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Micorrizacion, crecimiento y contenido nutrimental de Pinus greggii y P. montezumae
inoculados con tres hongos comestibles

Magdalena Martinez Reyes, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2010
RESUMEN

Los hongos ectomicorrizicos promueven el crecimiento, la transferencia nutrimental y la
supervivencia en campo de diversas especies vegetales de importancia forestal. Uno de los
criterios de seleccion de los hongos ectomicorrizicos, actualmente utilizado es su
comestibilidad. En el presente trabajo se estudi6 el efecto de la inoculacion con esporomas
deshidratados molidos, solos o combinados, de Laccaria laccata s.l., Hebeloma
mesophaeum s.l. y Boletus edulis s.l., en Pinus greggii Engelm. y P. montezumae Lamb.,
coniferas ampliamente usadas para reforestacion en México. Se evalud el efecto de estos
tres hongos en el peso seco de la parte aérea, raiz, altura, didmetro del tallo y contenido
nutrimental (N, P, K, Ca y Mg) de las dos especies de pino. El peso seco de la parte aérea,
la raiz, asi como la altura y el diametro del tallo fueron mayores en las plantas inoculadas,
con respecto a las plantas no inoculadas. Cuando L. laccata y H. mesophaeum se
inocularon solas, se registraron altos porcentajes de micorrizacion, mayores a 80%, en
ambas especies de pino; y cuando se inocularon en forma simultdnea los porcentajes
variaron dependiendo de la especie de pino involucrada. El contenido de todos los
nutrimentos evaluados fue mayor en las plantas inoculadas con respecto a las no inoculadas
independientemente de la especie de hongo involucrada. La inoculacion con H.
mesophaeum originé una alta eficiencia en la translocacion de P y Mg a la parte aérea de
los pinos. Ademas, se registrd la formacion de esporomas maduros de L. laccata y de H.
mesophaeum, 284 y 392 dias después de la inoculacion, respectivamente, y se describio su
ontogenia. La inoculacion con H. mesophaeumy L. laccata tiene gran potencial de uso en

la produccion de plantas de P. greggii y P. montezumae en invernadero.

Palabras clave: Laccaria laccata, Hebeloma mesophaeum, Boletus edulis, especies pioneras,
hongos comestibles silvestres.



Mycorrhization, growth and nutrient content of Pinus greggii and P. montezumae inoculated
with three edible mushrooms

Magdalena Martinez Reyes, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2010

Abstract

Ectomycorrhizal fungi promote the growth and nutrient transfer, and enhance the field
survival of some tree species of high economic value. One of the criteria for selection of
ectomycorrhizal fungi, currently used is their edibility. In this work we studied the effect of
the inoculation with dehydrated ground sporomes, alone or combined, of Laccaria laccata
s.l., Hebeloma mesophaeum s.|. and Boletus edulis s.I. on Pinus greggii Engelm. and P.
montezumae Lamb., conifers widely used for reforestation in Mexico. The effect of these
fungi on the dry weight of shoot, root, height, stem diameter and nutrient contents (N, P, K,
Ca and Mg) of the two pine species was evaluated. Dry weight of shoot and root, and stem
height and diameter, were higher in inoculated plants compared to those non-inoculated.
When L. laccata and H. mesophaeum were inoculated alone, there were high percentages of
mycorrhization, greater than 80%, for both pine species, and when the fungi were
inoculated simultaneously the percentages varied depending on the pine species involved.
Content of all evaluated nutrients was higher in inoculated seedlings compared to that in
non-inoculated, independently of the fungal species involved. Inoculation with H.
mesophaeum caused a high efficiency of P and Mg translocation to the pine shoots. In
addition, the development of mature sporomes of L. laccata and H. mesophaeum was
recorded 284 and 392 days after inoculation, respectively, and their ontogeny was
described. Inoculation with H. mesophaeum and L. laccata has a great potential use in the

production of plants of P. greggii and P. montezumae under greenhouse conditions.

Key words: Laccaria laccata, Hebeloma mesophaeum, Boletus edulis, pioneer species,

edible wild mushrooms.
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CAPITULO |

1.1. INTRODUCCION GENERAL

Con el inicio de la posible produccion de trufas en Prusia, se desarrolld la teoria
revolucionaria de la nutricién de arboles via simbiosis entre un hongo y la raiz del arbol,
como un solo 6rgano, denominado “micorriza” que significa literalmente “hongo-raiz”,
vocablo asignado por el fisidlogo vegetal Albert Bernhard Frank en 1885 (Trappe, 2005).
Desde entonces, ha sido el término aplicado en varias formas y amplias connotaciones
(Peyronel et al., 1969; Trappe, 2005). Actualmente el vocablo micorriza es utilizado para
describir diversos tipos de simbiosis que se establecen entre las raices de las plantas y
ciertos grupos de hongos. Se estima que alrededor de 6000 especies de hongos establecen
simbiosis con el 95% de las plantas vasculares (Smith y Read, 1997). La micorriza es una
asociacion bipartita en la que los simbiontes, planta y hongo, habitan el mismo ambiente, el
suelo. La formacion exitosa de dicha simbiosis depende no sélo de que ambos organismos
estén presentes, sino también de que existan las condiciones micro y macro-ambientales
adecuadas, que incluyen factores fisicos, quimicos y bioldgicos, como temperatura, pH y
cantidad y tipo de propagulos micorrizicos (Francis y Read, 1994). El establecimiento de la
asociacion micorrizica provoca cambios estructurales evidentes en los participantes (hongo
y planta), tal como el desarrollo de la interfase, sitio donde se lleva a cabo el intercambio de
nutrimentos en ambas direcciones (Peterson y Bonfante, 1994), asi como la formacion de
las estructuras fingicas que caracterizan a cada tipo, como pueden ser: red de Hartig,
manto, micelio externo, vesiculas, enrrollamientos hifales y arbusculos. Considerando estas
estructuras y de acuerdo con el grado de penetracion del hongo en la raiz del hospedero,

Smith y Read (1997; 2008) dividieron a las micorrizas en siete grandes grupos: micorrizas

1



arbusculares, ectomicorrizas, ectendomicorrizas, micorrizas ericoides, arbutoides,
monotropoides y orquidiodes.

La ectomicorriza (ECM), término propuesto por Peyronel et al. (1969), es uno de los mas
importantes tipos de asociaciones micorrizicas, desde el punto de vista ecoldgico y
biogeografico (Pérez-Moreno y Read, 2004). La ECM es la simbiosis que se establece entre
hongos y las raices de las plantas, en donde el hongo crece y forma un manto en la
superficie de la raiz y penetra el cortex intercelularmente para producir una red conocida
como “red de Hartig” (Wilcox, 1984). A los hongos involucrados se les conoce como
micobiontes y a las plantas se les denomina fitobiontes (Pérez-Moreno, 1995). Las
estructuras tipicas de la simbiosis ECM son: i) manto, ii) red de Hartig y iii) micelio

externo.

Se ha demostrado que a través de la simbiosis ectomicorrizica existe un intercambio
nutrimental fundamental para el funcionamiento de los ecosistemas forestales. Los hongos
asociados reciben carbono de sus hospederos y las plantas reciben nutrimentos,
principalmente N y P tanto inorgénico como organico (Smith y Read, 2008). Se ha
demostrado que, ademds de la movilizacion de nutrientes desde sustratos organicos
naturales por los sistemas micorrizicos, una proporcion significativa de éstos es transferida
a las plantas asociadas. Frecuentemente, grandes proporciones de los nutrientes
(principalmente N y P) contenidos en las plantas se derivaron originalmente de los sustratos
organicos naturales (Pérez-Moreno y Read, 2000; 2001; 2004). La habilidad saprofitica por
si misma, es capaz de movilizar ciertas cantidades de nutrientes de sustratos organicos
naturales, en ausencia de hongos micorrizicos. Sin embargo, este mecanismo, como ha sido

demostrado (Pérez-Moreno y Read, 2001), es relativamente ineficiente en términos de la



transferencia de nutrientes a las plantas, en parte porque los microorganismos saprofitos
transfieren nutrientes en el suelo en todas direcciones desde una fuente localizada, mas que
exclusivamente hacia las raices de las plantas. En contraste, el micelio de los hongos
micorrizicos efectia la translocacion de nutrientes directamente a las raices micorrizicas,
conectadas a través de la extensa red micelial sostenida por el carbono proporcionado por

las plantas (Pérez-Moreno y Read, 2004).

Tradicionalmente, estos hongos (saprofitos y micorrizicos) han sido registrados como dos
grupos funcionales distintos en los ecosistemas. Los hongos saprofitos obtienen carbono y
nutrientes de la degradacion de los componentes organicos y los hongos micorrizicos
facilitan la captacion de nutrientes por sus plantas hospederas autotréficas en compensacion
al carbono fijado como fotosintatos. Sin embargo, en las tltimas dos décadas la diferencia
entre estos dos grupos ha estado menos definida. Como se ha mencionado, existe ahora una
evidencia considerable de que algunos hongos micorrizicos tienen potencial para asimilar N
y P contenido en las moléculas orgédnicas de plantas, microorganismos y detritus animal.
Esto puede ocurrir directamente via produccion de enzimas catabdlicas extracelulares o

indirectamente via interaccion competitiva con hongos saprofitos (Taylor et al., 2003).

El sistema de hifas y micelio de los hongos ectomicorrizicos puede producir estructuras que
utilizan para su reproduccion y por lo general las forman en cierta época del afio, cuando
las condiciones ambientales son favorables. La mayoria de estas estructuras reproductivas
se pueden observar a simple vista al realizar un recorrido por bosques de las regiones
montafosas, en la época de lluvia. Algunos hongos producen estructuras reproductivas por
debajo del suelo y no son faciles de observar. A este crecimiento subterraneo se le

denomina hipogeo y cuando esta sobre el suelo, epigeo (Kong, 2003). La mayoria de los



hongos ECM pertenecen a la clase de los Basidiomycetes y algunos a los Ascomycetes. Los
Basidiomycetes se distinguen de la otra clase de hongos que forman ectomicorrizas debido
a que sus esporas se producen externamente en células llamadas basidios. Los miembros de
la clase Ascomycetes forman sus esporas en el interior de células en forma cilindrica o de
saco llamadas ascas (Kong, 2003). Adicionalmente, las micorrizas y en particular las
ectomicorrizas, son de considerable interés dado que algunos de los Basidiomycetes y
Ascomycetes que las forman producen hongos comestibles (Hall et al., 2003).

Los hongos ectomicorrizicos pueden mejorar las condiciones nutricionales asociados con
sus plantas hospederas que crecen en ambientes pobres, especialmente en ecosistemas
deficientes de nitrégeno y fosforo. Esta propiedad ha sido utilizada en reforestacion para
promover el crecimiento de las plantas en campo. Dichas plantas han sido inoculadas con
hongos ectomicorrizicos apropiados. La prioridad de la supervivencia en campo es la
formacién de ectomicorrizas, la cual puede ser evaluada en las plantas inoculadas (Tateishi
et al., 2003). El uso de esporas a partir de especies fungicas involucradas en la simbiosis
ectomicorrizica, tiene un enorme potencial biotecnoldgico en la produccion de inoculantes
forestales debido a su bajo costo y relativa facilidad de manejo (Martinez et al., 2002).
Actualmente, la produccion de inoculantes basados en hongos ectomicorrizicos ha cobrado
una enorme importancia en los paises con tradicion forestal. La aplicacion exitosa de esta
biotecnologia, se ha basado en conocimientos taxonémicos, ecoldgicos y fisiologicos de
dichos hongos, desarrollados principalmente durante las tltimas cinco décadas. La practica
en los viveros tradicionales de utilizar la tierra del monte para rellenar los envases donde
producian la planta suponia una micorrizacion natural de la misma. Sin embargo, este
sistema tiene una serie de inconvenientes como son: no ejercer ningun control sobre el

crecimiento del hongo, no conocer las condiciones de siembra y plantaciéon y no controlar
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la posibilidad de introduccion de elementos patégenos. Por ello, actualmente, con el uso de
sistemas de cultivo en envase utilizando sustratos estériles, se hace necesaria una
micorrizaciéon controlada de las plantas, donde se asegure la consecucion de sistemas
rizosféricos mas potentes, lo que se traduce en una mayor calidad de planta. En el caso de
realizar una micorrizacion, es necesario determinar la especie fungica, dado que cada
especie o cepa tiene limitaciones ecologicas en las que el comportamiento es el mas
efectivo, en términos de crecimiento de su hospedante. Para inducir la micorrizacién en
especies de importancia forestal, se han utilizado principalmente tres fuentes de inoculo:
tierra de monte, esporas de hongos ectomicorrizicos y micelio (Pérez-Moreno, 2002).

Las plantas infectadas con la inoculacion de esporas, cultivos o raices ECM han llevado a la
formacion de esporomas de hongos comestibles ECM en el campo, incluyendo Lactarius
deliciosus, Rhizopogon rubescens, Suillus granulatus y varias especies de Tuber. Danell y
Camacho (1997) también produjeron Cantharellus cibarius en contenedores en
invernadero. Pero fuera de estos éxitos, poco menos de una docena de muchos cientos de
hongos comestibles ECM han sido cultivados con un cierto grado de éxito, y estos incluyen
a especies comerciales importantes tales como: Boletus edulis, Tricholoma matsutake y
Tuber magnatum. Consecuentemente, abastecer la variedad de hongos comestibles ECM
comercialmente importantes aun esta restringido a que estos se puedan cosechar de forma
silvestre durante la temporada de lluvias (Hall et al., 1998a; 1998b, Wang y Hall, 2004). De
acuerdo con Chang y Buswell (1997), los hongos poseen de 19 a 35% de proteina,
aminodcidos esenciales, poca grasa, vitaminas, minerales y de un 4 a 20% de fibra; y un
contenido de carbohidratos entre 51 y 88 %. Asimismo, dichos hongos constituyen un
recurso forestal no maderable, de enorme importancia para la conservacion forestal, ya que

son una fuente alimenticia o una alternativa de ingreso econdmico para las comunidades
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locales (Montoya, 2003). Mas de 100 especies de hongos comestibles ECM en México,
son comercializadas en mercados locales y algunas de ellas tienen valor en mercados
internacionales (Villareal y Pérez-Moreno, 1989). A la fecha, el comercio mundial de
algunos hongos comestibles ECM esté4 valuado anualmente en billones de dolares (Wang y
Hall, 2004). Se ha estimado que en algunas localidades, la venta de hongos comestibles
ECM extraidos de los bosques puede llegar a superar el valor econdmico de la madera

(Salerni y Perini, 2004; Diaz et al., 2003).

Planteamiento del Problema: En muchos casos la inoculacion de arboles con especies de
hongos ECM reduce considerablemente su tiempo de estancia en vivero e incrementa de
manera significativa su supervivencia y desarrollo en condiciones de campo.
Adicionalmente, uno de los criterios de seleccion de especies de hongos ECM utilizado
actualmente a nivel internacional es su uso como alimento. Desafortunadamente, el
desarrollo biotecnolégico de produccion de inoculantes de hongos silvestres ECM en
general, y de especies comestibles ECM en particular, ha recibido escasa atencion en
nuestro pais. Por lo que el presente trabajo de investigacion tiene como finalidad contribuir
a la generacion de informacion relacionada con la inoculacion, sola o combinada, de tres
hongos silvestres comestibles ECM en dos especies de pinos nativos de México usados en

reforestacion.
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CAPITULO I
2.1. OBJETIVO GENERAL

2.1.1. Evaluar el efecto de la inoculacion sola o combinada con tres hongos
ectomicorrizicos comestibles (Laccaria laccata s. |., Hebeloma mesophaeum sl. y
Boletus edulis s. I.) en el crecimiento y contenido nutrimental de Pinus greggii
Engelm y P. montezumae Lamb, con potencial de uso para reforestacion en México,

asi como en la formacion de esporomas.

2.2. OBJETIVOSPARTICULARES

2.2.1. Evaluar la frecuencia de produccion de esporomas de Laccaria laccata y H.
mesophaeum en asociacion ectomicorrizica con Pinus greggii Engelm y P.
montezumae Lamb en invernadero, cuantificar la colonizacion ectomicorrizica
asociada y describir la ontogenia de la formacioén de esporomas en dichos hongos.

2.2.2. Evaluar el efecto de la inoculacion de H. mesophaeum en el crecimiento y contenido
nutrimental (N, P, K, Ca 'y Mg) de Pinus greggii en invernadero.

2.2.3. Evaluar en invernadero el efecto simple o combinado de la inoculacion de Laccaria
laccata s.I., Hebeloma mesophaeum s.l. y Boletus edulis s. |., en el crecimiento y

contenido nutrimental (N, P, K, Ca y Mg) de Pinus greggii y P. montezumae.
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CAPITULO Il

Formacion de esporomas de Laccaria laccata sl. y Hebeloma mesophaeum s. |. en
asociacion ectomicorrizica con Pinus greggii Engelm y P. montezumae Lamb. en
inver nader o

3.1. RESUMEN

En la inoculacion de hongos ectomicorrizicos comestibles en plantas forestales se ha
utilizado generalmente micelio, mientras que la eficiencia del uso de esporas o esporomas
deshidratados como fuente de indculo ha sido escasamente estudiada. En el presente
estudio se inocularon plantas de Pinus greggii Engelm y P. montezumae Lamb. con
esporomas deshidratados molidos, solos o combinados, de Laccaria laccata sl. y
Hebeloma mesophaeum s.|. Después de 284 y 392 dias, a partir de la inoculacion, se
registro la primera aparicion de esporomas de las especies inoculadas, respectivamente.
Hasta los 421 dias después de la inoculacion, se formo un total de 66 esporomas maduros
de L. laccata y 2 de H. mesophaeum. La mayoria (74%) de los esporomas de L. laccata se
registraron asociados con P. montezumae y solo 26% con P. greggii. Las dos especies de
pino presentaron altos porcentajes de colonizacidon ectomicorrizica (que variaron de 80% a
84%), cuando se inocularon las especies de hongos de manera individual. Adicionalmente
se describe la ontogenia de la formacion de esporomas en las dos especies de hongos. Se
observaron diferencias en el desarrollo de L. laccata y H. mesophaeum principalmente en el
inicio de la formacion de los pileos. En el caso de L. laccata se caracterizaron ocho
estadios ontogénicos y se registro la formacion de esporomas maduros y obtencion de

esporadas. En registros previos se ha documentado la aparicion de esporomas de Laccaria o
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Hebeloma a los 45 a 180 dias después de la inoculacion, utilizando como fuente de indculo
micelio, en la presencia de un hospedero, mientras que en el presente trabajo utilizando
esporomas deshidratados se registraron los primeros esporomas mas de nueve meses
después de la inoculacion. El presente estudio sugiere que en condiciones ambientales
equivalentes el hospedero tiene una influencia en la formacion de esporomas

ectomicorrizicos.

Palabras clave: Pinaceae, hongos comestibles silvestres, inoculo esporal, produccion de

esporomas, colonizadores tempranos.
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3.2.INTRODUCCION

Laccaria laccata s.I. (Scop.) Cooke y Hebeloma mesophaeum s.l. (Pers.) Quél. son especies
fingicas que forman asociaciones ectomicorrizicas con numerosas especies de
Gimnospermas y Angiospermas en varias familias de importancia econdmica forestal
(Kropp y Mueller 1999; Marmeisse et al. 1999). Estas especies son consideradas
colonizadores tempranos (Nara 2006; Obase et al. 2007; Ishida et al. 2008), en condiciones
de escasa fertilidad (Cripps 2001; Trocha et al. 2007) y han sido registradas en invernadero
asociadas con plantas en estadios jovenes (Molina y Chamard 1983; Barroetaveiia et al.

2005), lo cual las hace especies recomendables para la inoculacion en viveros.

En términos generales la investigacion del uso de esporomas deshidratados como fuente de
inoculo esporal, a diferencia del uso del micelio (Debaud y Gay 1987; Massicotte et al.
2005; Yamada et al. 2007), ha sido escasamente estudiada a nivel internacional en hongos
comestibles ectomicorrizicos. L. laccata y H. mesophaeum tienen una gran relevancia
cultural como hongos comestibles y son objeto de comercializacion en diversos mercados
mexicanos (Pérez-Moreno et al. 2008; Estrada-Martinez et al. 2009). Debido a su gran
abundancia en mercados, amplio periodo de formacion de esporomas y bajo costo, los
esporomas de ambas especies fungicas tienen un gran potencial para ser utilizados
directamente como fuentes de indculo ectomicorrizico en viveros con baja tecnologia en
paises como México. Adicionalmente, i) la influencia de los hospederos en la formacion de
esporomas ectomicorrizicos, en condiciones ambientales equivalentes; ii) la asociacion
entre formacion de esporomas y colonizacion ectomicorrizica de dichos hongos; y iii) la

descripcion de la ontogenia de la mayoria de los hongos comestibles ectomicorrizicos; han
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recibido, en términos generales, escasa atencion. Los objetivos del presente trabajo fueron
evaluar la frecuencia de produccion de esporomas de L. laccata y H. mesophaeum en
asociacion ectomicorrizica con Pinus greggii Engelm y P. montezumae Lamb en
invernadero, cuantificar la colonizacidon ectomicorrizica asociada y describir la ontogenia
de la formacion de esporomas en dichos hongos. La hipdtesis planteada fue que existe una
preferencia de formacion de esporomas de hongos ectomicorrizicos con las plantas

hospederas asociadas.

3.3. MATERIALESY METODOS
3.3.1. Material bioldgico y condiciones de crecimiento

P. greggii y P. montezumae son especies nativas de México de gran importancia forestal.
Las semillas utilizadas de dichas especies procedian de bosques naturales de Xochicoatlan,
Hidalgo y Cofre de Perote, Veracruz. Las semillas se remojaron en agua corriente durante
24 horas, después se esterilizaron con H>O, a 30%, durante 20 minutos y se enjuagaron con
agua destilada estéril bajo condiciones asépticas. Posteriormente se colocaron tres semillas
de cada especie de pino en envases de plastico negro de 140 cm’, a los cuales se les agregé
150 g de sustrato compuesto de una mezcla de arena de rio, corteza de pino molida
compostada, y suelo forestal, en proporcion 2:2:1. El sustrato se esterilizd con vapor a una
presion de 1.3 kg/cm® y una temperatura de 125 °C durante 3 horas, se dejé reposar durante
dos dias y al cuarto dia se volvio a esterilizar por 2 horas. Con la finalidad de prevenir
“damping-oft”, se aplico el fungicida Captan, en una solucion de 2.5 g/L cada tercer dia

durante dos semanas, después de la germinacion y antes de la siembra. Posteriormente las
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plantas fueron regadas con agua purificada por medio de filtro tamiz, carbon activado,
suavizacion, micropulicion, osmosis inversa, luz ultravioleta y ozono, durante el tiempo

que durd el experimento en el invernadero.

3.3.2. Preparacion deinoculantes

Para la preparacion de inoculantes se utilizaron hongos que procedian de la regién de
Ozumba, del estado de México y puestos en venta en el mercado “Ozumba”. Para la
obtencion de indculos, se cortaron los estipites de los esporomas de L. laccata y H.
mesophaeum; los pileos fueron secados en un deshidratador con 20 charolas internas de 56
X 56 cm (Maquinaria Jersa, Cuautitlan Izcalli, estado de México, México) a 36 °C, durante
48 h. Posterior a su secado, los pileos fungicos se molieron con un molino eléctrico
(Osterizer clasica, modelo 465-42, Sumbeam, M¢éxico) y se pasaron a través de un tamiz
malla 16, (Duvesa Division mallas y tamices, México) de 1.19 mm (para homogeneizar el
tamafio de las particulas), se depositaron en bolsas de plastico y se almacenaron a 5 °C
hasta su utilizacion, con el fin de mantener su viabilidad. Para cada uno de los inoculantes

se determino la concentracion de esporas con un hematocitometro.

3.3.3. Inoculacion de plantas

Una vez llenados los envases con el sustrato, se realizd6 una primera inoculacion,
constituida por 1 g de indculo por planta, de los hongos H. mesophaeum y L. laccata,
dependiendo del tratamiento. El indculo ectomicorrizico fue colocado en una cavidad que
se hizo en la superficie del sustrato contenido en el recipiente. Con la finalidad de
incrementar la probabilidad de colonizacion de las plantas, 90 dias después de la siembra,

se realizd una segunda inoculacion consistente también en 1 g de indculo. Cada planta fue
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inoculada con al menos 107 a 10® esporas, cuando asi correspondio a los tratamientos. Para
reducir las probabilidades de contaminacion se coloco tezontle estéril en la superficie de los

envases. El experimento fue mantenido en invernadero durante 421 dias.
3.3.4. Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental fue en bloques al azar. Se tuvieron 4 tratamientos para cada especie
de pino: 1. Laccaria laccata (L), 2. Hebeloma mesophaeum (Hm), 3. Laccaria laccata +
Hebeloma mesophaeum (L1 +Hm), y 4. Testigo sin inocular (T). En total el experimento

consistié de 240 plantas para cada especie de pino, lo cual origin6 480 plantas en total.
3.3.5. Evaluacion de formacion de esporomasy toma de fotomicrogr afias

Una vez que se registraron los primeros esporomas, se efectuaron, al menos cada tercer dia,
evaluaciones periodicas durante 137 dias registrando la formacion de nuevos esporomas o
primordios. Se describieron las caracteristicas morfologicas de los esporomas y de las
raices micorrizadas; En el caso de los primordios y los esporomas maduros, se realizé un
analisis destructivo de éstos, separando el pileo del estipite en una muestra de por lo menos
tres primordios o esporomas para cada estadio y se pesaron por separado para obtener la
relacion pileo:estipite. Se tomaron fotografias de esporomas maduros en invernadero con
una cémara digital Full HD 1080 (SONY Corporation, Japon). Las fotografias de los
primordios de los esporomas se tomaron con un estereoscopio Olympus SZ61, modelo
SZ2-LGB. En esporomas maduros se colocé un portaobjetos debajo de los mismos para
recolectar las esporas y registrar el color de las esporadas. Las fotografias de las esporas se

tomaron con un microscopio Olympus BX51 modelo U-LH100H.
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3.3.6. Amplificacion de secuenciasinternastranscritasderRNA (ITS)

Purificacion de ADN fungico. 100 mg de esporomas frescos se liofilizaron para su posterior
uso en la extraccion y purificacion de ADN total usando el kit DNeasy Plant Mini kit
(Qiagen, Santa Clarita, CA). El ADN se separd en un gel de agarosa para verificar su
integridad, mientras que su concentraciéon y pureza fue calculada usando el valor de

absorbancia 260/280 nm utilizando el espectrofotdmetro Nanodrop.

3.3.7. Amplificacion del rRNA ITSpor PCR

La region intergénica de los rRNA fue amplificada utilizando los iniciadores 1TS4 e ITSS
en una reaccion de 50 ul utilizando la enzima termoestable Takara ADN polymerase
(Takara, Biosciences), de acuerdo a las recomendaciones del proveedor. Se obtuvo una sola
banda de aproximadamente 800 pb, que se purificd y ligd al vector de clonacion pDrive
(Qiagen) a 16°C por 12 horas. Posteriormente, la ligacién se utilizo para transformar
genéticamente a células competentes Escherichia coli TOP 10 F’ (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Por cada banda obtenida por PCR, se seleccionaron cinco colonias independientes
para ser analizadas posteriormente. El ADN plasmidico se purifico usando el kit de
“Miniprep plasmid DNA kit” (Qiagen), y fue digerido con la enzima EcoRI para verificar
la presencia de insertos. Dos plasmidos de cada ensayo fueron empleados en la

secuenciacion de ADN.

3.3.8. Secuenciacion de ADN

Se utiliz6 el método de Sanger empleando el analizador ABI PRISM 6000g (Applera
Corp., Norwalk, CT, USA). La secuenciacion de ambas cadenas complementarias se realizéd
en Cinvestav, [rapuato. La secuencia del vector fue eliminado de la secuencia obtenida para
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posteriormente ser comparado con las bases de datos existentes en el Genbank, utilizando el
algoritmo BLASTX. Las secuencias de rRNA ITS se registraron en el Genbank con los
nameros 1401761, 1401766, 1403645, 1403666, 1403667, 1403641, 1403664, 1401770,
1403644 y 1403668 para L. laccata y 1414399,1414402, 1414404, 1414405, 1414407,

1414409, 1414411, 1414413 para H. mesophaeum.

3.3.9. Andlisis de secuencia. El ITS ADN se compard con secuencias de referencia en el
Genbank utilizando alineamiento multiple con penalizacion para intervalos (CLC Main
Workbench 5.1 software). Con este alineamiento, se calculd un arbol filogenético

utilizando el algoritmo UPGMA, con 1000 réplicas.

3.4. RESULTADOS

3.4.1. Frecuencia de formacién de esporomas

Durante el transcurso del experimento se registrd la formacion de 66 esporomas maduros
(con laminas completamente expuestas) de L. laccata. La gran mayoria de ellos (83.3%) se
formaron en el tratamiento donde se inoculd exclusivamente con L. laccata, y un porcentaje
mas bajo (15.1%) se registro cuando se inoculdo L. laccata y H. mesophaeum
simultineamente (Cuadro 3.1). La mayor cantidad de esporomas (49) se registraron
asociados con P. montezumae en comparacion con P. greggii (17); la formacion de los
mismos se registrd desde los 284 hasta los 421 dias (Figura 3.1). Los primeros esporomas
de L. laccata, 284 dias después de la inoculacion, se observaron asociados con P.
montezumae inoculado con este hongo. Veinte dias después de la aparicion del primer
esporoma ya se tenian registrados siete esporomas en éste mismo tratamiento y uno en el

tratamiento de P. greggii inoculado con L. laccata.
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La mayoria de los contenedores solo presentaron un esporoma, sin embargo existieron
cuatro contenedores en donde se registraron dos o tres esporomas de L. laccata por
contenedor. Asimismo también se registré un caso donde se formaron dos esporomas en un
contenedor y 56 dias después en ese mismo contenedor se volvid a formar otro esporoma
de L. laccata. Es interesante sefialar que en un contenedor con P. montezumae inoculado
con L. laccata se observaron simultineamente 7 y en otro hasta 30 primordios de L.
laccata. En el caso de P. greggii inoculado con L. laccata se observaron 9 primordios en un
solo contenedor. Sin embargo, todos estos primordios abortaron y ninguno formo
esporomas maduros. La mayoria de los esporomas de L. laccata se formaron en la parte
superior de los contenedores, alrededor de 1.5 cm de la planta y solo ocasionalmente se
observé formacion de esporomas a distancias inferiores a 1 cm de ella. Hacia el final del
experimento, 392 dias después de la inoculacion se observd un esporoma de L. laccata en
P. greggi inoculado exclusivamente con H. mesophaeum, resultado de la contaminacion de
este tratamiento probablemente por la larga duracion del experimento en invernadero, de

421 dias.

En contraste con la formacion de esporomas de L. laccata, solo se registraron 2 esporomas
de H. mesophaeum, ambos se observaron asociados con P. greggii (Cuadro 3.1) a
diferencia de lo registrado para L. laccata, donde la mayoria se asocio con P. montezumae.
La formacion de estos esporomas ocurrio de manera tardia, inicidndose a los 392 dias
después de la inoculacion. En el caso de los esporomas de H. mesophaeum, solo dos
primordios se desarrollaron completamente de los 392 a los 412 dias después de la
inoculacién; un tercer primordio abortd y no crecid mas de 3 mm. Estos esporomas jovenes

poseian el estipite elongado, pileo convexo y exposicion de ldminas (Fig. 3.3f). Después de
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421 dias de evaluacion del experimento, una parte de las plantas se mantuvieron en el
invernadero por mas tiempo. Después de 24 meses de la inoculacion se formaron otros siete
primordios de H. mesophaeum, dos de estos poseian el estipite engrosado, bien definido y
el pileo con velo (Fig. 3.3d), otros dos desarrollaron a esporomas inmaduros donde
mostraron el pileo con velo roto y exposicion de laminas (Fig. 3.3g). De los otros tres
primordios, dos de ellos alcanzaron un didmetro mayor de 3 mm denominado primordio
grande (Fig. 3.3c), y uno con el estipite engrosado y pileo con velo. Todos los primordios
de H. mesophaeum se desarrollaron en la base del cepellon, cerca de los orificios de drenaje
del contenedor observandose que los esporomas son geotropicamente positivos, debido a
que se observaron estipites rectos en todos los casos.

Cuadro 3.1 Frecuencia de formacion de esporomas maduros () de Laccaria laccata y

Hebeloma mesophaeum en Pinus greggii y P. montezumae, de 284 a 421 dias
después de la inoculacion.

Tratamiento Especie de pino
Pinus greggii Pinus montezumae

Numero de Numero de

esporomas % colonizacidén esporomas % colonizacidén

Ll Hm Ll Hm L1 Hm L1 Hm
T 0 0 0.0 0.0 0 0 0.0 0.0
L1 15 0 83.0 0.0 40 0 84.9 0.0
Hm 1 2 0.0 79.5 0 0 0.0 82.2
LI+Hm 1 0 63.5 26.1 9 0 19.9 38.2
Total de
esporomas 17 2 49 0

9: Se consider6 un esporoma maduro aquel con ldminas completamente expuestas;
T=Plantas sin inocular, Ll=Plantas inoculadas con Laccaria laccata, Hm=Plantas
inoculadas con Hebeloma mesophaeum, L1+Hm = Plantas inoculadas simultaneamente con
Hebeloma mesophaeumy Laccaria laccata. n= 60 plantas por tratamiento, total 240 plantas
por especie de Pinus.
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Pinus montezumae

agey  ommEE Pinus greggii
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Frecuencia acumulada

10

Tiempo (dias)

Figura 3.1. Frecuencia acumulada de formacion de esporomas de Laccaria laccata en
asociacion ectomicorrizica con Pinus greggii (a) y P. montezumae (b) de 284 a 421
dias después de la inoculacion, en invernadero.

3.4.2. Colonizacion de hongos ectomicor rizicos

En términos generales las dos especies de pino presentaron altos porcentajes de
micorrizaciéon con las dos especies de hongos inoculadas. Cuando existid inoculacion
exclusivamente con una especie de hongo, existieron plantas individuales que presentaron
incluso mas de 90% de colonizacion y en promedio porcentajes superiores a 75% de
colonizacion total (Cuadro 3.1). En cuanto a la coinoculacion o inoculacién combinada de
L. laccata y H. mesophaeum, no se encontrd una relacion de porcentaje de micorrizacion
con respecto a la formacion de esporoma. Adicionalmente se observd que la colonizacion
de L. laccata (19.9%) en P. montezumae fue menor con respecto a H. mesophaeum
(38.2%). Todas las plantas que componian el experimento presentaron, dependiendo del
tratamiento, abundancia de micelio externo caracteristico de Laccaria o Hebeloma. El

micelio externo estuvo constituido por hifas de apariencia gelatinosa de color crema a café
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amarillento en el caso de L. laccata y de textura algodonosa laxa y color blanquecino para

el caso de H. mesophaeum (Figs. 3.2i y 3.3h).

Las ectomicorrizas de L. laccata fueron de color café-naranja palido con las puntas
hialinas, hinchadas y lisas cuando jovenes y de color crema a color café claro cuando
maduras. La morfologia externa de las ectomicorrizas de L. laccata con ambas especies de
pinos fueron simples y bifurcadas, de 2 a 3 mm de longitud y 0.5 mm de didmetro (Fig.
3.21). Se apreciaron hifas de apariencia gelatinosa, blanquecina, y a veces de color café

claro y amarillento.

H. mesophaeum también formé micorrizas con ambas especies de pino. El porcentaje de
colonizacién al inocular exclusivamente dicha especie fue de alrededor de 80% en ambas
especies de pinos, mientras que se registraron porcentajes menores cuando se efectud la
inoculacion simultanea de dicha especies de hongo con L. laccata (Cuadro 3.1). Las
ramificaciones de las micorrizas de H. mesophaeum fueron frecuentemente dicotomicas, y
a veces simples, de 2 a 3 mm de longitud y 0.5 mm de diametro, con hifas emanantes

abundantes de color blanco (Fig. 3.3h).

3.4.3. Desarrollo ontogénico de los esporomas

Laccaria laccata. Doscientos ochenta y cuatro dias después de la inoculacion, se
observaron en la superficie de los contenedores agregados miceliales de color blanco (Fig.
3.2a), no mayores a un mm de didmetro, para ambas especies de pinos. Después de esta
fase inicial se registrd la formacion de primordios pequefios, lacrimoides o piriformes, de
color blanco o blanquecino (Fig. 3.2b), los cuales posteriormente comenzaron a engrosarse
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y elongarse. La formacion del pileo se observd entre 5 y 7 dias después del inicio de los
agregados miceliales. El pileo inicialmente se observdé como una pequefia protuberancia de
color naranja marrén a café anaranjado, en el apice superior del primordio, en esta etapa el
pileo representaba el 0.8% del peso total del primordio. Posteriormente, el pileo se extendio
(himenoforo joven) y fue posible apreciar laminas apretadas rosaceas bajo el margen del
pileo, el cual representaba el 23.5% del peso total del himendforo joven. El pileo se fue
expandiendo simétricamente y el estipite continud elongiandose y engrosandose hasta
formar esporomas maduros, con ldminas expuestas; en esta etapa el pileo representd el
57.3% del peso total del esporoma. Durante este proceso existieron modificaciones en la
forma del pileo, inicialmente semicilindrico, después convexo y finalmente plano. El
himeno6foro maduro estaba compuesto de laminas paralelas, con lamélulas. Los esporomas
maduros poseian un pileo de 8 a 15 mm en didmetro, presentaron un color naranja marrén
cuando fresco y de color café¢ obscuro cuando seco, con margen no estriado, contexto
delgado, de color crema a rosaceo; laminas de color marron claro, estipite de hasta 27 mm
de largo y 5 mm de didmetro; un pedicelo fistuloso, finamente estriado, concolor con el
pileo, con micelio basal blanco o traslucido. Las esporas fueron hialinas, globosas a
subglobosas de 7.7-12.4 X 6.0-11.4 um, incluyendo la ornamentaciéon, finamente
equinulada. Esporada de color blanca. Al final, se observo una deshidratacion de todo el
esporoma lo cual generd su senescencia, sin putrefaccion. El tiempo total transcurrido
desde el inicio de los agregados miceliales hasta la senescencia de los esporomas fue de 30

a 35 dias.
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Hebeloma mesophaeum. Trescientos noventa y dos dias después de la inoculacion, se
observaron agregados miceliares de color blanco, no mayores a un mm de didmetro (Fig.
3.3a), en la base del cepellon, con P. greggii, Después de esta fase inicial, se registro la
formacion de primordios pequefios, de color blanco a blanquecino, los cuales comenzaron a
ensancharse en su base y el pileo inici6 su formacion (Fig. 3.3b). El pileo inicialmente
estaba constituido por una estructura subglobosa de menor didmetro que la base y
posteriormente de diametro equivalente. Al inicio se observo la presencia de laminas
apretadas (himenoforo joven), de color crema y posteriormente estas fueron de color café
claro. La presencia de las laminas fue mas evidente cuando se inicio la ruptura del velo. El
pileo se fue expandiendo simétricamente hasta la completa ruptura del velo. La forma del
pileo vari6 de subglobosa a hemisférica y posteriormente convexa. Ningun espécimen llego
a ser plano por lo que se consider6 que no se alcanzaron a formar esporomas totalmente
maduros. Los esporomas, aun, cuando no alcanzaron la completa madurez, formaron
esporas. Estos esporomas poseian un pileo convexo de 6 a 8 mm de diametro, de color café
amarillento, superficie viscosa, margen con los restos del velo, contexto carnoso, grueso, de
color blanco, laminas onduladas de color café marron, Basiodiosporas de 6.6- 10.4 X 4.5-
6.5 um, ovaladas a elipticas, de color ocre en Melzer y sin Melzer transparentes, con
estipite fibriloso de hasta 1 cm de largo y un didmetro basal de 8 mm, lleno, cilindrico o
subclavado, finamente estriado, de color crema ocre, con pequefias escamas junto al pileo..
La trama de las ldminas careci6 de tonos rojizos en reactivo de Melzer. Existen similitudes
morfologicas entre el desarrollo ontogénico de L. laccata y H. mesophaeum en asociacion
ectomicorrizica con P. montezumae y P. greggii y el hongo saprobio Agaricus bisporus, el

cual ha sido universalmente caracterizado (Cuadro 3.2).
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Cuadro 3.2. Comparacion de etapas del desarrollo ontogénico de los hongos
ectomicorrizicos Laccaria laccata y Hebeloma mesophaeum con Agaricus bisporus
ampliamente estudiado.

Etapa de
desarrollo

Especie de hongo comestible

Agaricus bisporusy

Laccaria laccata$§

Hebeloma mesophaeum

Primordio vivo
1-3 mm en didmetro
(Primordio pequeo).

Primordio vivo
>3 mm en diametro
(Primordio grande).

Estipite bien definido y
pileo con velo.

Pileo con inicios de velo

roto y algunas laminas
expuestas.
Pileo con velo roto y

laminas semiexpuestas.

Pileo convexo y laminas

expuestas.

Pileo plano y laminas
completamente expuestas.

Agregado micelial (< 1 mm de
diametro) (Fig. 1.2a).

Primordio pequefio, de 2 mm
longitud, con la base del estipite
ancha y pileo indiferenciado (Fig.
1.2b).

Primordio grande, de 5 mm de
longitud, de color ligeramente
rosado, con inicios de formacion
del pileo (Fig. 1.2¢).

Esporoma color marrén claro,
elongacion del estipite con la base
ancha y pileo formado (Fig. 1.2d).

Esporoma inmaduro, con estipite
elongado y pileo hemisférico, con
laminas semiexpuestas (Fig. 1.2¢).

Esporoma joven, con
ensanchamiento del pileo
hemisférico, con laminas expuestas
y estipite carnoso semi fibrinoso

(Fig. 1.29).
Esporoma maduro, pileo aplanado
con laminas y lamélulas e inicio de

esporulacion (Fig. 1.2g).

Senescencia (Fig. 1.2h).

Agregado micelial (< 1 mm de
diametro) (Fig. 1.3a).

Primordio pequefio de 3 mm, con la
base del estipite ancha y el pileo aun
sin diferenciarse (Fig. 1.3b).

Primordio grande y con el pileo
globoso, con estipite y pileo
diferenciandose (Fig. 1.3c).

Estipite engrosado y pileo con velo
bien diferenciado (Fig. 1.3d).

Esporoma inmaduro, con el pileo con
inicios de velo roto y algunas
laminas expuestas (Fig. 1.3e).

Esporoma  joven, con pileo
hemisférico y laminas expuestas
(Fig. 1.3f).

Esporoma con estipite elongado,
pileo convexo y laminas expuestas

(Fig. 1.3g).

9: Segin Hammond y Nichols (1976); §: las etapas corresponden a las mostradas en la

Figura 1.2.
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Figura 3.2. Laccaria laccata a Agregado micelial. b Primordio pequefio. ¢ Primordio
grande. d Esporoma en etapa 3. e Esporoma inmaduro. f Esporoma joven. g
Esporoma maduro y esporada (recuadro). h Esporoma senescente. i Ectomicorrizas.
] Nuevas esporas. Barras ay b: Imm, ¢ y d: 3 mm, f-i: 1 cm. j: 30 um.
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Figura 3.3. Hebeloma mesophaeum. a Agregado micelial. b Primordio pequefio C
Esporoma en etapa 2, diferenciandose pileo (P) de estipite (E). d Esporoma
inmaduro e Esporoma joven f Esporoma con estipite elongado y un primordio (Pr)
al lado. g Laminas. h Ectomicorrizas con hifas emanantes. Barras ay g:1 mm; b, cy
d:0.5cm; e, fyh:1 cm.
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3.4.4. Identificacion de especies fungicas de indculo y esporomas

La identificaciéon de los hongos presentes en el indculo y de los esporomas obtenidos
después de la sintesis se realizd a través del andlisis de sus secuencias espaciadoras en
rRNA. Las secuencias de ADN cuando se utilizd Laccaria laccata como inoculo, se
compararon a través de un alineamiento multiple como se muestra en el Anexo 1. La
secuencia obtenida a partir del indculo de Laccaria mostro 98% de homologia con la cepa
de referencia L. laccata voucher SMI199 and L. laccata voucher IMP0036. Por otro lado,
los esporomas identificados y micelio obtenido de raices micorrizadas mostraron 100% de
homologia con la secuencia obtenida del inéculo, sugiriendo fuertemente que los
esporomas se formaron a partir de las esporas presentes en el inéculo. Un segundo grupo de
ITS fueron identificados como homologos a L. laccata voucher; esta evidencia
experimental sugiere la presencia de una mezcla de esporas de Laccaria en el indculo

inicial o una colonizacidn secundaria con esporas presentes en el ambiente.

La comparacion de ADN fue posteriormente utilizada para calcular un arbol de distancia
como se describié en materiales y métodos. El arbol calculado con 1000 repeticiones
mostro dos clados (Figura 3.4). En éste, se muestra la elevada homologia de los esporomas
obtenidos con los in6culos empleados. Un segundo clado muestra la similitud de secuencias

con ITS de Laccaria laccata también reportados en la base de datos.
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Figura 3.4. Arbol de distancia calculado usando el método UPMGA para secuencias de
Laccaria. Las distancias se calcularon con 1000 réplicas. El clado superior muestra
al inoculo con 100% de homologia con dos esporomas obtenidos posterior a la
inoculacion. El clado inferior agrupa tres accesiones de L. laccata con ocho
esporomas obtenidos.

Se empled el mismo enfoque experimental para comparar las secuencias de Hebeloma
presente en los hongos utilizados como inoculo con las secuencias obtenidas de micelio y
esporomas obtenidos posteriores a la inoculacion. En el Anexo 2 se observa la comparacion
de siete secuencias de esporomas e inoculo con las reportadas en la base de datos del
género Hebeloma. El ITS del in6culo mostro 100% de homologia con Hebeloma
mesophaeum AB211272, mientras que siete secuencias procedentes de esporomas
mostraron 100% de homologia con el indculo y la secuencia de referencia del Genbank.
Con esta comparacion, se calculd un arbol de distancia con 1000 repeticiones (Figura 3.5).

Como consecuencia de la homologia calculada, se resolvié un clado que agrupa al ITS del
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inoculo y los siete esporomas con la secuencia H. mesophaeum AB211272. Este hecho
sugiere fuertemente que los esporomas se generaron a partir de las esporas presentes en el
inéculo. Cuatro clados adicionales pueden distinguirse agrupando siete secuencias ITS ya

descritas para miembros del género Hebeloma.

1o00f H. albocolossum AY308583.1

1000 H. alpinum AY308584.1
— H. pusillum AB211274.1
992 H. velutipes AF430254.1

H. incarnatulum AF430291.1

923 H. ammophilum AY308585.1
1000 H. testaceum AY320395.1
1000t Hebeloma mesophaeum AB211272.1
1000/1000¢ Inoculum
1000t Hm 5

Hm7
1000 Hm 5
1088t Hm 4

Hm 3
1000 Hm 2
1000 Hm1

0.040

Figura 3.5. Arbol de distancia calculado usando el método UPMGA para Hebeloma. El
clado inferior agrupa al indculo con 100% de homologia con siete esporomas
obtenidos posterior a la inoculacion. En este clado esta H. mesophaeum AB211272.
Siete ITS de Hebeloma reportados se agrupan en cuatro clados distintos.

3.5. DISCUSION

En el caso de los hongos ectomicorrizicos comestibles se ha utilizado usualmente micelio
como inoculante de plantulas (Yamada et al. 2001a; 2001b; 2007; Ruiz-Diez et al. 2006).
En contraste, el uso de esporas y/o esporomas deshidratados, principalmente de Agaricales

y Boletales comestibles ectomicorrizicos, ha recibido menor atencion, a pesar de que se ha
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demostrado que las esporas tienen funciones criticas en el desarrollo de las poblaciones y
comunidades de los hongos ectomicorrizicos (Ishida et al., 2008). Las esporas de algunos
hongos ectomicorrizicos no comestibles, principalmente Gasteromycetes dentro de los
géneros Pisolithus, Scleroderma (Martin et al. 2003; Turjaman et al. 2005; Garcia-
Rodriguez et al. 2006) y Rhizopogon (Castellano et al. 1985; Bruns et al. 2009) han sido
usados exitosamente como fuentes de inodculo ectomicorrizico en plantas de los géneros

Eucalyptus, Pinus, Pseudotsuga, Quercus, Shorea, etc.

En nuestro caso se observd una clara preferencia en la formacion de esporomas de L.
laccata con P. montezumae, en comparacion con P. greggii, bajo las mismas condiciones
ambientales. Asi mismo, al parecer no existe una relacion entre el porcentaje de
micorrizacion y la formacion de esporomas; ya que cuando se inoculd L. laccata en forma
individual, con porcentajes de colonizacion mayores a 80% se formaron esporomas de este
hongo con ambas especies de pino, en inoculacion combinada con H. mesophaeum también
se observo esta relacion, sin embargo con un minimo de colonizacion de L. laccata (19%)
formo 9 esporomas de L. laccata. Estos resultados sugieren que se requieren altos
porcentajes de colonizacion ectomicorrizica para la produccion de esporomas (Ohta 1998;
Guerin-Laguette et al. 2000), aun y cuando esos porcentajes no sean Unicamente del
esporoma formado. Previamente, Godbout y Fortin (1990) sefialaron como una observacion
que L. bicolor formé mas esporomas con P. strobus que con P. taeda y Picea glauca;
ademads se ha mencionado también que no solo influye la especie de hospedero sino incluso
el clon vegetal (Last et al. 1984; Baum et al. 2009). P. montezumae es una especie que
existe en el area de influencia del mercado de Ozumba, lo cual no ocurre para P. greggii, el

cual esta ausente en esta area. Otra explicacion podria ser que P. greggii requiere de una
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mayor cantidad de fotoasimilados para la formacioén de esporomas (Godbout y Fortin 1990;

Ohta y Fujiwara 2003; Massicotte et al. 2005).

El periodo de formacion de esporomas de H. mesophaeum a los 13 meses después de la
inoculacion es comparable con el periodo de formacion de esporomas de Cantharellus
cibarius y Lactarius deliciosus en presencia de Pinus sylvestris (Danell y Camacho 1997,
Guerin-Laguette et al. 2000). Este periodo se puede prolongar hasta varios meses, como fue
el caso de tres especies del género Tricholoma con Pinus thunbergii ectomicorrizadas in
vitro con micelio de Tricholoma portentosum, T. saponaceum y T. terreum que formaron
esporomas maduros en promedio 25 meses después de iniciado el estudio (Yamada et al.
2007). Utilizando micelio de diferentes especies de hongos ectomicorrizicos, Yamada et al.
(2001a) observaron en Pinus densiflora, después de 5 meses, esporomas maduros de
Rhizopogon rubescens, Tricholoma portentosum, T. saponaceum y Lactarius akahatsu. El
tiempo para la obtencion de esporomas de Hebeloma y Laccaria en presencia de un
hospedero utilizando micelio proveniente de cultivo puro, es mucho menor que el
observado en el presente estudio, y puede variar desde mes y medio, como es el caso de H.
cylindrosporum con Pinus pinaster (Debaud y Gay 1987), hasta dos y seis meses, como en
H. sarcophyllum con Pinus virginiana y L. laccata con P. densiflora (Ohga y Iida 2001) y

L. bicolor con Pinus strobus (Godbout y Fortin 1990), respectivamente.

Se ha reportado la formacion de esporomas de hongos comestibles considerados
ectomicorrizicos en ausencia de hospederos; lo cual ha puesto de manifiesto que pueden
existir especies ectomicorrizicas facultativas. Dentro de estas especies se han incluido
Hebeloma radicosum (Ohta 1998), Boletus reticulatus (Yamanaka et al. 2000), Boletus sp.

(Ohta y Fujiwara 2003), Tylopilus castaneiceps (Kikuchi et al. 2009), Boletus edulis (Diaz
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et al. 2009) y Phlebopus portentosus (Sanmee et al. 2010). En el caso de los hongos
comestibles saprobios, los tiempos de formacién de esporomas suelen ser mas cortos, por
ejemplo Agaricus bisporusy Flammulina velutipes con un promedio de 21 dias (Noble et
al. 2003; Sakamoto 2010), o de hasta 10 dias para Pleurotus pulmonaris (Sanchez et al.

2006).

Un primordio de Agaricus bisporus lo definio Wood (1976) como una estructura mayor a 1
mm de didmetro compuesta por una densa malla de hifas con una superficie lisa,
visiblemente distinta de cordones o nudos de hifas, en el caso de los primordios de L.
laccata y H. mesophaeum, desde etapas muy tempranas, la superficie de los agregados
miceliales y de los primordios no fue lisa, sino mas bien algodonosa de color blanco en
ambas especies (Figs. 3.2a y 3.3a). En términos generales, la morfologia de los esporomas
maduros formados en invernadero fue similar a la encontrada en los esporomas silvestres
con los cuales se inoculo, para ambas especies de hongos. La principal diferencia entre los
esporomas maduros formados en invernadero y los silvestres utilizados como fuente de
in6culo fue el tamafio, dado que éstos tltimos fueron mayores. Los esporomas usados como
inoculo tenian pileos de hasta 5 y 6 cm de diametro en L. laccata y H. mesophaeum,
respectivamente. Una situacion similar, respecto al tamafio se registré para el largo y
diametro de los estipites, los cuales fueron de hasta 7.5 x 0.5 y 8 x 1.3 cm, para dichas
especies respectivamente. Sin embargo, en términos generales los esporomas maduros
registrados en invernadero presentaron el resto de las caracteristicas correspondientes a L.
laccata y H. mesophaeum segin Mueller (1997) y Arora (1979). Tal y como lo describio

Smith et al. (1983), las esporas de H. mesophaeum fueron amarillentas en Melzer.
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Debaud y Gay (1987) también observaron que los esporomas de H. cylindrosporum
asociados con P. pinaster fueron de menor tamafio que los encontrados en condiciones
naturales. Una razén que podria explicar el menor tamano de los esporomas en los
contenedores podria ser un abastecimiento reducido de nutrimentos y de agua, tal y como lo
sefialaron Godbout y Fortin (1990) y Kikuchi et al. (2009). Se ha registrado previamente
que los factores que influyen en la formacion de esporomas de hongos ectomicorrizicos
comestibles asociados con sus hospederos vegetales son principalmente la temperatura, el
régimen de fertilizacion (Debaud y Gay 1987; Godbout y Fortin 1990), la humedad
relativa (Yamada et al. 2007) asi como la aportacion de carbohidratos o incluso los

impulsos eléctricos (Ohga y Iida 2001).

Los primordios de H. mesophaeum que se obtuvieron en este experimento se desarrollaron
también en la base del cepellon, cerca de los orificios de drenaje del contenedor, como
sucedio con C. cibarius inoculado en P. sylvestris (Danell y Camacho 1997), y con algunos
primordios de L. bicolor (Godbout y Fortin 1990), donde los esporomas no presentaron
gravitropismo, pues sus estipites permanecieron rectos en todos los casos; caso contrario al

hongo comestible mas popular del mundo Pleurotus ostreatus (Miyazaki et al. 2010).

L. laccata y H. mesophaeum son especies de hongos que se venden y consumen
tradicionalmente en diversas regiones de México (Montoya et al. 2003; Pérez-Moreno €t al.
2008; Estrada-Martinez et al. 2009). A pesar de que en términos generales las especies de
Hebeloma son consideradas toxicas a nivel internacional (Arora 1979; Valenzuela et al.
1996; Bonet et al. 2004), en México se ha podido constatar que por lo menos las especies
de H. alpinum, H. leucosarx y H. mesophaeum son comestibles. Las especies estudiadas

tienen un gran potencial para su uso en invernadero, dado que poseen caracteristicas tales
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como: i) ser especies pioneras (Obase et al. 2009); ii) desarrollarse en sitios con bajas
cantidades de nutrimentos (Trocha et al. 2007); iii) ser especies registradas abundantemente
en plantaciones (Barroctavena et al. 2005) y en invernadero (Barroetavena et al. 2005;
Rincon et al. 2007); iv) tener capacidad de formar banco de abundantes esporas (Ishida et
al. 2008); y v) en México, al ser comestibles, es relativamente facil el acceder a grandes
cantidades por su amplia y comercializacion en el area de estudio (Pérez-Moreno et al.,
2008) y en otras areas del centro de México (Montoya et al. 2008). Los esporomas
deshidratados y molidos de L. laccata y H. mesophaeum demostraron su eficacia capacidad
de micorrizar plantas en estadios juveniles de P. greggii y P. montezumae en invernadero a
una tasa de 10° a 10”, ademas de que formaron esporomas de ambas especies de hongos,
248 dias de la inoculacion. Los esporomas fueron capaces de formar esporas y completar su
ciclo de vida en las condiciones experimentales estudiadas. El uso de inoculo a base de
esporomas deshidratados y molidos presentan la ventaja de ser una técnica simple y
econdmica, en relaciéon al inoculo con micelio vegetativo. Ademds existe una gran
diversidad genética potencial debido a la alta concentracion de esporas con cantidad
variable que va de 10° a 107, que podria representar una ventaja para las plantas por la
diversidad de funciones benéficas para los hospederos que se ha demostrado en otros
estudios, dentro de los cuales se incluye: 1) importancia en translocacion nutrimental
(Pérez-Moreno y Read 2000, 2001a, b; Finlay 2004; Zadworny et al. 2008), ii) potencial
para el control de patégenos (Branzanti et al. 1999; Martin-Pinto et al. 2006; Machoén et al.
2009), iii) resistencia a hospederos en condiciones adversas como presencia de metales
pesados (Krpata et al. 2008) o sequia (Lehto et al. 2008). A pesar de que los resultados del
presente trabajo son indicadores del potencial de uso de las especies fungicas estudiadas

son necesarias mas investigaciones relacionadas con otras especies de pinos, dado que en el
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pais se conocen 72 taxa de Pinusy 150 especies de Quercus (Rzedowski 1978; Valencia
2004), aunado a las mas de 100 especies de hongos silvestres comestibles que establecen

relaciones simbidticas ectomicorrizicas (Villarreal y Pérez-Moreno 1989).

3.6. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio sugieren que bajo las mismas condiciones ambientales la
planta hospedera puede ejercer una influencia en la formacion de esporomas. Se observo
una mayor frecuencia (2.9 veces mayor) de formacion de esporomas de L. laccata en P.
montezumae que en P. greggii. En el caso de H. mesophaeum solo se registraron dos
esporomas asociados con P. greggii. Cuando se inoculd exclusivamente con una sola
especie de hongo se registraron altos porcentajes de colonizacion, superiores a 75%,
asociados con la formacion de esporomas de Laccaria y de Hebeloma. La aparicion de los
primeros esporomas ocurrio a los 284 y 392 dias después de la inoculacion para Laccariay
Hebeloma, respectivamente, mucho después de lo que se ha reportado en estudios que
utilizan micelio como fuente de inéculo. Existieron similitudes morfologicas entre el
desarrollo ontogénico de estos hongos en asociacion ectomicorrizica con pinos y el hongo

saprobio Agaricus bisporus universalmente caracterizado.
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CAPITULO IV

Crecimiento y contenido nutrimental de Pinus greggii Engelm. inoculado con € hongo
comestible ectomicorrizico Hebeloma mesophaeum s. |.

4.1. RESUMEN

Debido a que la ectomicorriza es una simbiosis de gran importancia para el funcionamiento
de los bosques, la inoculacion micorrizica tiene una gran importancia en México. En el pais
hay més de 100 especies de hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos con potencial de
uso como inoculantes. Se evaluo el efecto de la inoculacion con el hongo comestible
ectomicorrizico Hebeloma mesophaeum s.l. en el crecimiento y contenido de macro y
micronutrimentos en plantas de Pinus greggi en vivero. El peso seco de la parte aérea y,
raiz, asi como la altura y el didmetro del tallo fueron mayores en las plantas inoculadas, con
respecto a las plantas no inoculadas. El contenido de todos los nutrimentos evaluados fue
mayor en las plantas inoculadas con respecto a las no inoculadas. El contenido de P y Mg
en la parte aérea de la planta fue 6.7 y 6.9, veces mayor, respectivamente en las plantas
inoculadas, comparadas con las no inoculadas. Ademas, H. mesophaeum ocasiono una alta
eficiencia en la translocacion de P y Mg a la parte aérea. Se registrd un alto porcentaje de
micorrizacion (79.5%), de la cual méas de la mitad se observo en la parte media del
cepellon. La inoculacion con H. mesophaeum tiene entonces un gran potencial de uso en la

produccion de plantas de P. greggii en invernadero.

Palabr as clave: macronutrimentos, pinos, hongos silvestres comestibles, esporomas.
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4.2. INTRODUCCION

La micorriza es una de las simbiosis de mayor importancia en la estructura y
funcionamiento de los ecosistemas terrestres. Especificamente las ectomicorrizas son un
componente de enorme importancia ecofisiologica para el mantenimiento de los
ecosistemas forestales. Al incrementar el area de absorcion de las raices, los hongos
ectomicorrizicos originan un efecto benéfico en las plantas asociadas al aumentar la
absorcion de nutrimentos, principalmente N y P; en retribucion, los hongos reciben C de
ellas (Read y Pérez-Moreno, 2003). Adicionalmente, las ectomicorrizas son de considerable
interés dado que algunos de los Basidiomycota y Ascomycota que las forman producen
esporomas comestibles. Dichos hongos constituyen un recurso forestal no maderable de
enorme importancia a nivel internacional para la conservacion forestal, ya que son una
fuente alimenticia o una alternativa de ingreso econdmico para las comunidades locales. En
el caso especifico de México se conocen mas de 200 especies de hongos silvestres
comestibles, de las cuales alrededor de 50% establecen ectomicorrizas con arboles de

importancia forestal (Villarreal y Pérez-Moreno, 1989).

Actualmente, la produccion de inoculantes basados en hongos ectomicorrizicos ha cobrado
una enorme importancia en los paises con tradicion forestal. En paises como México, este
tipo de acercamiento ha recibido escasa atencidn, a pesar de su enorme potencial. Por lo
que es necesaria la generacion de conocimientos vinculados con la utilizacion de hongos
ectomicorrizicos nativos con plantas de interés forestal. Pinus greggii Engelm es una
especie forestal de gran importancia en los programas de reforestacion del pais (Ramirez-
Herrera et al. 2005). Por su parte, Hebeloma mesophaeum s.I. (Pers.) Quél., es un hongo

ectomicorrizico que tiene una gran importancia como especie comestible en diversas partes
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del centro de México (Pérez-Moreno et al. 2008). La hipdtesis a evaluar en el presente
trabajo fue que la inoculacién del hongo comestible ectomicorrizico H. mesophaeum
coloniza las raices de P. greggii y, como consecuencia, incrementa su crecimiento y su

contenido de N, P, K, Ca y Mg, tanto en su parte aérea como en su raiz.

4.3. MATERIALESY METODOS
4.3.1. Material vegetal einéculo

Las semillas de P. greggii utilizadas fueron superficialmente esterilizadas antes de la
siembra, empleando H>O; al 30 %. Los esporomas utilizados para el indculo procedian del
mercado de Ozumba, estado de México (Fig. 4.1a). La preparacion del indculo consistié en
cortar los pileos de los estipites de H. mesophaeum, deshidratarlos a 35 °C y molerlos.
Posteriormente los pileos molidos se tamizaron, empleando una malla de 1.19 mm (Duvesa,
Meéxico, D.F.), para homogeneizar el tamafio de las particulas. El in6culo asi obtenido se

almaceno a 5 °C hasta que fue empleado.

4.3.2. Montaje del experimentoy evaluacién de variables

El sustrato utilizado consistiéo en una mezcla de arena, corteza y suelo en una proporcion
2:2:1, misma que fue esterilizada con vapor de agua a 1.3 kg/cm® y 125 °C durante 5 h.
Posteriormente el sustrato se transfiri6 a tubetes de plastico negro de 140 mL. Cada planta
se inoculd con 107 a 10* esporas de H. mesophaeum. Aplicandose a una profundidad de 3
cm de la parte superior del tubete y la semilla fue colocada a una profundidad de 1.0 cm.
Las plantas permanecieron en el invernadero desde la siembra hasta 421 dias después de la
inoculacion. Se regaron cada tercer dia con agua purificada. Durante la cosecha del
experimento se midio la altura y el diametro del tallo en todas las plantas. Se seleccionaron

al azar 10 plantas inoculadas con H. mesophaeum y 10 plantas sin inocular para evaluar el
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peso seco de la raiz y el peso de la parte aérea. Todas las muestras se secaron a 70 °C por

48 horas y se pesaron (Balanza Ohaus, Montana, USA).

4.3.3. Caracterizacion macroy micromorfologica de la ectomicorriza

Para evaluar el porcentaje de micorrizacion se seleccionaron al azar 3 plantas inoculadas y
3 plantas sin inocular. Posteriormente se extrajeron de los tubetes los cepellones de dichas
plantas y la parte radical se lavo bajo un chorro de agua con baja presion, empleando tres
tamices de 1.19, 0.180 y 0.0850 mm en didmetros de abertura (Duvesa y FIICSA, México,
D.F.), para evitar la pérdida del menor nimero de raices cortas. Para evaluar las raices
micorrizadas o sin micorrizar, vivas y muertas se utilizd6 un microscopio estereoscopico
(American Optical 570, California, USA). Se contaron todas las raices cortas del cepellon y
se efectuaron cortes para su analisis micromorfologico, para detectar las estructuras
diagnosticas de la ectomicorriza: manto, red de Hartig y micelio externo (Agerer, 1994) y

se fotografiaron empleando un microscopio Olympus de campo claro Mod. BX51.

4.3.4. Andlisis nutrimental delas plantas

El andlisis de nutrimentos se realizd en las mismas plantas utilizadas para evaluar el peso
seco a cada planta por separado, siendo analizados los siguientes elementos: (1) N por
medio de digestion himeda con acido sulfurico (Bremner, 1965), (2) P Olsen (fosforo
disponible) mediante extraccion con NaHCO3 0.5 M pH 8.5 y determinacion colorimétrica
a través de la formacion del complejo de azul de molibdeno (Olsen et al., 1954), (3) K
mediante extraccion con acetato de amonio (NH4OAc) IN pH 7 por fotometria de llama,

(4) Cay (5) Mg mediante determinacion por espectrofotometria de absorcion atomica.
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4.3.5. Andlisis estadistico

El disefio experimental fue en bloques al azar, con 2 tratamientos (plantas inoculadas con
H. mesophaeum y plantas no inoculadas) cada uno con 60 plantas. Los datos de porcentaje
de colonizacion ectomicorrizica fueron transformados a (%colonizacion + 0.05)%2 previo a
su analisis, siguiendo los procedimientos de Alves et al. (2010). Para todas las variables se
realizé un andlisis de varianza mediante PROC GLM, y se compararon las medias con la

prueba de Tukey (p<0.05) empleando el Programa SAS version 8 (SAS Institute, 1999).

4.4. RESULTADOSY DISCUSION
4.4.1. Crecimiento vegetal

El peso seco total de las plantas inoculadas fue 2.9 veces mayor (p<0.05) que el de las no
inoculadas. Un efecto similar se observo en el caso de la altura de las plantas y el didmetro
del tallo (Fig. 4.1b). Es importante notar que la relacién parte aérea:raiz no se modifico,
mientras que la relacion altura: didmetro si tuvo cambios, 11.77 versus 7.19 en plantas
inoculadas y no inoculadas, respectivamente (Cuadro 4.1). Efectos benéficos, en términos
de la produccion de biomasa de pinos, han sido reportados previamente como consecuencia
de la inoculacion con hongos ectomicorrizicos (Dominguez €t al., 2004; Dufabeitia et al.,

2004; Christophe et al., 2010).

4.4.2. Colonizacidon micorrizica

La colonizacion micorrizica solo se observd en plantas inoculadas y ésta fue alta (79.5%)

(Cuadro 4.1). Altos porcentajes de hasta 80% de micorrizacion se han registrado en plantas
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Cuadro 4.1. Peso seco, altura y diametro del tallo en plantas de Pinus greggii inoculadas o
no con Hebeloma mesophaeum 421 dias después de la inoculacion.

Tratamiento Peso seco Alturadelas Diametrode
Parte aérea Raiz Total plantas tallo
g cm mm
Plantas inoculadas 2.68+0.98 a 2.11+0.53a 478 +£0.86 a 26.74+4.13 a 227+027a
Plantas no inoculadas 092+0.57b 0.71+0.37b 1.63+090b 11.15+1.81b 1.55+£0.20b

Los datos mostrados son promedios = desviacion estandar. n=10 para peso seco y n=60
para altura y didmetro del tallo.Valores en la misma columna con la misma letra son iguales
segun Tukey (P<0.05).

de pino inoculadas con hongos ectomicorrizicos de los géneros Tuber, Rhizopogon y
Suillus (Parladé et al., 1996; Dunabeitia et al., 2004) y valores bajos de 18 a 22% con H.
mesophaeum en Betula pendula han sido registrados por Trocha et al. (2007). En el caso de
las plantas inoculadas en este trabajo, se observo un mayor (P<0.05) porcentaje de raices
cortas micorrizadas en la parte central del cepellon. Este porcentaje fue 1.6 y 3.0 veces
mayor, comparado con la parte superior ¢ inferior del cepellon, respectivamente (Cuadro
4.2). Se observd una mayor dinamica de renovacion de raices finas en las plantas
inoculadas. Como consecuencia, se registro un mayor porcentaje de raices cortas muertas
en el caso de las plantas inoculadas (16.7%) comparado con el de las plantas no inoculadas
(1.7%). Sin embargo, una alta proporcion de las raices cortas muertas en las plantas

inoculadas correspondieron a raices no micorrizadas (10.6%).

Las ramificaciones de las micorrizas de H. mesophaeum fueron simples o dicotomicas, de 2
a 3 mm de longitud y 0.5 mm de didmetro, la forma de las terminaciones fue recta y

cilindrica en la punta, de color café y en algunas partes blanca (Fig. 4.ley f), no se
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Cuadro 4.2. Porcentaje de raices cortas micorrizadas y no micorrizadas, vivas y muertas en
plantas de Pinus greggii inoculadas o no con Hebeloma mesophaeum en 3 areas del
cepellon 421 dias después de la inoculacion.

Tratamientos Vivas Muertas
Micorrizadas No Micorrizadas Micorrizadas No Micorrizadas

%

Plantas inoculadas

Parte superior cepellon g 25.7b 1.5a 25a 50a
Parte media cepellon 40.5a 1.7 a 1.8a 3.1a
Parte inferior del cepellon 133¢ 0.6 a 1.8a 25a
Total 79.5 3.8 6.1 10.6

Plantas no inoculadas

Parte superior cepellon 0.0 21.0a 0.0 0.5a
Parte media cepellon 0.0 452 a 0.0 04a
Parte inferior del cepellon 0.0 32.1a 0.0 0.8a
Total 0.0 98.3 0.0 1.7

Valores en la misma columna, con la misma letra, para cada categoria de planta, son iguales
segun Tukey (P<0.05), n=3. q = las partes del cepellon se refieren a la profundidad del
cepelldn a partir del cuello de la raiz de la planta; superior= 0 a 5 cm, media = 5.1 a 10 cm
e inferior=10.1 a 15 cm.

observaron rizomorfos. La base de la ectomicorriza fue de 1 a2 mm y el &pice de 0.5 a 1.4
mm con hifas emanantes abundantes de color blanco a lo largo de todas las raices
ectomicorrizadas (Fig. 4.1c y d). El manto fue plectenquimatoso, sin un arreglo especifico.
Estas caracteristicas morfoldgicas son similares a las reportadas por Deemy (2008). A pesar
de que esta es una caracterizacion morfoldgica seminal, es necesario una detallada

caracterizacion morfoanatémica mas profunda.

4.4.3. Contenido nutrimental

El contenido de todos los macro y micronutrimentos evaluados fue mayor (P < 0.05) en las
plantas inoculadas en comparacioén con las no inoculadas (Cuadro 4.3). En el caso del N,
los incrementos observados son de gran significancia ecofisiologica, debido a que es un

elemento limitante en los ecosistemas forestales. El contenido de N en la parte aérea y
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radical fue 2.1 y 2.6 veces mayor en las plantas inoculadas en comparacion con las plantas
no inoculadas. Esto concuerda con reportes previos que han registrado el incremento del
contenido de N en plantas inoculadas con Hebeloma (Tibbet y Sanders, 2002) o con otros
hongos ectomicorrizicos (Colpaert et al., 1996; Turjaman et al., 2006; Paul et al., 2007). En
Hebeloma se han identificado transportadores del amonio (la fuente preferida de N por los
microorganismos) y enzimas que lo metabolizan como la glutamina sintetasa y el glutamato
deshidrogenasa (Javelle et al., 2003).

Cuadro 4.3. Contenido nutrimental en plantas de Pinus greggii inoculadas o no con

Hebeloma mesophaeum 421 dias después de la inoculacion.
Contenido nutrimental

Partedela planta N P K Ca Mg
g
Aérea
Plantas inoculadas 21.61a 0.60a 10.61a 5.15a 3.82a
Plantas no inoculadas 10.09b 0.09b 3.94b 2.29b 0.55b
Radical
Plantas inoculadas 13.04a 0.56a 0.88a 8.34a 1.93a
Plantas no inoculadas 4.92b 0.12b 0.61b 2.61b 0.54b
Total
Plantas inoculadas 34.65a 1.16a 11.48a 13.49a 5.75a
Plantas no inoculadas 15.01b 0.21b 4.55b 491b 1.09b
relacion
Relacion parte aérea : raiz
Plantas inoculadas 1.66 1.07 12.06 0.62 1.98
Plantas no inoculadas 2.05 0.75 6.46 0.88 1.02

Valores en la misma columna con la misma letra son iguales segin Tukey (P<0.05). n=10.

En el caso del P, Mg y K, el contenido total fue 5.5, 5.2 y 2.5 veces mayor (p<0.05) en las
plantas inoculadas en comparacion con las plantas no inoculadas, respectivamente (Cuadro
4.3). Se ha demostrado que el micelio externo ectomicorrizico tiene un importante papel
activo en la adquisicion de P, inorgéanico y organico, a partir de fuentes no accesibles a la

raiz (Pérez-Moreno y Read, 2000). Recientemente Louche et al. (2010), demostraron que
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Hebeloma libera fosfatasas acidas, lo cual facilita la translocacion de los ortofosfatos. Por
otra parte, la translocacion de Mg y K, ha sido escasamente estudiada para muchos hongos
ectomicorrizicos. Sin embargo, se ha demostrado que especies como Paxillus involutus o
Scleroderma bermudense son importantes en la translocacion de dichos nutrimentos,
respectivamente (Jentscke et al., 2000; 2001; Bandou et al., 2006). La deficiencia de Mgy
K ha sido reportada previamente en bosques centrales de Europa por Ubel y Heinsdorf
(1997) y Jentscke et al. (2000). La relacion parte aérea:raiz del contenido de P y Mg, fue
1.6 y 1.8 veces, respectivamente, mayor en plantas inoculadas respecto a las no inoculadas.
Este ultimo dato es un indicador de la alta eficiencia de H. mesophaeum no solo para tomar
del suelo estos nutrimentos, sino para movilizarlos hacia la parte aérea de las plantas
inoculadas. Jentschke et al. (2001) demostraron que existe una fuerte interdependencia
entre los flujos de N, K y Mg y la translocacion de P dentro de las células del micelio
ectomicorrizico. Esto se debe a que los fosfatos movilizados por el micelio externo de los
hongos ectomicorrizicos usualmente se incorporan en las vacuolas fingicas como
polifosfatos, los cuales se encuentran fuertemente cargados negativamente. Esto origina un
desbalance electronico en las células fungicas que facilita el flujo de cationes tales como
K, Mg2+, Ca’" 0 aminoécidos basicos como la arginina. Se ha demostrado, ademas una

asociacion vacuolar de P con K y Mg, pero no con Ca (Bucking y Heyser, 1999).

En el presente trabajo se observo la formacion de esporomas de H. mesophaeum (Fig.
4.1g), 392 dias después de la inoculacion. Diversos estudios han reportado la produccion de
esporomas de hongos comestibles ectomicorrizicos tales como Cantharellus cibarius, L.
laccata, Hebeloma cylindrosporum y H. sarcophyllum (Debaud y Gay 1987; Danell y

Camacho 1997; Wang y Hall, 2004)
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4.5. CONCLUSIONES

Las plantas inoculadas presentaron conspicuos incrementos en biomasa de la parte aérea,
raiz y contenido de N, P, K, Ca y Mg, con respecto a las plantas no inoculadas. H.
mesophaeum fue particularmente eficiente en la movilizacion de P y Mg a la parte aérea de
las plantas de P. greggii inoculadas. Se registrd un alto porcentaje de colonizacion por H.
mesophaeum, la mayoria de la cual se observo en la parte central del cepellon. Se observo
la formacion de esporomas del hongo inoculado 392 dias después de la inoculacion. Debido
a los altos porcentajes de micorrizacion y al efecto benéfico registrado se considera que el
hongo comestible ectomicorrizico H. mesophaeum tiene potencial de utilizacion en

programas de inoculacion de P. greggii bajo condiciones en vivero.

55



Hebeloma
mesophaeum

Figura 4.1. Hebeloma mesophaeum (Hm) y Pinus greggii (Pg). a Venta del hongo
comestible Hm en el mercado de Ozumba, México. b Efecto de la inoculacidon de
Hm en el crecimiento de Pg, plantas inoculadas (izquierda) o no (derecha). c, d
Plantas micorrizadas mostrando el abundante micelio externo de Hm. e, f
Morfologia de la raiz ectomicorrizada de Pg con Hm. g Esporoma maduro de Hm
asociado con las raices de Pg. Barrasbyc4cm,dyglcm,ey f1 mm.
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CAPITULOV

Micorrizacion, crecimiento y transferencia de nutrimentos en Pinus greggii Engelm y
P. montezumae L amb. inoculados con tres hongos comestibles, solos o combinados, en
inver nader o

5.1. RESUMEN

Las ectomicorrizas incrementan la translocacion de nutrimentos del suelo a sus plantas
asociadas. Algunos de estos nutrimentos no estan disponibles en forma directa para las
plantas hospederas, sin embargo cuando éstas estdn asociadas a los hongos micorrizicos,
debido a la mayor area de exploracion del micelio y las enzimas que poseen las hifas, se
incrementa la translocacion de nutrimentos minerales y organicos hacia las plantas
asociadas. En este capitulo se reporta que, en términos generales, el contenido total de N, P,
K, Ca y Mg, fue significativamente superior en plantas de P. greggii y P. montezumae
inoculadas respecto a las plantas sin inocular, independientemente de si las plantas fueron
inoculadas solas o combinadas con L. laccata s.l., H. mesophaeum s.|. y B. edulis s.l. El
porcentaje de raices micorrizadas vivas de L. laccata y H. mesophaeum fue superior en el
area media (5.1 a 10 cm de profundidad), en comparacion con el area superior e inferior del
cepellon, en ambas especies de pinos. Existid una conspicua colonizacion micorrizica en el
caso de L. laccata y H. mesophaeum tanto en P. greggii como en P. montezumae. En
contraste la colonizacion con Boletus edulis fue muy reducida de 3.7 y 0.1%,
respectivamente. La eficiencia de translocacion de P y Mg a la parte aérea dependio de la

planta hospedera mas que de la especie fingica inoculada.

Palabr as clave: interaccion nutrimental, P, Mg, pinos, colonizacion micorrizica
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5.2. INTRODUCCION

Una de las relaciones mas importantes entre plantas y microorganismos es la micorriza. La
simbiosis ectomicorrizica es un mutualismo que se establece entre especies de plantas
principalmente arboles (angiospermas y gimnospermas) y hongos, principalmente
Basidiomycetes y Ascomycetes (Smith y Read, 2008). Se ha demostrado que la inoculacion
con hongos ectomicorrizicos origina beneficios a diversas especies de plantas de interés
forestal. Actualmente, uno de los criterios de seleccion de los hongos a emplearse para
inocular arboles es su comestibilidad. A nivel mundial, existen mas de 1,100 especies de
hongos silvestres comestibles (Boa, 2004) y México es uno de los paises con mayor
biodiversidad de hongos silvestres comestibles en el mundo, debido a que se tienen
registrados mas de 200 especies de hongos silvestres comestibles (Villarreal y Pérez-
Moreno, 1989). A nivel mundial se conocen alrededor de 200 especies de hongos
comestibles ectomicorrizicos que estan ampliamente distribuidos (Wang y Hall, 2004). Se
ha estimado, que 10 a 15% de la produccion total de los fotosintatos de los plantas
asociadas de ecosistemas templados es transferido a los simbiontes fungicos (Vogt €t al.,
1991); y que las hifas externas proporcionan hasta 80% del P y 25% del N requeridos por la
planta (Sylvia, 1999). A nivel mundial se han realizado diversos estudios en la
translocacion de nutrientes por los hongos ectomicorrizicos, principalmente en los casos de
Ny P (Smith y Read, 2008). Sin embargo, existe poca informacion con otros nutrimentos
minerales, como por ejemplo Ca y Mg (Marschner y Dell, 1994; Jentschke et al., 2000). El
objetivo del presente trabajo fue evaluar en invernadero el efecto simple o combinado de la
inoculacion de Laccaria laccata s.l., Hebeloma mesophaeum s.l. y Boletus edulis s. |., en el
crecimiento y contenido nutrimental (N, P, K, Ca y Mg) de Pinus greggii y P. montezumae,

para determinar si existia una mayor colonizacion por Laccaria laccata y Hebeloma
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mesophaeum en comparacion con Boletus edulis tanto en Pinus greggii como en P.
montezumae y si la inoculacion, sola o combinada, de L. laccata, H. mesophaeum y B.
edulis, incrementaba el crecimiento y contenido nutrimental de Pinus greggii y P.

montezumae, con énfasis en la translocacion de Ca y Mg.

5.3. MATERIALESY METODOS

5.3.1. Material biolégico y condiciones de crecimiento

Esta investigacion se realizo en un invernadero del Colegio de Postgraduados, Montecillo,
Texcoco, estado de México. Para este trabajo se seleccionaron dos especies de pino de gran
importancia ecoldgica y econdémica en México: Pinus montezumae Lamb y P. greggii
Engelm. ex Parl. ampliamente utilizadas en programas de reforestacion para recuperar
suelos degradados en diferentes partes del pais. P. montezumae se distribuye sobre la Sierra
Madre Oriental, Sierra Madre del Sur y Sierra Madre de Chiapas hasta Guatemala. Esta
especie presenta una estrategia de crecimiento llamada “grass stage” o cespitosa. Mediante
esta estrategia durante los primeros afos los arboles jovenes crecen muy lentamente,
generalmente de 15 a 30 cm. Este grueso y denso crecimiento de las hojas formado a nivel
del suelo aparentemente protege al joven tallo del dafio de los incendios. Adicionalmente,
es una especie muy resistente a heladas y condiciones de alta montafia (CONAFOR, 2010).
P. greggii se distribuye sobre la Sierra Madre Oriental; en ensayos de plantaciones ha
demostrado altas tasas de crecimiento en altura y didmetro y una amplia capacidad para
adaptarse a diferentes condiciones ambientales, especialmente en terrenos degradados y con
problemas de sequia (Lopez-Upton et al., 2004; Ramirez-Herrera et al., 2005). El

tratamiento a las semillas fue el mismo que el sefialado en el capitulo anterior.
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5.3.2. Preparacion deinoculantes.

Como resultado de estudios previos efectuados en el Parque Nacional Izta-Popo-Zoquiapan
(ubicado en la parte central de México entre 18° 59" y 19° 16" 25" Ny 98° 34" 54"" y 98°
16" 25" W), con bosques de Abiesreligiosa, Pinus hartwegii, P. montezumae y P. patula,
se seleccionaron tres especies de hongos ectomicorrizicos comestibles con potencial para
inocular especies utiles para reforestacion en México. Estos fueron Hebeloma mesophaeum,
Laccaria laccata y Boletus edulis. Las especies de los géneros Hebeloma y Laccaria, tienen
un alto potencial para ser usadas en programas de inoculacion de plantas de vivero debido a
que se asocian con una amplia gama de hospederos, incluyendo las especies del genero
Pinus. Las especies de los géneros Hebeloma y Laccaria son pioneras que pueden colonizar
eficientemente a las plantulas y son relativamente faciles de aislar (Santiago-Martinez et
al., 2003; Marmeeisse €t al., 1999). Boletus edulis Bull. ex Fr. sensu stricto, B. aereus Bull. ex

Fr, B. aestivalis Fr., B. pinophilus Pilfit et Dermek y B. reticulatus Boud. son un grupo de hongos
ectomicorrizicos comestibles y que con frecuencia se agrupan como B. edulis sensu lato (Hall et al.,

1998). Boletus edulis s.l. es un hongo comestible muy popular en Europa, Norte América y
Asia. Los esporomas de B. edulis tienen un sabor fuerte y diferente de otros hongos; su
sabor se mantiene o se incrementa después de secarse o cocinarse a altas temperaturas; lo
que provoca una gran demanda para sopas y guisos. En Europa, Norte América y Asia,
miles de toneladas son consumidas cada afio. B. edulis es usado también como medicina en
China (Hall et al., 1998). Dentro de los criterios considerados en la seleccion de hongos en
el presente trabajo se encontraron ademas: i) abundancia de esporomas, ii) costo en el
mercado; y iii) facilidad de producir inoculante a partir de pileos molidos. Durante afios

anteriores se realizaron exploraciones en varios mercados y zonas forestales del centro de
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México: “La Merced”, “Jamaica” y “Central de Abastos” en la ciudad de México;
“Texcoco”, “Netzahualcoyotl”, “Ozumba”, “Amecameca”, “Chalco”, “San Rafael” y
“Colonia Avila Camacho” en el estado de México; “San Martin Texmelucan” en el estado
de Puebla y “Tetela del Volcan” en el estado de Puebla; donde se observo que algunos de
ellos son centros de acopio nacionales, regionales o locales, como es el caso del mercado de
Ozumba, donde se comercializan hongos comestibles de los bosques aledafios a esta region.
Todos los cuerpos fructiferos utilizados en esta investigacion se compraron en el mercado
de Ozumba, estado de México. Los inoculantes de los hongos ectomicorrizicos fueron
preparados en el Laboratorio de Microbiologia, del Programa de Edafologia, del Colegio

de Postgraduados, tal y como se describe en el capitulo anterior.
5.3.3. Inoculacion de plantas

El sustrato utilizado y el tamafio de envases se describen en el capitulo anterior. Se utilizd
1.0 g de inoculo por planta para H. mesophaeum y L. laccata y 0.5 g de B. edulis ,
dependiendo del tratamiento. En todos los casos las plantas fueron inoculadas con al menos
10" a 10® esporas. Para el caso de Boletus se utilizo una menor cantidad de inoculo debido a
que el inoculante consistia exclusivamente en himenio y a que éste es facilmente separable
del contexto del pileo, lo cual no ocurri6 para las otras especies. El experimento fue

mantenido en invernadero durante 421 dias.
5.3.4. Disefio experimental, variablesy analisis estadistico

El disefio experimental fue en bloques al azar. La unidad experimental consistié de 20
plantas, con tres repeticiones cada una. Se tuvieron 8§ tratamientos para cada especie de

pino: 1. Laccaria laccata (L1), 2. Hebeloma mesophaeum (Hm), 3. Boletus edulis (Be), 4.
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Laccaria laccata + Hebeloma mesophaeum (L1 +Hm), 5. Laccaria laccata + Boletus edulis
(L1+Be), 6. Hebeloma mesophaeum + Boletus edulis (Hm+Be), 7. Laccaria laccata +
Hebeloma mesophaeum + Boletus edulis (LI+Hm+Be) y 8. Testigo sin inocular (T). En
total el experimento consistio de 480 plantas para cada especie de pino (Pinus greggii y P.
montezumae), lo cual origind 960 plantas. La evaluacion de variables, la caracterizacion
macro y micromorfologica de la ectomicorriza, el analisis nutrimental de las plantas y el

analisis estadistico se efectuo tal y como se describe en el capitulo anterior.

5.4. RESULTADOS Y DISCUSION
5.4.1. Crecimiento vegetal

Se observo en todas las variables evaluadas (altura, didmetro, peso seco aéreo y radical),
un crecimiento significativamente superior en las plantas inoculadas respecto a las plantas
no inoculadas para ambas especies de pino independientemente de la especie de hongo
inoculado (Cuadro 5.1). El numero total de raices en promedio por planta varidé de 1176 en
el testigo, a 8563 en Hm + Be en P. greggii y de 1009 en el testigo a 8370 en el tratamiento
de inoculacion combinada con L1 + Be en P. montezumae (Fig. 5.1). En general el nimero
de raices cortas totales para P. greggii y P. montezumae fue mayor en las plantas
inoculadas con respecto a las no inoculadas. En el caso de P. montezumae, el numero de
raices cortas totales fue significativamente mayor en los tratamientos donde se realizd la
inoculacién combinada con respecto a los tratamientos donde solo se inoculd una especie,

con la excepcion del tratamiento de coinoculacion L. laccata con H. mesophaeum (Fig. 5.1)
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Figura 5.1. Numero de raices cortas totales de Pinus greggii y Pinus montezumae, 421 dias
después de la inoculacion con 3 especies de hongos comestibles ectomicorrizicos de
los géneros Laccaria, Hebeloma y Boletus, solos o combinados. T=Testigo; LI=L.
laccata; Hm=H. mesophaeum y Be=B. edulis. Valores en la misma columna, para cada
especie de pino, con la misma letra son iguales segun Tukey (P<0.05). n=3.

En términos generales se observd un mayor crecimiento en las plantas inoculadas,
especialmente en las plantas donde existid coinoculacion. Sudhakara y Natarajan (1997)
inocularon plantas de Pinus patula simultanecamente con L. laccata y Thelephora terrestris
y encontraron que el nimero total de micorrizas, la altura y el peso seco de las plantas fue

mayor en las plantas con inoculacién combinada que con inoculacion individual.
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Cuadro 5.1. Peso seco de la parte aérea, raiz, total, altura y diametro del tallo en plantas de
Pinus greggii y P. montezumae, inoculadas o no con tres especies de hongos
comestibles ectomicorrizicos, solos o combinados, 421 dias después de la

inoculacion.
Tratamiento PSA PSR PST ALT DIA
g cm mm
Pinus greggii
Testigo (T) 092 a 0.71 a 1.63 a 11.15a 1.55a
Laccaria laccata (L1) 3420 2.60 b 6.03b 27.63 b 2.38b
Hebel oma mesophaeum (Hm) 2.68b 2.11b 478b  26.77b 2270
Boletus edulis (Be) 3.06b 1.62b 468b  29.38b 239b
LI+Hm 3.70b 2.99b 6.69b 27.99b 2.29b
Ll+Be 451D 2.27b 6.79b 28.25b 2.32b
Hm+Be 5990 2.14b 8.13b 31.85b 2.31b
LI+Hm+Be 439b 3240 7.63b 26.93 b 2.25b
Pinus montezumae
Testigo (T) 0.65 a 0.46 a 1.12a  152a 2.62a
Laccaria laccata (L1) 2.18b 1.31b 3490 239D 4440
Hebel oma mesophaeum (Hm) 2.03b 1.84b 3.86b  2.49b 426b
Boletus edulis (Be) 2.01b 1.02b 3.03b 295D 4420b
LI+Hm 2.57b 2.85b 5420 2.09b 4490
Ll+Be 3.16b 1400 455D 2.61Db 497 c
Hm+Be 3.12b 2.12b 5.24Db 2.63b 4.55b
LI+Hm+Be 2.67b 1.67b 434 b 293b 437b

PSA=Peso seco de la parte aérea; PSR=Peso seco de la raiz; PST=Peso seco total;
ALT=Altura de las plantas; DIA=Diametro del tallo; Para el caso de peso seco n=10; en el
caso de ALT y DIA n=60. Valores en la misma columna con la misma letra son iguales
seguin Tukey (P<0.05).

5.4.2. Colonizacién micorrizica

La colonizacion micorrizica en ambas especies de pino solo se observo en plantas
inoculadas con alguna especie de hongo. En términos generales los valores de

colonizacidn por micorrizas vivas totales fueron superiores a 30% para la mayoria de los
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tratamientos inoculados (Cuadros 5.2 y 5.3). En P. greggii el valor mas alto en porcentaje
de colonizacion (90.6 %), se encontrd en pinos inoculados con LI +Hm (Cuadro 5.2).
Parladé et al. (1999) encontraron que el maximo porcentaje que se obtuvo con la
coinoculacion de L. bicolor y Rhizopogon spp. en plantas de Pseudotsuga menziesii y
Pinus pinaster fue de 50%. En el caso de P. montezumae, el valor con el maximo
porcentaje de colonizacion se registro cuando se inoculd L. laccata (Cuadro 5.3). Sin
embargo, en ambas especies de pino se encontraron valores muy altos de colonizacion
cuando se inoculd con las especies de Laccaria y Hebeloma solas (Cuadro 5.2 y 5.3).
Resultados similares, altas colonizaciones, se encontraron en plantas de Populus
maximowiczii en asociacion con H. mesophaeum (Obase et al., 2009). Wang y Hall (2004)
sugirieron que porcentajes de colonizacion micorrizica de 25% a 33% son indicadores de

un nivel aceptable de infeccion de las plantas.
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Cuadro 5.2. Porcentaje de raices cortas micorrizadas y no micorrizadas, vivas y muertas,
421 dias después de la inoculacion en Pinus greggii con tres especies de hongos
comestibles ECM solos o combinados.

Tratamientos Profundidad Vivas Muertas
cepellén § No No
Micorrizadas Micorrizadas Micorrizadas Micorrizadas
(cm) %
Testigo (T) 1 0.0 21.0 0.0 0.5
2 0.0 45.2 0.0 0.4
3 0.0 32.1 0.0 0.8
Total 00c 98.3a 0.0d 1.7a
Laccaria laccata (L1) 1 28.4 3.8 4.8 1.7
2 38.1 0.9 0.5 0.3
3 16.5 3.8 0.7 0.5
Total 83.0a 8.5bc 6.0cd 2.5a
Hebeloma mesophaeum (Hm) 1 25.7 1.5 2.5 5.0
2 40.5 1.7 1.8 3.1
3 13.3 0.6 1.8 2.5
Total 79.5° 3.8bc 6.1bcd 10.6a
Boletus edulis (Be) 1 1.6 11.7 2.9 17.0
2 2.1 31.0 0.0 7.3
3 0.0 20.7 0.0 5.7
Total 3.7¢ 63.4a 2.9d 30.0a
LI+Hm 1 43.7 1.2 1.6 1.1
2 29.5 1.4 1.2 0.5
3 17.4 1.1 0.8 0.5
Total 90.6* 3.7bc 3.6¢cd 2.1a
Ll+Be 1 224 0.2 8.5 3.6
2 26.3 0.3 11.5 4.5
3 10.3 0.3 9.3 2.8
Total 59.0ab 0.8¢c 29.3abc 10.9a
Hm+Be 1 15.2 3.1 14.5 5.0
2 21.7 0.3 15.5 0.6
3 10.0 0.3 6.9 6.9
Total 46.9b 3.7bc 36.9a 12.5a
Ll+Hm+Be 1 13.2 6.6 13.6 11.0
2 12.3 3.0 10.1 2.8
3 9.1 3.8 8.4 6.1
Total 34.6b 13.4b 32.1ab 19.9a

Valores en la misma columna con la misma letra son iguales segun Tukey (p<0.05), n=3

9 = Profundidad del cepellon a partir del cuello de la raiz de la planta; 1=0 a 5 cm, 2=5.1 a
10 cm y 3=10.1 a 15 cm. Se consider6 como 100% a la sumatoria de raices cortas vivas y
muertas independientemente de si estaban o no micorrizadas.
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Cuadro 5.3. Porcentaje de raices cortas micorrizadas y no micorrizadas, vivas y muertas, 421
dias después de la inoculacion en Pinus montezumae con tres especies de hongos
comestibles ECM solos o combinados.

Tratamientos Profundidad Vivas Muertas
cepellén | No No
Micorrizadas Micorrizadas Micorrizadas  Micorrizadas
(cm) %
Testigo (T) 1 0.0 24.0 0.0 3.1
2 0.0 29.9 0.0 7.9
3 0.0 343 0.0 0.8
Total 0.0c 88.2a 0.0c 11.8a
Laccaria laccata (LI) 1 23.1 0.5 1.5 0.3
2 32.2 0.8 2.7 0.7
3 29.5 1.7 5.8 1.0
Total 84.9% 3.1c 10.0abc 2.0a
Hebeloma mesophaeum (Hm) 1 30.7 1.8 0.7 0.9
2 40.6 32 0.1 0.6
3 10.9 10.0 0.1 04
Total 82.22 15.0bc 0.9bc 1.9a
Boletus edulis (Be) 1 0.0 8.1 0.0 15.1
2 0.0 273 0.0 19.1
3 0.1 12.5 0.0 17.8
Total 0.1c 47 .9ab 0.0c 52.0a
LI+Hm 1 23.5 1.9 4.5 8.2
2 14.6 6.9 0.0 1.5
3 20.1 134 3.0 24
Total 58.2b 22.2bc 7.5abc 12.1a
LI+Be 1 20.3 0.8 4.3 3.6
2 25.1 1.3 3.6 4.5
3 24.2 0.9 7.4 4.0
Total 69.6ab 3.0¢c 15.3ab 12.1a
Hm+Be 1 234 0.7 4.7 0.7
2 304 0.3 9.7 0.6
3 18.1 0.6 9.7 1.1
Total 71.9ab 1.6¢ 24.1a 24a
LlI+Hm+Be 1 23.5 0.7 6.6 2.7
2 333 04 4.9 0.8
3 18.4 0.7 7.6 04
Total 75.2ab 1.8¢c 19.1a 3.9a

Valores en la misma columna con la misma letra son iguales segun Tukey (p<0.05), n=3,
Y=Profundidad del cepelldn a partir del cuello de la raiz de la planta; 1=0a 5 cm, 2=5.1 a 10 cm

y 3=10.1 a 15cm. Se consideré6 como 100% a la sumatoria de raices cortas vivas y muertas
independientemente de si estaban o no micorrizadas.
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La colonizacion por B. edulis fue muy baja para ambas especies de pinos. El porcentaje de
raices micorrizadas vivas fue de 3.7 y 0.1 para P. greggii y P. montezumae,
respectivamente. Los valores de raices muertas micorrizadas para ambas especies de pinos,
variaron de 0.9 a 36.9%, dependiendo de las especies de hongos involucrados (Cuadro 5.2 y
Cuadro 5.3). Cuando se inocul6 B. edulis en combinacion con L. laccata'y H. mesophaeum
el porcentaje de raices micorrizadas vivas fue de cero (Cuadro 5.4), excepto en L1 + Be en

P. montezumae que fue de 0.2% (Cuadro 5.4).

El porcentaje de raices micorrizadas vivas de L. laccata y H. mesophaeum fue mayor en el
area media del cepellon (5.1 a 10 cm de profundidad) para ambas especies de pinos. Un
factor que podria haber influido en esta distribucion, es la cantidad de espacio aéreo, la cual
fue diferencial en las tres secciones evaluadas. Se observo una compactacion especialmente
en la seccion inferior del cepellon (probablemente como consecuencia del riego), lo cual

podria haber limitado la respiracion del hongo estudiado y reducir su colonizacion.

5.4.3. Contenido nutrimental

Los resultados del analisis nutrimental se pueden observar en los Cuadros 5.5 y 5.6. En
términos generales el contenido total de N, P, K, Ca y Mg, fue significativamente superior
en las plantas inoculadas respecto a las plantas sin inocular en ambas especies de pino, sin
embargo, existieron diversas excepciones, por ejemplo: i) en el caso del K en el contenido
en la raiz de P. montezumae; ii) en P en el contenido en la raiz de P. greggii cuando se
inocul6 solo con B. edulis y en su combinacion con L. laccata y H. mesophaeum; y iii) en
el caso del contenido de Ca en la raiz de P. montezumae. En estos casos, en términos
generales no existieron diferencias entre plantas inoculadas y no inoculadas. Calvaruso et

al. (2010) observaron que plantas micorrizadas con L. bicolor produjeron 73% mas
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biomasa y asimilaron significativamente mas K que las plantas no micorrizadas, asi mismo
dichos autores reportaron que las proporciones de K y Mg movilizadas y asimiladas por P.
sylvestris fueron el doble que las no micorrizadas. Esto puede deberse a que las hifas que
crecen lejos del manto ectomicorrizico, en los alrededores del suelo, son muy eficientes en
rebuscar nutrientes, debido a su alta capacidad a penetrar micrositios que no son accesibles
a las plantas (Marschner y Dell, 1994; Wallander y Hagerberg et al., 2002), lo cual es un
indicador de la enorme importancia de la busqueda de simbiontes ectomicorrizicos
eficientes para la translocacion de estos nutrimentos.
Cuadro 5.4. Porcentaje de colonizacion micorrizica total y por especie fungica, segun caracteristicas

morfoanatémicas en los tratamientos en los que se inoculd simultaneamente mas de una
especie fungica en Pinus greggii y P. montezumae, 421 dias después de la inoculacion.

Tratamientos  Especie Colonizacion micorrizica
fungica Micorrizadasvivas Micorrizadas muertas
Pinus Pinus Pinus Pinus
greggii montezumae greggii montezumae
%
LI+Hm LI 63.5a 199 a 1.5a 1.0a
Hm 26.1 a 382 a 2.1a 6.5a
Total 89.6 58.1 3.6 7.5
LI+Be LI 59.0b 69.4 a 293 a 153 a
Be 0.0 0.2 0.0 0.0
Total 59.0 69.6 29.3 15.3
Hm+Be Hm 46.9 b 719 a 369 a 24.1b
Be 0.0 0.0 0.0 0.0
Total 46.9 71.9 36.9 24.1
LI+Hm+Be LI 15.1a 2.3Db 155a 0.8 b
Hm 19.5 a 73.0b 16.6 a 18.3 a
Be 0.0 0.0 0.0 0.0
Total 34.6 75.3 32.1 19.1

Valores en la misma columna con la misma letra son iguales segun Tukey (p<0.05), n=3.
Se consider6 como 100% a la sumatoria de raices cortas vivas y muertas
independientemente de si estaban o no micorrizadas.
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Cuadro 5.5. Contenido de nitrogeno, fosforo y potasio en plantas de Pinus greggii y P.
montezumae, inoculadas o no con hongos comestibles ectomicorrizicos (ECM)

solos o combinados, 421 dias después de la inoculacion.

Tratamientos N P K
Parte Raiz Total Parte Raiz Total Parte Raiz Total
aérea aérea aérea
mg

P. greggii
T 10.09d 4.92b 15.01¢ 0.09¢ 0.12¢ 0.21c 3.94d 0.61c 4.55d
LI 23.64cb 15.03a 38.67b 0.51d 0.59ab 1.10b 12.94¢ 2.30a 15.24¢
Hm 21.61cd 13.04ab 34.65b 0.60cd 0.56ab 1.16b 10.61c 0.88¢c 11.48c
Be 34.85abc 10.75ab 45.60ab 0.49d 0.43bc 0.92b 11.33¢ 1.12¢ 12.45¢
LI+Hm 25.04bc 18.31a 43.35ab 0.83bc 0.97a 1.81a 11.47¢ 1.28bc 12.75¢
LI+Be 28.16bc 11.79ab  39.96b 0.93b 0.55abc 1.48ab 15.13bc 1.19bc 16.32bc
Hm+Be 47.75a 11.39ab 59.14a 1.33a 0.48bc 1.81a 24.77a 1.39abc 26.16a
LI+Hm+Be 35.76ab 16.23a 51.98ab 1.11ab 0.93a 2.04a 20.21ab 2.12ab 22.33ab
P. montezumae
T 8.82¢ 3.89b 12.71b 0.10d 0.11d 0.21d 2.79¢ 1.07a 3.86d
Ll 19.27abc 9.68ab 28.95a 0.52¢ 0.41bcd 0.93¢ 7.85b 1.26a 9.11¢c
Hm 17.96bc 10.86ab  28.82a 0.56¢ 0.58abc 1.13bc 8.40b 1.30a 9.70bc
Be 23.72ab 9.64ab 33.36a 0.67¢c 0.34cd 1.01c 8.38b 1.33a 9.71bc
LI+Hm 20.74ab 17.73a 38.47a 0.69bc 0.95a 1.65ab 10.68b 1.42a 12.10abc
LI+Be 30.13a 10.78ab 40.91a 0.45¢ 0.45bcd 0.90c 12.22ab 1.85a 14.07ab
Hm+Be 29.98a 14.19a 44.17a 1.04a 0.83ab 1.87a 15.28a 1.72a 17.00a
LI+Hm+Be 26.60ab 11.46ab  38.06a 0.99ab 0.70abc 1.69ab 10.91ab 0.90a 11.81bc

T =Testigo, L1 =Laccaria laccata, Hm =Hebeloma mesophaeum, Be =Boletus edulis. Valores en

la misma columna, para cada especie de pino, con la misma letra son iguales segiin Tukey (P<0.05).

n=10.
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Cuadro 5.6. Contenido de calcio y magnesio en plantas de Pinus greggii y P. montezumae,
inoculadas o no con hongos comestibles ectomicorrizicos (ECM) solos o combinados, 421
dias después de la inoculacion.

Tratamientos Ca Mg
Parte Raiz Total Parte  Raiz  Total
aérea aérea
mg

Pinus greggii
Testigo (T) 2.29d 2.61b 491c 0.55d 0.54b 1.09¢
Laccaria laccata (L) 7.03bc  9.36a 16.38ab  1.75bc  1.99a  3.73b
Hebeloma mesophaeum (Hm)  5.15¢d ~ 8.34a 13.49ab  3.82a 1.93a  5.75a
Boletus edulis (Be) 5.18cd 7.56ab 12.74b 1.32cd 1.59ab  2.91b
LI+Hm 5.63bc 10.08a 15.71ab  1.57¢c 2.03a 3.60b
LI+Be 8.16ab 7.92ab 16.08ab  2.09bc 1.70ab  3.79b
Hm+Be 10.97a 8.88a 19.85a 2.62b 1.42ab  4.04b
LI+Hm+Be 7.15bc 10.87a 18.02ab  1.95bc 2.46a 4.40ab

Pinus montezumae

Testigo (T) 1.66d 1.89¢ 3.55¢ 0.18d 0.45¢ 0.63d
Laccaria laccata (L1) 4.18bc 5.02bc 9.20b 1.34abc  1.0lbc  2.35bc
Hebeloma mesophaeum (Hm) 4.09bc  6.34abc  10.44ab  1.02bc  1.18bc  2.20bc
Boletus edulis (Be) 282cd  445bc  727bc  097c  0.90bc  1.87c
LI+Hm 5.03b 10.78a 15.82a 1.58ab 2.19a 3.77a
L1+Be 5.84ab 6.04abc  11.88ab  1.04bc 1.23abc  2.26bc
Hm+Be 7.10a 8.76ab 15.86a 1.82a 1.53ab  3.35ab
LI+Hm+Be 5.25ab 6.12abc  11.37ab 1.47abc 1.17bc  2.63abc

Valores en la misma columna, para cada especie de pino, con la misma letra son iguales segin
Tukey (P<0.05). n=10.

Dominguez-Nuiiez et al. (2004) reportaron que la influencia de la micorrizacion con Tuber
melanosporum en Pinus halepensis, redujo la concentracion de Ca, dado que la tasa de Ca
asimilado fue significativamente superior en plantas no micorrizadas (20.2 mg/g) respecto a

las plantas inoculadas (15.9 mg/g).
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Cuadro 5.7. Relacion parte aérea : raiz en plantas Pinus greggii y P. montezumae, inoculadas o no
con hongos comestibles ectomicorrizicos (ECM) solos o combinados, 421 dias después de
la inoculacion.

Relacion parte aérea : raiz Contenido nutrimental

N P K Ca Mg

relacion

Pinus greggii
Testigo 2.05 0.75 6.46 0.88 1.02
Laccaria laccata (L) 1.57 0.86 5.63 0.75 0.88
Hebel oma mesophaeum (Hm) 1.66 1.07 12.06 0.62 1.98
Boletus edulis (Be) 3.24 1.14 10.12 0.69 0.83
LI+Hm 1.37 0.86 8.96 0.56 0.77
L1+Be 2.39 1.69 12.71 1.03 1.23
Hm+Be 4.19 2.77 17.82 1.24 1.85
LI+Hm+Be 2.20 1.19 9.53 0.66 0.79

Pinus montezumae

Testigo 2.27 0.91 2.61 0.88 0.40
Laccaria laccata (L1) 1.99 1.27 6.23 0.83 1.33
Hebel oma mesophaeum (Hm) 1.65 0.97 6.46 0.65 0.86
Boletus edulis (Be) 2.46 1.97 6.30 0.63 1.08
LI+Hm 1.17 0.73 7.52 0.47 0.72
LI+Be 2.79 1.00 6.61 0.97 0.85
Hm+Be 2.11 1.25 8.88 0.81 1.19
LI+Hm+Be 2.32 1.41 12.12 0.86 1.26

H. mesophaeum fue muy eficiente en la translocacion de P y Mg a la parte aérea de P.
greggii, mientras que L. laccata, no mostré la misma eficiencia de translocacion en esta
especie de pino. Sin embargo, en el caso de P. montezumae tanto L. laccata como H.

mesophaeum fueron muy eficientes para translocar P y Mg (Cuadro 5.7).
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5.6. CONCLUSIONES

Existi6 una conspicua colonizacion micorrizica originada por L. laccata y H. mesophaeum
tanto en P. greggii como en P. montezumae. En contraste la colonizacién con Boletus
edulis fue muy reducida de 3.7 y 0.1%, respectivamente, lo cual podria ser un indicador de

una diferente dinamica de colonizacion por Boletus edulis.

Tanto la inoculacion sola como combinada de L. laccata, H. mesophaeum y Boletus edulis
produjo incrementos en términos de crecimiento y contenido nutrimental (N, P, K, Ca y Mg
en P. greggii y P. montezumae.

En el caso de las plantas inoculadas con Boletus edulis se registrd una baja colonizacion (de

La eficiencia de translocacion de P y Mg a la parte aérea de plantas inoculadas con L.
laccata y H. mesophaeum, dependi6 de la planta hospedera. En P. montezumae ambos
hongos fueron muy eficientes mientras que en P. greggii solo H. mesophaeum mostro alta

eficiencia.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES GENERALES

Existi6 una preferencia de formacion de esporomas en funcion del hospedero; por ejemplo
se observo una frecuencia 2.9 veces mayor de formacion de esporomas de Laccaria laccata
en Pinus montezumae en relacion a Pinus greggii. En el caso de Hebeloma mesophaeum

solo se registraron esporomas asociados con P. greggii.

La aparicion de los primeros esporomas ocurrio 284 y 392 dias después de la inoculacioén
para Laccaria y Hebeloma, respectivamente. Cuando los pinos se inocularon
exclusivamente con una sola especie de hongo se registraron altos porcentajes de
colonizacion, superiores a 75%, asociados con la formacién de esporomas de L. laccata y

de H. mesophaeum.

Las plantas de P. greggii inoculadas con H. mesophaeum presentaron conspicuos
incrementos en biomasa de la parte aérea, raiz y contenido de N, P, K, Ca y Mg, con
respecto a las plantas no inoculadas. Dentro de los nutrientes evaluados, H. mesophaeum
fue particularmente eficiente en la movilizacion de P y Mg a la parte aérea de las plantas

inoculadas de P. greggii.

Existi6 una conspicua colonizacién micorrizica originada por L. laccata y H. mesophaeum
tanto en P. greggii como en P. montezumae. En contraste, la colonizacion con B. edulis fue

muy reducida de 3.7 y 0.1%, respectivamente.
Tanto la inoculacioén sola como la combinada de L. laccata, H. mesophaeum y B. edulis

produjeron incrementos en términos de crecimiento y contenido nutrimental (N, P, K, Cay

Mg) en P. greggii y P. montezumae.
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Debido a los altos porcentajes de micorrizacion encontrados y al efecto benéfico registrado
en términos de crecimiento y contenido nutrimental se considera que tanto la inoculacién
con L. laccata como con H. mesophaeum tienen un amplio potencial de uso en la

produccion de plantas de P. greggii y P. montezumae en condiciones de vivero.
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Anexo 1

Homologia de ITS de indculos y esporomas obtenidos posterior a la inoculacion. Se utilizo
el método de alineamiento multiple con penalizacion para deleciones. Se incluyeron
secuencias identificadas en especies de Laccaria laccata disponibles en la base de datos.
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L. laccata JMP0036 EGEG 586
L1 G 586
L3 586
L2 WGEG 586
L4 586
L5 586
Lie WcEG 586
L7z 586
Inoculum 567
L8 567
Lo @ 567
L. bicolor SMI211 [tlgltlg 586

Consensus TGTGATAATTATCT
100%

Conservation

:
soaencetoge 55t TAT (s




L. laccata SMI199 EEG 600
L. laccata JMP0036 G 600
Li1 G 600
L3 AEc 600
L2 G 600
Li4 G 600
Ls BEc 600
Lie AEG 600
L7 G 600
Inoculum EGH 581
L8 581
L9 581
L. bicolor SMi211 Elg 600
Consensus ACGCCGTGGGTGTG
100%
Conservation
0%
2.0bits
Sequence logo
0.0bits
L. laccata SMI199 BEG 614
L. laccata JMP0036 G 614
L1 HABG 614
L3 ABGc 614
L2 G 614
L4 G 614
L5 BBAG 614
L6 G 614
L7 G 614
Inoculum [@ 594
L8 594
L9 594
L. bicolor SMi211 EEg 614
Consensus AAGCAGTTTTATGA
100%
Conservation I
0%
2.0bits
smren i GG 574
L. laccata SMI199 BCTFE- - - - - - - - - 619
L. laccata JMP0036 BGHTE- - - - - - - - - 619
L1 BCTFT@--------- 619
L3 FTE--------- 619
L2 BCTFT@--------- 619
L4 BCTT@--------- 619
Ls BGET@--------- 619
Le BCTT@--------- 619
L7 BCTT@--------- 619
Inoculum l 608
L8 608
Lo BcA 608
L. bicolor SMi211 EoEE@- - - - - - - - - 619

Consensus AGTTC=----=-=----

100%
Conservation

0%
2.0bits
Sequence logo AG li\ T C
0.0bits AAAGATGAT

660
I

L. laccata SMI199
L. laccata JMP0036
L1

LI3

L2

LI 4

LI5

LI6

L7

Inoculum

LI8

LI9

L. bicolor SMI211

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits
Sequence logo T G
oobis GGACGAGTCACA



L. bicolor SMI211
Consensus CTTCTAA--CCGTC

Il
(1 a1

700
|

Conservation
0%

2.0bits

Sequence logo
0.0bits

L. laccata SMI199 BEFFG 647
L. laccata JMP0036 G 647
L1 BATTG 647
L3 BATTG 647
L2 lufel 647
L4 647
us @ 647
L6 647
L7 647
Inoculum [ 650
L8 650
L9 650
L. bicolor smi211 EEEEg 647
Consensus CATTGACTTGGACA
100%
Conservation
0%
2.0bits
A A
seawnce ez sl esagereaeal
L. laccata SMI199 661
L. laccata JMP0036 661
Li1 661
L3 661
L2 661
L4 661
L5 661
L6 661
L7 661
Inoculum 664
L8 G 664
Lo G 664
L. bicolor SMI211 @ 661

Consensus ATTTTGACAATTTG

100%
Conservation
0%
2.0bits
Sequence logo
0.0bits

720

L. laccata SMI199
L. laccata JMP0036
L1

LI3

L2

LI 4

LI5

LI6

L7

Inoculum

LI8

LI9

L. bicolor SMI211

Consensus ACCTCAAATCAGGT
100%

Conservation

0%
2.0bits

i
soaencetose \s(oCANA ] exe07



L. laccata SMI199 BGG 689
L. laccata JMP0036 MGG 689
L1 BGG 689
L3 Bce 689
L2 Bce 689
L4 Bce 689
L5 BGG 689
Le BGe 689
L7 Bce 689
Inoculum BGG 688
Lis BGG 688
Lo BGce 688
L. bicolor SMI211 lgg 689
Consensus AGGACTACCCGCTG
100%
Conservation I
0%
2.0bits
A
seswenceese |56 7A0Cea070
L. laccata SMI199 & le] | 702
L. laccata JMP0036 le] | 702
L1 B le] | 702
L3 @ le] | 702
L2 le] | 702
L4 702
us B 702
L6 702
L7 702
Inoculum & B 702
L8 B 702
L9 702
L. bicolor SMI211 @ [l 702
Consensus AA-CTTAAGCATAT
100%
Conservation
0%
2.0bits
seawncereee. I (5 gaccheas
7<|50
L. laccata SMI199 714
L. laccata JMP0036 [ 714
L1 714
L3 714
L2 714
Ls @ 714
L5 714
L6 714
uz @ 714
Inoculum 714
L8 714
Lo B 714
L. bicolor SMi211 @ 714

Consensus CAATAAGCGGAG

100%
Conservation

0%
2.0bits

seauenceroso a4 [ ihebeene



Anexo 2

Homologia de ITS de in6culos y esporomas obtenidos posterior a la inoculacion. Se utilizo
el método de alineamiento multiple con penalizacion para deleciones. Se incluyeron
secuencias identificadas en especies de Hebeloma mesophaeum disponibles en la base de

datos.
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Inoculum EEGGH

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1
Consensus AAGGATCATT

100%
Conservation

o HGGHTIAT

20

Inoculum
Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1
Hm 2
Hm 3
Hm 4
Hm 6
Hm7
Hm 5
H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1
H. alpinum AY308584.1
H. albocolossum AY308583.1 cAATGH
H. pusillum AB211274.1 BTTCEBETGHEA 20

Consensus ATTGAATGAA
100%

Conservation

20018 DDDDDDDDDD
sz TGMTGA

Inoculum @EFGGEGEGG 30

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 GGEGEGG 30
Hm1 GGEGEGG 30
Hm 2 GGEGEGG 30
Hm 3 GGEGEGG 30
Hm 4 GGEGEGG 30
Hm 6 GGEGEGG 30
Hm 7 GGEGEGG 30
Hm 5 GGEGEGG 30

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1

H. incarnatulum AF430291.1

H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1 GGEGEGG 30

H. albocolossum AY308583.1 GGEGEGG 30
H. pusillum AB211274.1 HGEGGHGEGG 30

Consensus CTTGGTGTGG
100%

GGEGEGG 30
GGEGEGG 30
GGEGEGG 30
GGEGEGG 30

Conservation
0%

soaunce 2 (TTGGTOTGG

Inoculum EECETCEBEGG 40

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 G IGG 40
Hm1 el GG 40

Hm 2 GT GG 40

Hm 3 GE GG 40

Hm 4 G GG 40

Hm 6 el GG 40

Hm 7 GT GG 40

Hm 5 GE GG 40

H. testaceum AY320395.1 G
H. ammophilum AY308585.1 el Fcc
H. incarnatulum AF430291.1 TTGETCEBTEGG 40

H. velutipes AF430254.1 ETGETGETGG 40
H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1 G lGG 40
H. pusillum AB211274.1 FTGTECEEGG 40
Consensus T T G

100%
Conservation

ssqucssse 1101760760




Inoculum [

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 GGG 50
Hm1 GGG 50
Hm 2 BGGG 50
Hm 3 GGG 50
Hm 4 GGG 50
Hm 6 BcGe 50
Hm 7 BGGG 50
Hm 5 GGG 50

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 B Ffcce 50

Consensus CCCTTTCGGG
100%

Conservation

0%
2.0bits

Il
s, (00 TTGHEG

|
Inoculum GGEBTGTFCEA 60
Hebeloma mesophaeum AB211272.1 GGI
Hm1 GG
Hm2 GGE
Hm3 GGE
Hm4 GGE
Hmé GGHE
Hm7 GGE
Hm5 GGE
H. testaceum AY320395.1 GG
H. ammophilum AY308585.1 GGI
H. incarnatulum AF430291.1 GG.

H. albocolossum AY308583.1 GGI
H. pusillum AB211274.1 GGEATGTGEA 60
Consensus GGCATGTGCA

100%

Conservation
20[3:/;
Sequence logo GGCATGTGCA

0.0bits

Inoculum @A 70

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 70

Hm1 70

Hm 2 70

Hm 3 70

Hm 4 70

Hm 6 70

Hm 7 70

Hm 5 70

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1

H. incarnatulum AF430291.1 [BGE

H. velutipes AF430254.1 [BGH

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 [BBE BEAT

Consensus CACCCATCAT
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum 80

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 80
Hm1 80

Hm 2 80

Hm 3 80

Hm 4 80

Hm 6 80

Hm 7 80

Hm 5 80

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 [

Consensus CCTCATCTCT
100%

Conservation

20018 MDDDDDD
sy (AT



Inoculum [

Hebeloma mesophaeum AB211272.1

Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1

H. incarnatulum AF430291.1

H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1

H. pusillum AB211274.1 EBBBBTcTGE %
Consensus CCACCTGTGC

100%
Conservation

seavence oo (GAGCTOTE0

100
|

Inoculum
Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1
Hm 2
Hm 3
Hm 4
Hm 6
Hm7
Hm 5
H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1
H. alpinum AY308584.1
H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 EEBTETTGTA 100
Consensus ACCTCTTGTA
100%

Conservation

20018 DDDDDDDDDD
sz HETCTTTA

Inoculum GHEBTET
Hebeloma mesophaeum AB211272.1 Gl

Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1

H. incarnatulum AF430291.1

H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1

H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation

Zﬂé)\:/;
s | ; A
OAanee K e GA(‘,TTTGGGA

120
|

Inoculum EEGH| | ]

- -GGR 108

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 Gl
Hm1 le] |
Hm 2 GH
Hm 3 GH
Hm 4 GA
Hm 6 le] |
Hm 7 GH
Hm 5 GH

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation

2000 II Iil
seaencerese 1A 11 ((



Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1

Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1

H. incarnatulum AF430291.1

H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1

H. pusillum AB211274.1 GEGCEBEBRBTE 130
Consensus GAGGCAACTC

100%
Conservation

20000 DDDDDDDDDD
seavence o0 (AGGCARCTC

140

|
Inoculum GGEEGGGHEGG 138
Hebeloma mesophaeum AB211272.1 FEccGHEGG 138

Hm1 138

Hm 2 138

Hm 3 138

Hm 4 138

Hm 6 138

Hm7 138

Hm 5 138

H. testaceum AY320395.1 138
H. ammophilum AY308585.1 138
H. incarnatulum AF430291.1 138
H. velutipes AF430254.1 138

H. alpinum AY308584.1 139

H. albocolossum AY308583.1 139

H. pusillum AB211274.1 GGEBGTGHEAGG 140
Consensus GGTCGGGAGG

100%
Conservation
0%
2.0bits.
Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus ACTTGCTGGC

100%
Conservation

T

160
|

Inoculum &

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1 l
H. incarnatulum AF430291.1 G -
H. velutipes AF430254.1 |

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 |

Consensus A-TTAGCTGG
100%

Conservation
0%

205 mﬂﬂﬂﬂﬂ
seaencerese | TTAGCTGG



Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits.

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

TGl 168
BT Tcl 169
CTTTCCTTGC

CTTTGeTTGE

180
|

BGGTE 178
BATTEEAGCT 179
ATTTCCAAGT

ETATcTTETE
CTATGTTTTT

TCATATACCC

]
TGATATACCC



Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits.

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

BE julele
| [l

[ilele]

lulelel

| [l

licc

lulelel

lulelel

| [l

| [l

[ilele]

Julelel

-fce

-fce

- -lGe
BATEART - - Wcc
AACATATTGG
24|0

el [lufufufelufe] |
el [lufufufelile] |
el [ufulufufelule] |
el [ulufufufelule] |
] [ulufufufelile] |
el [lufufufelile] |
€] [ufuluiufelule] |
el [ulufufufelule] |
] [ulufufufelule] |
el | Rfufufelule] |
c@BrTTcTcE
el [ [ufufelule] |
el | | Jufufelule] |
] | Bulufelule] |
el | Bululelule] |
cl@BrmcrcE
GCTTTTGTGC

[ [T
60 TTOTEC




Inoculum [

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1
Consensus CTATAAAAAC

100%
Conservation

]
Sequence I(ﬂg’s CTATAAAAKC

260
|

Inoculum 257

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 257
Hm1 257

Hm 2 257

Hm 3 257

Hm 4 257

Hm 6 257

Hm 7 257

Hm 5 257

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 TTH BAET 255

Consensus TTATACAACT
100

%
Conservation

20018 DDDDDDDDDD
o TTHCMET

Inoculum FTBACBAABG 267

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 G 267
Hm1 G 267

Hm 2 G 267

Hm 3 G 267

Hm 4 G 267

Hm 6 G 267

Hm7 G 267

Hm 5 G 267

H. testaceum AY320395.1 G 266

H. ammophilum AY308585.1 G 266
H. incarnatulum AF430291.1 G 262
H. velutipes AF430254.1 G 262

H. alpinum AY308584.1 G 263

H. albocolossum AY308583.1 G 263

H. pusillum AB211274.1 TTEAcCEBAREG 265

Consensus TTCAGCAACG

100%
Conservation
0%
2.0bits
Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1
Consensus GATCTCTTGG

100%
Conservation

20018 DDDDDDDDDD
someiy, STLTCTTE




Inoculum [ 287

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 287
Hm1 287
Hm 2 287
Hm 3 287
Hm 4 287
Hm 6 287
Hm 7 287
Hm 5 287

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1 283

H. albocolossum AY308583.1 283
H. pusillum AB211274.1 BTBTECEBATE 285

Consensus CTCTCGCATC
100%

286
286
282
282

[PioNeNoNoNoNoNoNaNaNeNoNoNoN6)

Conservation

20000 DDDDDDDDDD
seavence oo (TCTCGCATO

300
|

Inoculum GETFCABECEARE 297

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 297
Hm1 297
Hm 2 297
Hm 3 297
Hm 4 297
Hm 6 297
Hm 7 297
Hm 5 297

H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1
H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1 GHETGHEG
H. pusillum AB211274.1 GETCEEGCAAR

Consensus GATGAAGAAC

100%

295
0%
2.0bits.

oz, SHTGMOAR
0.0bits

Inoculum GEECECARAT
BAcEc

Hebeloma mesophaeum AB211272.1

307
307

Hm1 307
Hm 2 307
Hm 3 307
Hm 4 307
Hm 6 307
Hm7 307
Hm 5 307

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1

H. incarnatulum AF430291.1

H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1 303

H. albocolossum AY308583.1 Gl 303

H. pusillum AB211274.1 GEBCEBCHEBAT 305
Consensus GCAGCGAAAT

100%
Conservation

306
306
302
302

0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1
Consensus GCGATAAGTA

100%
Conservation

20808 DDDDDDDDDD
seawecero (10 GATAAGTA




Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits.

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

327
327
327
327
327
327
327
327
327
326
326
322
322
323
323
325
ATGTGAATTG

I
ATGTGAATTG

B 336
336
336
336
336
336
336
336
336
335
335
331
331
332
332
335

-CAGAATTCA

I
GAGAATTCA

CHCHATEATE 346
GTGA 346
GiicH 346
GTGH 346
GTGA 346
GTGA 346
ehile] | 346
GTGH 346
GTGA 346
GTGA 345
GiicH 345
GTGH 341
GTGA 341
GTGA 342
GiicH 342
GHcHATEATE 345

GTGAATCATC

LI
GTGAATCAT

GAATCTTTGA

[T
GAATCTTTA



Inoculum EECHE
Hebeloma mesophaeum AB211272.1 B
Hm1
Hm 2
Hm 3
Hm 4
Hm 6
Hm7
Hm 5
H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1
H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1 l
H. pusillum AB211274.1 BEcEBEETTG
Consensus ACGCACCTTG

100%

Conservation

2000 DDDDDDDDDD
swencetoso \([OACCTTE

380
|

Inoculum BGHE

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 [GHE

|
Hm1 BcE [ilele]
Hm2 BcE ufele
Hm3 [BcE ufele
Hm4 @Bc@ GG
Hme EGE [ilele]
Hm7 BGE ufele

Hm5 BcE@
H. testaceum AY320395.1 [BGHE
H. ammophilum AY308585.1 [BGH
H. incarnatulum AF430291.1 [BGE
H. velutipes AF430254.1 G
H. alpinum AY308584.1 [GH
H. albocolossum AY308583.1 G
H. pusillum AB211274.1 BcEBTBETTGG
Consensus CGCTCCTTGG

100%

Conservation

soauncs iz ((0T00TTEE

Inocuum FATFEEGEGG

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 FETTEEGAGG
Consensus TATTCCGAGG

Conservanon

soauncs iz 1A T00GAGE

400

Inoculum EGHE

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 EHGHE
Hm1 EcE

Hm2 HEGE

Hm 3 BcE

Hm4 HEGE

H. testaceum AY320395.1 EGH
H. ammophilum AY308585.1 EGHE
H. incarnatulum AF430291.1 EGHE

H. velutipes AF430254.1 EGH

[eNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNa)

H. pusillum AB211274.1 BcE
Consensus AGCATGCCTG
100%

Conservation

ssqucssse. SCATOOCTE

366
366
366
366
366
366
366
366
366
365
365
361
361
362
G 362
365

386
386
386
386
386
386
386
386
386
385
385
381
381
382
382
385

396
396
396
396
396
396
396
396
396
395
395
391
391
392
392
395



Inoculum [

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits.

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

GHGTGTE 406
HcTCTlE 406
406
406
406
406
406
406
406
405
405
401
401
402
GHEGTGHE 402
TETcHAcTcTE 405
TTTGAGTGTC

[T
TTTGAGTOTC

ATE
ATTAAATTCT

I
ATTARATTCT

[ ] Tl 436
cE Tcl 436
le] | Tcl 436
[e] | TGE 436

] |
e |
c@
] |

] |
e |

I
(ACTTTTOE



Inoculum FGH
Hebeloma mesophaeum AB211272.1 TGH
Hm1 FGHE
Hm2 FGH
Hm3 TGHE
Hm4 FcH
Hme FGH
Hm7 FGH
Hm5 TGHE
H. testaceum AY320395.1 TGH
H. ammophilum AY308585.1 EGH
H. incarnatulum AF430291.1 TGH
H. velutipes AF430254.1 TGH
H. alpinum AY308584.1 TGH
H. albocolossum AY308583.1 TGH
H. pusillum AB211274.1 FGETBBTGGE 445
Consensus TGATGATGGC
100¢

 JITRIT]
TGATAATGGC

Conservation
460

|
Inoculum IIGGlllIGG

Hebeloma mesophaeum AB211272.1

0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Hm1 FGG 456

Hm 2 FGG 456

Hm 3 TGG 456

Hm 4 GG 456

Hm 6 FGG 456

Hm 7 FGG 456

Hm 5 TGG 456

H. testaceum AY320395.1 TGG 455

H. ammophilum AY308585.1 MG 455

H. incarnatulum AF430291.1 IGG 451

H. velutipes AF430254.1 BTATcG 451

H. alpinum AY308584.1 GGATGTGcG 452

H. albocolossum AY308583.1 GGHAFGTGG 452

H. pusillum AB211274.1 EHGGEBTGEGG 455
TTGGATATGG

Consensus
100%

Conservation

0%
2.0bits.

Sequence logo
0.0bits

TTGGATATGG

Inoculum GGGEETATTT

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 GGGI 466
Hm1 GGG 466
Hm?2 GGG 466
Hm3 GGG 466
Hm4 GGG 466
Hmé6 GGG 466
Hm7 GGG 466

H. testaceum AY320395.1 GGG
H. ammophilum AY308585.1 GGG
H. incarnatulum AF430291.1 GGGI
H. velutipes AF430254.1 GGG
H. alpinum AY308584.1 GGG
H. albocolossum AY308583.1 GGG.
H. pusillum AB211274.1 GGGTEBTATTT
Consensus GGGTTTATTT

100%

GOGT+TATTT

480
|

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits

Inoculum FGHE

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 TGl
Hm1 Fcl

Hm2 FGE

Hm3 TGE

Hm4 TGE@

Hme FWcE

Hm7 FGE

Hm5 TGE

H. testaceum AY320395.1 TGHE

H. ammophilum AY308585.1 TGE
H. incarnatulum AF430291.1 TGETEGG
H. velutipes AF430254.1 TGETGG

H. alpinum AY308584.1 TGETGG

H. albocolossum AY308583.1 TGETGG
H. pusillum AB211274.1 FGEBTGG

Consensus TGCTGGCTTC
100%

[T
TGCTGOCTTE

Conservation
0%
2.0bits

Sequence logo
0.0bits



Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus
100%
2 olg;y; _
Sequence logo ACAGA .
q ogumts T T= X?

500
|
Inoculum GEBECEBTEEE 493

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 Gl 493
Hm1 G| 493

Hm2 G 493

Hm3 G| 493

Hm4 G| 493

Hm6 G 493

Hm7 G 493

Hm5 G| 493

H. testaceum AY320395.1 G[T 495

H. ammophilum AY308585.1 Gffj 495
H. incarnatulum AF430291.1 Gl 491
H. velutipes AF430254.1 Gl 491

H. alpinum AY308584.1 GT| 489

H. albocolossum AY308583.1 Gl 489

H. pusillum AB211274.1 GEBECETEEE 492

Consensus GTCAGCTCCC

100%

Conservation
0%

seawencaiogo (i T(AGCTOC

Inoculum @

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 BFTABETCER

Consensus CTTAAATGCA
100%

Conservation
0%

searce e (TTAMATGOA

520
|

Inoculum FEEG

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 [

Consensus TTAGCCGGTG
100%

Conservation

20018 DDDDDDDDDD
oy, TTGLLGET



Inoculum [
Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1
Hm 2
Hm 3
Hm 4
Hm 6
Hm7
Hm 5
H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1
H. alpinum AY308584.1
H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 BEBEcEGTGG
Consensus CCCCGCGTGG
100%

Conservation

ez LTS

540
|

Inoculum 533

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 533
Hm1 533

Hm 2 533

Hm 3 533

Hm 4 533

Hm 6 533

Hm 7 533

Hm 5 533

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 BETCTETATT 532

Consensus ACTGTCTATT
100%

Conservation

20018 DDDDDDDDDD
o HTGTCTAT

Inoculum GGEGECATAR

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 543
Hm1 543
Hm 2 543
Hm 3 543
Hm 4 543
Hm 6 543
Hm 7 543
Hm 5 543

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1

H. incarnatulum AF430291.1

H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1

H. pusillum AB211274.1 GGEGTGCHATHEA 542
Consensus GGTGTGATAA

100%
Conservation
0%

seavrce e (11 GTGATAR

560
|

Inoculum i Bcl 553

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 BcE 553
Hm1 BcE 553

Hm 2 BGHE 553

Hm 3 Bcl 553

Hm 4 Bcl 553

Hm 6 BcE 553

Hm 7 BGHE 553

Hm 5 Bcl 553

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 [

Consensus TTATCTACGC
100%

Conservation

20018 DDDDDDDDDD
sy TNCTACEL



Inoculum BGEGG

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 [GEGG 563
Hm1 BGEGG 563
Hm2 BGEGG 563
Hm3 BGEGG 563
Hm4 BGEcc 563

Hme BGEGG

Hm7 BGEGG

Hm5 BGEGG

H. testaceum AY320395.1 BGiiGG

H. ammophilum AY308585.1 BGHGG

H. incarnatulum AF430291.1 BGTGG

H. velutipes AF430254.1 [

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 EcTEcEBATE

Consensus CGTGGACATC
100%

Conservation Iﬂ
0%
2.0bits
Sequence logo ATAGACATC
q Dgﬂblts EG G
580
|
Inoculum EEE 573
Hebeloma mesophaeum AB211272.1 573
Hm1 573
Hm 2 573
Hm 3 573
Hm 4 573
Hm 6 573
Hm7 573
Hm 5 573

H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1 l
H. incarnatulum AF430291.1 IG
H. velutipes AF430254.1 TG
H. alpinum AY308584.1 TGH
H. albocolossum AY308583.1 TGl
H. pusillum AB211274.1 FCEBBABTTATA 572

Consensus TACAATCATA

100%

Conservation

Al
seasrcaee [5CARTCATA

Inoculum FGGGETHT - GB 582

H. testaceum AY320395.1 GGG

H. ammophilum AY308585.1 GGG

H. incarnatulum AF430291.1 IGGG

H. velutipes AF430254.1 GGG

H. alpinum AY308584.1 GGG

H. albocolossum AY308583.1 IGGG
H. pusillum AB211274.1 EGGGTTT - GB 581

Consensus TGGGTTT -GC
100%

Conservation
0%

seqvencerogo T({§(5TTT

600
|

Inoculum EEFEG

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1

Consensus AC
100%

Conservation

20800 II
seaecero 10T((TT (e



Inoculum &
Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1
Hm 2
Hm 3
Hm 4
Hm 6
Hm7
Hm 5
H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1
H. alpinum AY308584.1
H. albocolossum AY308583.1 cElECH
H. pusillum AB211274.1 EEBcTETGTE 601

Consensus ACCGTCTGTT

100%
Conservation

2000 II
seqvencerogo |G T(TOTT

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus TACTCAGACA

100%

Conservation

20800 MDDDDD
seawcereee | TCAGAGA

Inoculum
Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1
Hm 2
Hm 3
Hm 4
Hm 6
Hm7
Hm 5
H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1
H. alpinum AY308584.1
H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 ETEBATCEAEA 621
Consensus ATACATGACA
100%

Conservation
0%

seavrce e ATACATGACA

640
|

Inoculum B 632

Hebeloma mesophaeum AB211272.1 632
Hm1 632

Hm 2 632

Hm 3 632

Hm 4 632

Hm 6 632

Hm7 632

Hm 5 632

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 |

Consensus ATTTGACCTC
100%

634
634
630
630
628
628
631

Conservation

20018 DDDDDDDDDD
someriy, KT



Inoculum &
Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1
Hm 2
Hm 3
Hm 4
Hm 6
Hm7
Hm 5
H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1
H. alpinum AY308584.1
H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1 EEBTEAGGTA 641
Consensus AAATCAGGTA
100%

Conservation

s . JTOGET

660

Inoculum

Hebeloma mesophaeum AB211272.1
Hm1

Hm 2

Hm 3

Hm 4

Hm 6

Hm 7

Hm 5

H. testaceum AY320395.1

H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1

H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1
H. pusillum AB211274.1

Consensus GGACTACCCG
100%

Conservation

s, (OACTAOCCG

Inoculum llGIl TEE

Hebeloma mesophaeum AB211272.1

662
662

Hm1 662
Hm 2 662
Hm 3 662
Hm 4 662
Hm 6 662
Hm7 662
Hm 5 662

H. testaceum AY320395.1
H. ammophilum AY308585.1
H. incarnatulum AF430291.1
H. velutipes AF430254.1
H. alpinum AY308584.1

H. albocolossum AY308583.1 l
H. pusillum AB211274.1 BfcEBETTAR

Consensus CTGAACTTAA
100%

664
664
660
660
658
658
661

Conservation

s (TGRNCTTAR
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