 Eberhardt y Verbeken 2004
L. southwothiae JX415331.1 Frank 2012. NCBI
L. southwothiae KF386755.1 Frank. 2013. NCBI.
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Macowanites sp. MH975015.1 Russel 2018 NCBI
Macowanites sp. MF540760.1 Wan et al., 2017 NCBI
Macowanites sp. MF540758.1 Wan et al., 2017 NCBI
Macowanites sp. MF503292.1 Nuske y Abell 2017 NCBI
Macowanites sp. MF503290.1 Nuske y Abell 2017 NCBI
Macowanites sp. KY697596.1 Nuske y Abell 2017 NCBI
Macowanites sp. DQ273440.1 Bergemann y Garbelotto 2006
Macowanites sp. AY750167.1 Cline 2004

Macowanites sp. AY558787.1 Izzo et al., 2004. NCBI

M. vinaceodorus AJ438034.1 Vidal et al., 2002

M. luteiroseus EU019946.1 Lebel y Tonkin 2007

M. clorinosmus KT968578.1 Gordon 2015. NCBI

M. carmineus GU222323.1 Johnston et al., 2009

M. ammonphilus AF230890.1 Calonge y Martin 2000
Russula sp. KF386752.1 Frank. 2013. NCBI.

R. brevipes KF386757.1 Frank. 2013. NCBI.

R. cremoricolor KF386761.1 Frank. 2013. NCBI.

R. xerampelina KF386758.1 Frank. 2013. NCBI.
Zelleromyces gardneri JN022500.1 Frank y Southworth 2011 NCBI

§OC000ALY
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Figura 2.20. Andlisis filogenético con Mr. Bayes, Arcangeliella sp. (1698 ITCV) comparando con
relacionados,

Arcangeliella,
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0.003

Figura 2.21. Arbol filogenético con el método de Mr. Bayes, comparando Arcangeliella sp. (1698
ITCV) con diferentes especies de Lactarius.

Descripcion
Figura 2.22, 2.23
Macrocaracteres; Basidioma 13 x 11 x 8.6 mm irregular, con l6bulos pequefios,
surcado en la base con un estipite pequefio, 2 x 2 mm. Peridio himedo, crema a

café claro, café oscuro en cuando muy maduro, evanescente cerca del estipite
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exponiendo los primordios laminares localizados de modo radial alrededor de la

base, con una costra de particulas de suelo adheridas por la exudacién de latex.

Figura 2.22. Arcangeliella sp. (1698 ITCV) Basidioma y tejido. a) Basidioma con estipite. b) Gleba
con columella gruesa. ¢) Laticiferos 1000x. d) Peridio 1000x. e) Epicutis 1000x. f) Subcutis
1000x. g) Gleba células pequefias 1000x. h) Gleba, subhimenio 1000x.

Gleba loculada, laberintiforme, color crema ceroso, con venas blanquecinas
columella en forma de cono invertido de hasta 4 mm en la porciébn superior
reduciéndose al 2 mm en la base del estipite, latex transparente, en la muestra
colectada muy escaso posiblemente por ser muy madura. Olor no registrado, Sabor

no registrado.
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Figura 2.23. Arcangeliella sp. (1698 ITCV), basidia y basidiospora. a) Basidia, tincion rojo Congo X
1000. b) Basidia tincién floxina x 1000. ¢) Espora reaccion amiloide positiva x 1000. d)
Espora verde olivo-amarillento x 1000. Microscopia electronica de barrido e hasta i. €)
Espora en masa. f y g) Ornamentacion reticulada. h) Apéndice hilar vista lateral. i) Apéndice
hilar vista superior.

Microcarateres; Peridio bicapa, 295-702.5 pum, promedio 427. Epicutis 45 —90 um,
promedio, hifas en empalizada 3-7 pm de diametro al septo, con células
isodiamétrias insertadas al azar 7-15 x 5-12 um, promedio 11.2 x 9.2 um, con una
linea de células exteriores color café claro a café oscuro, con las interiores hialinas,

Subcutis 250 —695 um, promedio 427, hifas entrelazadas 3—6 um de diametro al
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septo, hialinas, mezclada con abundantes células isodiamétricas 3-12 x 3-6 ym,
promedio 10.3 x 7.7 um hialinas.
Gleba; trama células isodiamétrias 10-33 x 8-30 um promedio 22.2 x 18 mezclada
con hifas entrelazadas 4-6 um, promedio 4.7 um de diametro al septo, hialinas.
Esporas globosas a subglobosas, sin ornamentacion 5-7 x 4 —7 um, promedio 5.9
x 5.33. con ornamentacion 7-9 x 7-9 um, promedio 7.93 x 7.37 um, verde olivo
claro, reticulada, amiloidea, balitosporica, asimétrica, ornamentacion de 0.5-1.5 um,
promedio 1.02, apéndice hilar cénico de 0.5-1.5 um longitud. Basidia 35-105 x 10-
12.5 pym, promedio 64.1 x 11.81 um, con 4 esporas, esterigma conico, curvado al
interior, de hasta 12 uym, Basidolas cilindricas 58-84 x 9-11 um, promedio 68.5 x
9.9 um, laticiferos poco frecuentes, de hasta 185 um longitud. No se observaron
esferocistos
Distribucion habitat, ecologia; México, estado de Guanajuato, Guanajauto, ANP
Cuenca de la Esperanza, hipogeo en suelo, gregario. dos basidiomas en una colecta
asociado a Quercus sp., N 21° 03' 52.5", O 101° 13' 21.4"2513 msnm, 10 octubre.
Discusion
Arcangeliella sp. (1698 ITCV) comparte con A. parva y A saylorii la espora reticulada
pero se diferencia en el tamafio ya que la espora de A saylorii mide 5.5-8.2 x 5-5.8
mientras que la espora de la colecta Arcangeliella sp. (1698 ITCV) ITCV 7-9 X 7-
9, como se pude observar el tamafio y forma de la espora de A saylorii es mas
pequefia y tiende a ser elipsoidal, lo que la diferencia claramente de Arcangeliella

sp. (1698 ITCV). Mientras que A. parva mide 7.5 -9.6 x 5.5-.7 um con un rango de
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longitud mas amplio pero mucho mas estrecha dandole forma elipsoidal lo que
diferencia claramente de Arcangeliella sp. (1698 ITCV). A saylorii es de color rosa
a rosa naranja diferenciandola de Arcangeliella sp. (1698 ITCV) Por otro lado A.
parva tiene el mismo color que Arcangeliella sp. (1698 ITCV). Pero una diferencia
clara es que el peridio de A. parva nunca deja expuestas las lamelas permaneciendo
bien cerrado a diferencia de Arcangeliella sp. (1698 ITCV) que, si las deja expuesta,
(Thiers 1984) Se decidi6 incluir nuestro espécimen en el género Arcangeliella por
presentar latex, estipite y esporas amiloides, por otro lado, la muestra Arcangeliella
sp. (1698 ITCV) podria clasificarse como Lactarius, una vez que se defina la

controversia con respecto al género, (Trappe 2002, Vidal et al., 2019).
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Description and distribution of Tuber incognitum sp. nov.
and Tuber anniae in the Transmexican Yolcanic Belt
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Abstract

The prons Tuber = 2 lineape of diverse scvomymerhizal, hypopeoes, soguestrae soomycste fung: that
are native to temperate foress in the Nosthern Hemisphere Recemly, many new species of Tabder have
been described in North Amesics and Asia, based oo morphologicl chancerstic amd molecular data.
Here we describe and ilhustrate 2 new species, Tuber tucogmiiam, based upon phplogenctic malysis and
morphological descrignion. We also present 3 new recoed for Taber anmdae in Méion. These two Taber
species e distréuted in the Transmexsan Volcanic Bt in the states of Mé&ico, Michoacin, Cuanajuaro,
Quesétarn and Thascala at ativodes beyween 2,000 and 3,200 metess. These species am asociated with
Proues (T, gmmiadt and Quercm forests (T mcagniass).

Kaywords

Cavsdons P Moac vt Tz Iz 37 Doen oo artic dotribomed ander 2w termx of the Tt Cormrors AfTbation Loerss 1CC
BT AR, which ot unreerced o dorbatoe, e =y e orighal 2shor ¢ 00T e Tedned.

124



e e e e e

Mcobeys &1 737 201W) 4
Sck 1L IRYT (rmpcchonyn 6L Jbbad RESEARCM AXTICLE ?M\'C()kcvs
RTp VrpCoiyt dansat s 4 .

A novel sequestrate species from Mexico:
Aroramyces guanajuatensis Sp. nov.
(Hysterangiaceae, Hysterangiales)

Rabel Penna-Ramirez'?, Zai-Wei Ge?, Rigoberto Gaitin-Hernandez®,
César Ramira Martinez-Gonziler*, Gonzalo Guevara-Guerrer'

| dnestute Towsdipion de Cd Viswrse Ae Vortes Gil 1300 Pre C.P 87000, Cd Victarie Tiwe, Mexion
2 Kunwing Inutituee of Batary hinese Acsdowy of Sciemwe. 132, Lawlowi Rond, Kanming 650201, Clina
3 leusitwen de Ecologin. A C., Carretera antigus a Coxtopie 2 351, B Haya, CP 91070, Xalaps, Veraerez,
Mexicw 4 Uniservidad Nactowal Ausdwonat de Méxicn, Profeser de Ausgretura B Dipars de Blalngs
Facaloadd de Ciencies Cindiad Universitaria, Deltgaciino Copoacdn, 04510, Cludad de Méxica, Mevico

Corrmponding suther: Ganasis (4 G @rearpgithonmad coen)

Acaderic edese Mare Soadler | Berxivad 23 May 2049 | Accepead 16 Ocrifier 2019 | Paddished |1 Docomber 2019

Citation: Ras-Bamae R, Geo ZW, Cairin H dex 0 M Loazils (R, Gurrars-Gesmrao G (2010 A
novel mapresrae species e Moo A I PNy ataap. o, (Hprersspuces, H prdien). Myoo Ko
b X737 bevpnciides cegd ML SRFT Fempenderyn fil. 50444

Abstract

Kaowladge of sequostrase Hysterangisceae fungi in Mexico 3 very limisald In the ¢ ¢ vudy, 4 new
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