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Caracterizacién organismicay genética en poblaciones de
Morchella spp. en bosques de Abies religiosa del Centro de México

Ismael Hernandez Hernandez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2012

RESUMEN

Se realizo la caracterizacion organismica y genética en poblaciones de Morchella
spp. de bosques puros de Abies religiosa de la region Central de México, con
niveles contrastantes de contaminacion atmosférica. El trabajo se desarroll6 en
dos fases: la primera en campo y la segunda en el laboratorio. En la fase de
campo se emplearon sitios permanentes de tamafio variable en: (1) area de
influencia del Parque Nacional Desierto de los Leones, D.F. (DDL); (2) Cerro
Tlaloc, Edo. Mex. (T); (3) area de influencia del Parque Nacional I1zta-Popo, Puebla
(IP) y (4) Reserva de la Biésfera de la Mariposa Monarca, Mich (MM); para el
muestro de ascomas y suelo adyacente con raices. La fase de laboratorio
consistio en: (1) Pruebas de identificacion ascomas-raices de plantas, para
determinar la posible interaccion simbibtica. (2) caracterizacion morfo-anatdomica
de los ascomas de Morchella y las micorrizas adyacentes. (3) Aislamientos
monosporicos. (4) Aislamiento in vitro a partir del contexto. (5) Caracterizacion
molecular y andlisis filogenético de las cepas obtenidas en cultivo puro, por el
método de maxima parsimonia utilizando 414 pb del Espacio Transcrito Interno
(ITS). (6) Caracterizacion morfoldgica y velocidad de crecimiento de los
aislamientos en tres medios de cultivo (PDA, EMA y CYM) con pH diferenciales
(3.5, 5.5y 7.7). (7) Pruebas de incompatibilidad somética entre poblaciones. (8)
Determinacion de la capacidad de anastomosis. (9) Cuantificaciébn de nimero de
nacleos en esporas e hifas. En DDL, presumiblemente mas contaminado, no se
encontraron ascomas, mientras que en MM no se logré el aislamiento. No se hall6
una asociacion micorricica in situ del hongo con especies vegetales. Se
encontraron 4 filoespecies del clado Morchella elata, del cual: IP-2 resulté ser M.
frustrata y los otros morfotipos formaron subclados con Morchella sp. Mel-12, Mel-
18 y Mel-27, previamente reportados en EUA. Las cepas mostraron variabilidad

morfologica en los diferentes medios de cultivo y pH empleados, las cepas del IP



crecieron mas rapido que las del T. Solo se observé anastomosis en las
autocruzas, en el resto de tratamientos se form6 una barrera de incompatibilidad
somatica. Asi mismo se observé un mayor un mayor nimero de ndcleos en las

esporas que en las hifas y la cantidad fue similar en los cuatro filogrupos.

Palabras clave: Abies religiosa, caracterizacion molecular, incompatibilidad

somatica, Espacio Transcrito Interno, Morchella spp., numero de nucleos.



Organismal and genetic characterization of Morchella spp.
Populations in Abies religiosa forests of Central Mexico

Ismael Hernandez Hernandez, MC.
Colegio de Postgraduados, 2012

SUMMARY

An organismal and genetic characterization of Morchella spp. populations in Abies
religiosa forests, with contrasting levels of environmental pollution in the Central
region of Mexico, was conducted during 2010-2011. The research was carried out
in two phases: the first infield conditions and the second under lab conditions. In
the field permanent sites of variable size were used in: (1) area of influence of the
National Park Desierto de los Leones, D.F. (DDL), (2) Mount Tlaloc, Estado de
Mexico. (T), (3) National Park lzta-Popo influence area, Puebla (IP) and (4)
Biosphere Reserve of the Mariposa Monarca, Michoacan (MM)in order to collect
the ascomata and soil adjacent to plant roots,. The laboratory phase consisted of
the following aims: (1) identification of ascomata-roots associations of plants, to
determine the possible mycorrhizal interaction. (2) morpho-anatomical
characterization of ascomata of Morchella and adjacent ectomycorrhizae. (3)
Monosporic isolations. (4) In Vitro Isolation from the ascoma’s context. (5)
Molecular characterization and phylogenetic analysis of the strains obtained in
pure culture, by the maximum parsimony method using the Internal Transcribed
Spacer (ITS). (6) Morphological characterization and growth rate of the isolates in
three culture media (PDA, EMA and CYM) with differential pH (3.5, 5.5 and 7.7).
(7) Evaluation of somatic incompatibility between populations. (8) Determination of
the capacity of anastomosis. (9) Quantification of nuclei number in spores and
hyphae. In DDL, presumably more polluted, it was not possible to found ascomata,
while neither spores nor context were isolated from ascomata from MM. It was not
possible to detect mycorrhizal association in situ between Morchella and plant’s
roots but a structure called sclerotia was found. It was found 4 phylogenetic
species of Morchella elata clade, whereas IP-2 proved to be M. frustrata and the
other morphotypes formed subclades with Morchella sp. Mel-12, Mel-18 and Mel-

27, previously reported in U.S.A. The Morchella’s strains showed morphological

iv



variability in different culture media and pH and, IP strains grew faster than those
of T. Somatic compatibility only was observed when the same isolated was
matched, In the other treatments somatic incompatibility barrier was formed. The
number nuclei in spores were greater than the nuclei number of hyphae however

the four phylogroups showed the same nuclei number.

Keywords: Abies religiosa, molecular characterization, somatic incompatibility,

Internal Transcribed Spacer, Morchella spp., number of nuclei.
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

Morchella es un género de hongos ascomicetos comestibles de alto valor
comercial en el mundo y conocidas México como “morillas”, “colmenillas”,
“pancitas”, “olotitos” y “elotitos” (Pilz et al. 2007). En mercados internacionales
como en China, el kg en seco alcanza los USD$ 160.00 (Du et al. 2012), mientras
gue en México se comercializan en mercados locales y regionales del Estado de
México, Morelos, Puebla, y el Distrito Federal (Villarreal-Ruiz 1996, Pérez-Moreno
et al. 2010) a precios que oscilan entre los $ 24.14 a $ 25.75 ddlares el kg en
fresco (“hongueros”, comunicacién personal, 31 de agosto de 2011%). Villarreal-
Ruiz y Gomez (1997) sefialan que miembros del género Morchella forman parte de
un namero reducido de especies de hongos silvestres comestibles de México, que
son exportados a diversos paises, entre los que destaca Estados Unidos; a pesar
de que el marco legal y la organizacion para su exportacion son incipientes e

irregulares.

Las morchellas mexicanas crecen en las regiones montafiosas de la Sierra Madre
Occidental, Sierra Madre Oriental y Sierra Madre del Sur, siendo muy comunes en
los bosques de Abies religiosa del Eje Neovolcanico Transversal que va del Este
al Oeste del pais, a 20° LN (Pilz et al. 2007). En otros paises las morchellas
pueden encontrarse en praderas restauradas de pastos y bosques dominados por
olmos, robles y nogales (Dalgleish y Jacobson 2005); en bosques de Pinus brutia,
P. nigra, Cedrus libani, Abies cilicica, Quercus coccifera, Castanea sativa,
Juniperus sp. y Picea orientalis (Taskin et al. 2010); en bosques de Pseudotsuga
menziesii, Tsuga heterophylla y Abies grandis, todos en mezcla con otras
coniferas (Pagliaccia et al. 2011).

Por otra parte, cabe resaltar que la variabilidad genética del género Morchella, asi
como las condiciones biogeogréficas y climaticas que influyen en su desarrollo,
resultan en una alta plasticidad fenotipica que ha dificultado su clasificacion
taxonémica empleando métodos clasicos (Pilz et al. 2007, Kanwal et al. 2011,

! Entrevistados el 27 de agosto de 2011 en la VIl Feria del Hongo. Delegacién Cuajimalpa, Distrito
Federal.



Pagliaccia et al. 2011). Los recientes estudios desarrollados por Taskin et al.
(2010) y O’Donnell et al. (2011) sugieren que los miembros del género Morchella,
parecen contener especies cripticas y de distribucion geogréfica restringida,
contrastando con el planteamiento de Bunyard (1994, 1995), que lo considera
constituido por pocas especies con distribucibn cosmopolita. En estudios
filogenéticos recientes, se han distinguido repetidamente dos clados: (1) esculenta
(morchellas amarillas) y (2) elata (morchellas negras) (Taskin et al. 2010,
O’Donnell et al. 2011, Kanwal et al. 2011, Du et al. 2012, Kuo et al. 2012).
Adicionalmente existe un linaje independiente representado por M. rufobrunnea
(O’Donnell et al. 2011, Kuo et al. 2012) y M. anatolica (Taskin et al. 2012). Cabe
sefialar que actualmente algunas especies estan siendo confirmadas y otras estan
surgiendo como nuevas para la ciencia (Kuo 2008). Por ejemplo, Isiloglu et al.
(2010) reportan a M. anatolica como una nueva especie de un bosque de pino en
Turquia; mientras que O’Donnell et al. (2011) reportan 41 especies filogenéticas
de varias partes del mundo y de las cuales Kuo et al. (2012) describen
formalmente 19 “endémicas” de Norteamérica, de las cuales 14 son especies
nuevas para la ciencia, reforzando la hipétesis de endemismo continental de
O’Donnell et al. (2011).

Los estudios anteriormente mencionados indican que existen al menos medio
centenar de especies en el mundo, por lo que México puede estar albergando una
gran riqueza de especies hasta ahora desconocidas y amenazadas por diferentes
causas, entre las que destacan la contaminacion ambiental y la consecuente
declinacién de bosques. Sin embargo, a la fecha este género no ha sido estudiado
a profundidad y sélo M. rufobrunnea ha sido validada taxondmicamente por
Guzman y Tapia (1998). Esto ha generado, de acuerdo con Villarreal y Gomez
(1997) entre otras cosas, una regulacion oficial sin bases sélidas, tal es el caso de
la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010. Ademas, Villarreal-Ruiz
(1996) encuentra contradictorias otras normas oficiales vigentes, tal es el caso de
la NOM-059-ECOL-1994 (ratificada como NOM-059-ECOL-2001) que categoriza a
Morchella spp. como amenazada, y la NOM EM 009-SARH3-1994 (ratificada como



NOM-010-RECNAT-1996) que establece los procedimientos, criterios Yy

especificaciones para su aprovechamiento, trasporte y almacenamiento.

En cuanto a su estatus trofico, existen evidencias de su asociacion ectomicorricica
in situ con Picea abies (Buscot y Tottke 1990), Larix occidentalis, Pinus contorta,
P. ponderosa y Pseudotsuga menziesii en condiciones in vitro (Dahlstrom et al.
2000). Recientemente se ha reportado una nueva asociacion simbidtica no
micorricica de Morchella con raices de la graminea Bromus tectorum (Baynes et
al. 2012). Por otro lado, se ha encontrado que algunas especies son eficientes
degradadoras de desechos agricolas y medios de cultivo organicos (Cavazzoni y
Manzoni 1994, Papinutti y Lechner 2008, Zhang et al. 2010, Kanwal y Reddy
2011). En relacion a las especies mexicanas, a la fecha no existen reportes sobre
sus habitos tréficos, sin embargo, dada su habilidad potencial para degradar
lignocelulosa, pudieran ser utilizadas para la producciéon de ascomas a escala

comercial.

Pilz et al. (2007) consideran necesarios estudios sobre sistematica, biologia,
ecologia, genética y el estatus micorricico de este género, ya que permitirdn
conocer: (1) su complejo ciclo de vida; (2) sus patrones de adaptacion debido a los
cambios globales y (3) los recursos genéticos potenciales contenidos en ellas. Lo
anterior favorecera su manejo sustentable y la conservacion de su biodiversidad.
Por tal motivo, en esta investigacion se busca aportar informacion organismica y
genética de las morchellas de México, monitoreadas en cuatro bosques de Abies

religiosa bajo diferentes condiciones de contaminacion ambiental.
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CAPITULO Il. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la diversidad organismica y genética de poblaciones de Morchella
spp. en cuatro bosques de Abies religiosa del Centro de México con diferentes

grados de exposicién a contaminantes atmosféricos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Estudiar el habitat de Morchella spp. en cuatro bosques de Abies religiosa y su
posible interaccién ectomicorricica con plantas del estrato arboreo y herbaceo. (2)
Caracterizar morfolégica y molecularmente las especies de Morchella. (3)
Cuantificar los nucleos de ascosporas e hifas obtenidas de cultivos monospdéricos.
(4) Evaluar su crecimiento in vitro de Morchella spp. empleando diferentes medios
de cultivo y niveles de pH. (5) Determinar la incompatibilidad soméatica de cepas

provenientes de diferentes sitios geograficos.



CAPITULO IIl. CARACTERIZACION DEL HABITAT DE Morchella
spp. EN BOSQUES DE Abies religiosa Y SU POSIBLE
INTERACCION MICORRICICA in situ.

3.1 INTRODUCCION

En México, el género Morchella se ha reportado en bosques de coniferas y
latifoliadas (Villarreal y Pérez-Moreno, 1989). Sin embargo, Villarreal-Ruiz (1996) y
Pilz et al. (2007) sugieren que estd mas asociado con Abies religiosa de la Region
Central de México, encontrandose en micro habitats umbrosos, humedos y con
alta cobertura arbérea. Estos bosques de oyamel se ubican en altitudes entre los
2,400 a los 3,500 m (Rzedowski (2006); y de acuerdo con Manzanilla (1974),
forman masas puras o0 se asocian con otras coniferas y latifoliadas. Si bien, las
morchellas pueden encontrarse en bosques nubosos de montafia o de pino-encino
(Pilz et al. 2007), en el Parque Nacional Desierto de los Leones, se han localizado
s6lo en masas puras de oyamel y no en bosques mixtos de Abies-Pinus-Quercus
(CONANP 2006). Cabe destacar que solo M. rufobrunnea se ha localizado en una
zona subtropical de bosque mesofilo de montafia en la regidon de Xalapa,
Veracruz, a 1350 m de altitud, con bosque mesodfilo de montafia donde
predominan Quercus, Liquidambar, Clethra y Alnus (Guzmén y Tapia 1998).

3.1.1 Declinacién de los bosques de oyamel que albergan morchellas

Los bosques de oyamel, constituyen los sitios de distribucion predominante de
Morchella (Villarreal-Ruiz 1996). En los alrededores del Valle de México muchos
de estos bosques han sido perturbados debido a actividades humanas y a la
contaminacion ambiental proveniente de la Zona Metropolitana de la Ciudad de
México (SMA-GDF 2005, 2011). De acuerdo con la Secretaria de Medio Ambiente
del Gobierno del Distrito Federal, a pesar del mejoramiento de la calidad del aire

en los ultimos 25 afios, siguen presentandose contaminantes con concentraciones



por arriba de los valores establecidos en las Normas Oficiales Mexicanas de Salud
Ambiental. Dado que la La ciudad de México, se localiza en un valle rodeado de
montafias la libre circulacién del viento se dificulta, propiciando la acumulacion de
los contaminantes atmosféricos (Villasefior-Gonzéalez 2011). Adicionalmente,
existen dos factores naturales que la hacen propensa a la contaminacién: (1)
altitud promedio de 2,240 m, que provoca que los procesos de combustion sean
menos eficientes debido a que la concentracién de oxigeno es ~23 % menor que
al nivel del mar. (2) su latitud tropical provoca una intensa radiacion solar,
favoreciendo la formacion de ozono (SMA-GDF 2006). Este fito-oxidante es el
resultado de las complejas reacciones que la radiacion ultravioleta del sol
desencadena entre los 6xidos de nitrégeno y los hidrocarburos emitidos a la
atmosfera, los cuales son precursores del ozono (SMA-GDF 2006, Villasefior-
Gonzalez 2011).

El Parque Nacional Desierto de los Leones, D. F. es uno de los bosques de mayor
importancia para la Ciudad de México, sin embargo es uno de los méas afectados
por efecto de contaminantes atmosféricos. En este sitio se han registrado
alrededor de 102 especies de hongos macromicetos, de las cuales Morchellaceae
la quinta familia con una mayor riqueza de especies (CONANP 2006). En cuanto a
especies forestales, Abies religiosa en asociacion con Pinus y Quercus, cubren
casi la totalidad de la superficie del Parque. Las mejores masas de oyamel se
localizan entre los 2,800 y los 3,200 m de altitud (CONANP 2006). Desde la
década de 1970, se ha registrado el fendbmeno de declinacién y muerte masiva de
oyamel en estos bosques, atribuido principalmente a la acciébn de masas de aire
contaminado procedentes de la Ciudad de México. Si bien, hay otros factores
secundarios que afectan el arbolado, los sintomas se aceleran por la
contaminacion atmosférica (Alvarado 1989). Recientemente, Gonzalez-Medina et
al. (2010) consideran que el ozono troposférico es el principal responsable de la
reduccion de la vitalidad y la muerte masiva de oyamel en el Parque Nacional
Desierto de los Leones. Segun estos autores, el ozono troposférico al entrar a las
hojas a través de los estomas destruye la clorofila y permite la acumulacion

inusual de almidon, que atrae insectos defoliadores. Ademas se ha demostrado
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gue también reduce la translocacion de carbohidratos a la raiz, limitando la

distribucién de fotoasimilados a las micorrizas (Grant 1996).

Otra zona boscosa importante y afectada por la contaminacién ambiental es el
Monte Tlaloc, ubicado en el noreste del Valle de México y donde predomina el
oyamel a partir de los 3,000 m de altitud, presentdndose masas puras entre los
3,100-3,500 m s.n.m, y posteriormente inicia la codominancia con P. hartwegii a
una altitud de 3,600 m (Villasefior-Gonzalez et al. 2011). Segun este autor, el
Monte Tlaloc solo es afectado durante algunos dias por los vientos contaminados
provenientes de la Ciudad de Meéxico. Esta diferencia con respecto a otros
bosques se debe a su ubicacién respecto a la Zona Metropolitana de la Ciudad de
México, ya que la entrada principal del viento troposférico al Valle de México se
ubica en la zona nor-oriental con transporte dominante hacia el sur. Ademas,
existe una entrada menor del viento en la porcién sur-oriental, siendo la direccién
prevaleciente con mayor frecuencia del Nor-noreste a Sur-suroeste, aunque a
menudo se forman turbulencias con zonas de confluencia y convergencia del
viento (SMA-GDF 2005, 2006).

Gonzalez-Medina et al. (2010) observaron que la concentracibn media de ozono
registrada en el Parque Nacional Desierto de los Leones y otros sitios
monitoreados como el Monte Tlaloc y la Reserva de la Biésfera de la Mariposa
Monarca en Michoacan, a pesar de ser altas, resultaron sub-téxicas con respecto
al umbral de toxicidad (0.0400 ppm) de la norma internacional. De hecho, no
encontraron diferencias importantes en exposicién de ozono dentro del Parque, ni
entre las otras areas estudiadas. A pesar de estos resultados, concluyen que en el
Parque Desierto de los Leones hay suficiente exposicion para causar debilidad en
la retencién de follaje, densidad de copa y vigor a medida que aumenta la
concentracion de ozono. Por otro lado, Villasefior-Gonzalez (2011) no encontrd
correlaciéon entre la presencia de ozono y el dafio en oyamel en el Monte Tlaloc,
por lo que sugiere que pueden existir otros factores que expliqguen los dafos al
arbolado este sitio. Finalmente, tampoco encontr6 una correlacion en

concentracion de ozono y los gradientes altitudinales del mismo sitio, pero si
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observd que las concentraciones de ozono con frecuencia llegan a ser tan
elevadas como en las montafias del Ajusco y la Sierra de las Cruces en
Huixquilucan, Estado México.

3.1.2 Estrategias tréficas del género Morchella

(Pilz et al. 2007) han sugerido que las estrategias troficas en el ciclo de vida del
género Morchella, va del saprofitismo-mutualismo-parasitismo. Se ha reportado
evidencia histocitoldgica de la asociacion ectomicorricica in situ de M. rotunda con
Picea abies (Buscot y Tottke 1990), en in vitro entre Morchella sp. con Larix
occidentalis, Pinus contorta, P. ponderosa y Pseudotsuga menziesii (Dahlstrom et
al. 2000). Ademas existe evidencia de que M. elata forma ectomicorrizas (ECM)
secundarias al remplazar a otras previamente establecidas (Buscot 1992, citado
por Pilz et al. 2007). Recientemente Baynes et al. (2012) reportaron una nueva
asociacion endofitica (no micorricica) de Morchella sp. (filotipos Mel-6 y Mel-12)
con raices de la graminea Bromus tectorum, creciendo en tejidos superficiales,
ayudando a la planta a incrementar notablemente su biomasa en condiciones de
invernadero. Por lo anterior, resulta muy interesante el estudio de las posibles
interacciones que se pudieran establecer entre Abies religiosa y Morchella en
nuestro pais, ya que esta especie forestal es nativa de México y de acuerdo a la
SEMARNAT (2008) tiene un potencial para ocupar 402, 462 ha, a pesar de que su
superficie a disminuido al pasar de 164,848 ha en la década de los 70's a 142,269

en el 2002, representando el 0.098 % de la superficie nacional de vegetacion.

Por otro lado, se ha encontrado que algunas especies de Morchella son eficientes
degradadoras de desechos agricolas y compuestos organicos (Cavazzoni y
Manzoni 1994, Papinutti y Lechner 2008, Zhang et al. 2010, Kanwal y Reddy
2011). Por ejemplo, M. conica produce un complejo extracelular de enzimas
celuloliticas en medio mineral con celulosa en polvo como sustrato (Cavazzoni y
Manzoni 1994). M. esculenta y M. crassipes producen la enzima ligninolitica

lacasa, pero no registran actividad de manganeso peroxidasa (MnP) ni Lignina
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Peroxidasa (LiP) (Papinutti y Lechner 2008, Kanwal y Reddy 2011). Por su parte
M. esculenta crece en salvado de trigo, almidon de salvado de trigo con maiz, y
avena laminada, y muestra actividad de endoglucanasa, -B-glucosidasa, amilasa,
lacasa y polimetilgalacturonasa (PMG) (Papinutti y Lechner 2008). Asi mismo se
ha detectado actividad de la enzima a-amilasa que degrada almidon, aumentado
cuando es adicionado con glucosa y extracto de levadura (Zhang et al. 2010). La
manosa y ramnosa son excelentes fuentes de carbono para la produccion de
lacasa en M. crassipes, mientras que fuentes de nitrégeno organico (peptona y
caseina) aumentan la produccion de lacasa comparada con fuentes inorganicas
(Kanwal y Reddy 2011).

Se ha postulado que bajo ciertas condiciones, algunos hongos ectomicorricicos
(EcM) son capaces de adquirir carbono a partir de la materia organica del suelo y
hojarascas cuando éste es limitado en la planta, e incluso proveerle cuando lo
requiere (Courty et al. 2007). Esta adaptacion implica que el balance de carbono
en el suelo esta sujeto a factores ecologicos que afectan tanto a la planta como al
hongo (Talbot et al. 2008). Baldrian (2009) sostiene que no hay evidencia
suficiente para confirmar estas funciones, porque los hongos ECM se encuentran
en horizontes profundos del suelo, donde la disponibilidad de compuestos de
carbono con valor energético es baja. Ademas sugiere que la capacidad de estos
hongos para producir enzimas ligninoliticas y celulasas es baja respecto a la de
los saprobios, evidenciada por la poca cantidad de copias de los genes
correspondientes en hongos ECM (ejemplo: Laccaria bicolor y Amanita

bisporigenes) comparado con especies saprobias (ejemplo: Galerina marginata).

Estas evidencias y las pruebas isotopicas desarrolladas por Hobbie et al. (2001)
indican que si bien, es dificil que una especie de Morchella posea ambos estatus
troficos, el género alberga especies saprobias y micorricicas. Sin embargo, a la
fecha no existen reportes de las capacidades tréficas de las especies de
morchellas mexicanas, considerando que su habilidad potencial para producir

enzimas ligninoceluloliticas puede ser utilizada para la produccion de ascomas a
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escala comercial. De intensificarse dichos estudios, seria posible recuperar,

preservar y propagar este recurso genético con resultados exitosos.

De acuerdo con lo anterior, se plantea como objetivo estudiar el habitat de
Morchella spp. en cuatro bosques de Abies religiosa, asi como sus posibles

interacciones simbidtica con plantas del estrato arbéreo y herbaceo.
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3.2 AREA DE ESTUDIO

Se seleccionaron diversos sitios a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal, con
base en trabajos que reportaron diversos grados de exposicidon a contaminantes
atmosféricos, de acuerdo a su cercania a la Ciudad de México (Alvarado 1989,
SMA-GDF 2005, 2006, 2011; Gonzalez-Medina et al. 2010, Villasefor-Gonzélez
2011) y la posible presencia de poblaciones de Morchella en bosques puros de
oyamel, de acuerdo con Pilz et al. (2007). Con base en lo anterior, se eligieron los
siguientes sitios (Figura 1): (1) Area de influencia del Parque Nacional Desierto de
los Leones, D.F. (DDL), con alta contaminacion atmosférica; (2) Cerro Tlaloc, en el
Estado de México (T), con mediana contaminacién atmosférica; (3) Area de
influencia del Parque Nacional Izta-Popo, Puebla (IP), con escasa contaminacién
atmosférica y (4) Reserva de la Bidsfera de la Mariposa Monarca, en Michoacan

(MM), sin contaminacion atmosfeérica.

La distancia lineal entre sitios fue determinada mediante el programa ArcGIS
V.9.3, siendo de aproximadamente 107 Km entre Mariposa Monarca y Desierto de
los Leones; de 186 Km entre Mariposa Monarca e lzta-Popo, de 162 Km entre
Mariposa Monarca y Tlaloc, de 79 Km entre Desierto de los Leones e Izta-Popo,
de 60 Km entre Desierto de los Leones y Tlaloc y de 39 Km entre Izta-Popo y
Tlaloc.

3.2.1 Sitio Desierto de los Leones (DDL)

Se localiza al suroeste de la Cuenca de México y pertenece a la unidad
geomorfolégica Sierra de las Cruces, con una superficie de 1,529 ha®. Su altitud
media es de 3,500 m, siendo los extremos 2,700 m en la zona mas bajay 3,790 m
en la cima del Cerro San Miguel. El clima corresponde a C(W,) W(b")ig: templado

subhimedo con lluvias en verano, con una precipitacion anual de 1,200 mm. La

2Diario Oficial de la Federacién. 1917. Decreto para la creaciéon del Parque Nacional Desierto de los Leones.
Consultado el 7 de febrero de 2011 en: http://www.conanp.gob.mx/sig/decretos/parques/Desiertoleones.pdf
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temperatura media anual oscila entre 7 y 15 °C (CONANP 2006). Gonzalez
Medina et al. (2010) encontraron en este sitio, una concentracion media de 0.0186
ppm por hora de ozono troposférico, donde 4,826x10 ppm fue la minima y 0.0441
ppm fue la maxima, con un intervalo de mediciéon de 2 a 3 semanas, que si bien es

alto, solo tres lecturas excedieron ligeramente el umbral téxico de 0.0400 ppm.
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Figura 1. Ubicacion geografica de los sitios de muestreo de ascomas de Morchella

spp.: (1) Desierto de los Leones, (2) Tlaloc, (3) Izta-Popo, (4): Mariposa Monarca.
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3.2.2 Sitio Tlaloc (T)

Se localiza en un bosque de la comunidad San Miguel Tlaixpan, en las faldas del
Monte Tlaloc, en la region fisiografica “Sierra Nevada” al oriente del Estado de
México. Aunque a lo largo del declive occidental del Cerro se distinguen tres
subtipos climaticos, en el area de estudio predomina un clima C (w0) (w) b(i’):
templado subhumedo con lluvias en verano, con una precipitacion anual de 700
mm. La temperatura media anual fluctia entre 12-18 °C y con una oscilacién
térmica entre 5y 7 °C (Ortiz y Cuanalo 1977). El cerro tiene una altitud de 4,120
m. En este sitio, Gonzalez-Medina et al. (2010) ubican los niveles de ozono en
0.0145 ppm, mientras que Villasefior-Gonzalez et al. (2011) registran niveles entre
0.051y 0.057 ppm.

3.2.3 Sitio Izta-Popo (IP)

Se localiza en la parte centro-oriental del Eje Volcanico Transversal, en los limites
de Amecameca, Estado de México y Huejotzingo, Puebla. El clima en las
proximidades de Amecameca donde se realizaron los muestreos es Cb (w;) (w)’
gw’: templado subhimedo, con lluvias de verano, con una precipitacion media
anual de 928 mm; siendo febrero el mes mas seco (6.9 mm) y septiembre el mas
humedo (185.6 mm). La temperatura media anual es de 14° C; siendo enero el
mes mas frio (10.8° C) y mayo el mas calido (16.2° C) (CONANP 2008).

3.2.4 Sitio Mariposa Monarca (MM)

Se localiza en la provincia fisiografica del Eje Neovolcanico Transversal, entre el
Estado de México y Michoacén. Su altitud va de 2,400 a 3,640 m. El clima es del
tipo C (W3) (W) (b) (i): templado subhimedo con lluvias en verano, con una
precipitacion anual de 200 a 1,800 mm. De acuerdo con Arriaga et al. (2000), la
temperatura media anual oscila entre 12 y 18 °C. El sitio de estudio se ubica en la
zona de amortiguamiento de la Sierra Chincua, Angangueo, Michoacan. En este
sitio, Gonzélez-Medina et al. (2010) ubican el nivel de ozono en 0.0145 ppm.
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3.3 MATERIALES Y METODOS
3.3.1 Muestreo de ascomas

Se realizaron ocho muestreos de ascomas de Morchella spp. durante el periodo
de lluvias en 2010 y 2011 (Cuadro 1). Cada sitio fue seleccionado con base en la
presencia de oyamel (Abies religiosa) como la Unica especie dominante del estrato
arbéreo y se georreferencio empleando un GPS (Global Positioning System, por
sus siglas en Inglés) Garmin Rino 610. Para realizar la basqueda y localizacion de
ascomas se emplearon sitios de muestreo rectangulares de tamafio variable, con
la finalidad de encontrar el adecuado para conocer la distribucién espacial de las
poblaciones de Morchella spp. Adicionalmente, en el sitio Tlaloc se registré la
presencia y distribucion espacial de las especies forestales dentro del sitio de

muestreo.

Cuadro 1. Muestreo de ascomas en poblaciones de Morchella spp. en cuatro sitios

a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal del centro de México.

Sitio Fecha

1) Desierto de los Leones, D.F. 17, 22 de noviembre de 2010
22 de septiembre de 2011

2) Tlaloc, Texcoco, Edo. De Mex. 7 de septiembre de 2011

3) Izta-Popo, Puebla. 26 de noviembre de 2010

26 de julio, 31 de agosto de 2011
4) Mariposa Monarca, Angangueo Mich. 14 de octubre de 2010

Los ascomas y las muestras de suelo adyacente con raices de plantas se
recolectaron siguiendo el protocolo propuesto por Villarreal-Ruiz (2006), que a
continuacion se describe brevemente: (1) el ascoma, se mantuvo intacto y se
obtuvieron bloques de suelo adyacente de 15x15x15 cm, empleando una pala
plana. Los bloques se etiquetaron y envolvieron cuidadosamente con papel

18



encerado y aluminio. (2) El ascoma se cort6 de la base del estipite, se etiqueto y
cubrié con papel encerado para su transporte. Posteriormente, se obtuvo una
muestra del suelo en la base del ascoma, empleando un tubo de PVC (4 cm en
diametro por 30 cm en largo). Después de la extraccion del tubo PVC (con el suelo
y las raices de las plantas), se envolvié con papel aluminio, se etiquetd y colocé en
bolsas de polietileno para evitar su desecacion. Todos los ascomas y las muestras
de suelo adyacente se colocaron en hieleras con bolsas de gel congelante para su

transporte y posterior procesamiento en el laboratorio.

(1) Sitio Desierto de los Leones (DDL): Se muestrearon 8 areas de
aproximadamente 0.5 Ha, cuyas coordenadas y altitud se muestran en el Cuadro
2. Los sitios DDL-4, 5 y 6 se ubican dentro del Parque Nacional Desierto de los
Leones, mientras que DDL-1, 2, 3, 7 y 8 corresponden al bosque de la Comunidad

Agraria San Mateo Tlaltenango, Cuajimalpa, D.F (Figura 3).

Cuadro 2. Coordenadas de areas muestreadas en el Desierto de los Leones.

Area Latitud Norte Longitud Oeste Altitud (m)
DDL-1 19°20’05.9” 99°18'20.7” 2,854
DDL-2 19°19'28.7” 99°18’14.5” 2,836
DDL-3 19°19'57.1” 99°18'17.6" 2,862
DDL-4 19°17'35.4" 99°19'11.9” 3,167
DDL-5 19°17°26.0” 99°19'06.9” 3,180
DDL-6 19°17°15.3” 99°18’58.8” 3,188
DDL-7 19°19'32.0” 99°18'14.5” 2,951
DDL-8 19°19'31.8” 99°18'14.5” 2,814

(2) Sitio Tlaloc (T): Se instal6 un sitio de muestreo de 60x10 m cuyas coordenadas
extremas son: Tlaloc 1: 19°25'59.52"N, 98°44'51.43"0; Tlaloc 2: 19°25'59.56"N,
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98°44'50.88"0; Tlaloc 3: 19°25'57.31"N, 98°44'51.03"0; Tlaloc 4: 19°25'57.37"N,
98°44'51.51"0; a una altitud promedio de 3,454 m (Figura 4). Dentro del sitio de
muestreo se registré el nimero y distribucién espacial de ascomas y de las

especies forestales, asi como el didmetro a la altura del pecho (DAP).

(3) Sitio Izta-Popo (IP): Se instalé un sitio de muestreo de 180x50 m, cuyas
coordenadas extremas son: Izta 1: 19° 6'22.49"N y 98°35'43.55"0O, lzta 2: 19°
6'20.20"N y 98°35'38.01"0, lzta 3: 19° 6'18.58"N y 98°35'38.77", lzta 4. 19°
6'20.97"N y 98°35'44.07"0O; a una altitud promedio de 3,257 m (Figura 5).

(4) Sitio Mariposa Monarca (MM): Se instalé un sitio de muestreo de 50x60 m
cuyas coordenadas extremas son: 1: 19°39'36.97"N, 100°16'13.51"0; 2:
19°39'37.21"N, 100°16'11.77"O; 3: 19°39'35.22"N, 100°16'11.48"0; 4:
19°39'34.98"N, 100°16'13.13"0; a una altitud promedio de 3,198 m (Figura 6).

3.3.2 Pruebas de identificacién ascomas-ectomicorrizas

El trazo de los bloques de suelo se realiz6 retirando cuidadosamente la hojarasca
y el suelo de la base del ascoma para localizar el micelio de Morchella y su posible
conexion con las ectomicorrizas adyacentes o con las raices de herbaceas. Los
sistemas micorricicos localizados se cortaron y transfirieron a recipientes de
plastico con agua corriente. Se separaron por morfotipos, con base a su color y
textura y se clasificaron de acuerdo a la distancia a la que fueron encontrados de
la base del ascoma.

En el caso de las muestras de suelo obtenidas con los tubos de PVC, se
depositaron en un recipiente con agua corriente durante 1 h. Posteriormente se
retir6 el suelo del tubo de PVC, separando la capa de mantillo, humus y suelo

mineral (cuando estuvieron presentes). Cada porcion de suelo se colocé sobre un
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tamiz con malla de 1 mm y las ectomicorrizas se separaron empleando un
microscopio de diseccion estereoscopico (Carl Zeiss) y se clasificaron por
morfotipos, en pequefios contenedores de plastico con agua corriente.

Los morfotipos ectomicorricicos previamente etiquetados, se fotografiaron en
fresco, empleando un microscopio estereoscopico Olympus Modelo SZX10.
Adicionalmente, se obtuvieron los anatotipos de algunos morfotipos selectos
mediante el pelado del manto, empleando una aguja fina de diseccién. Los
fragmentos del manto se colocaron sobre un portaobjetos con una gota de agua
destilada para su observacion y fotodigitalizacion. Posteriormente, se retir6 el
exceso de agua y se montaron en acido lactico (85 %). Algunos fragmentos de
manto se acomodaron mostrando el anverso y reverso para observar el manto
externo e interno respectivamente. Finalmente se les colocé un cubreobjetos y se
identificaron con base al tipo de manto, de acuerdo a la clasificacion de Agerer
(1987-2006), empleando un microscopio de luz transmitida Olympus BX51. Las
observaciones y tomas fotograficas se realizaron con microscopia de contraste de
interferencia diferencial (DIC-Nomarski), con el objetivo de 100x. Todas las
fotografias fueron tomadas con una camara digital Infinity 1 (Lumenera
corporation) y las imagenes procesadas y analizadas con el programa Image-Pro
Express, version. 6.3 (Media Cybernetics).

Los ascomas de Morchella fueron deshidratados a 35 °C en una deshidratadora de
hongos con sistema de aireacion y termostato. Los morfotipos estudiados fueron
preservados en refrigeracion (4 °C) en viales con alcohol (50%) como material de
referencia y para su eventual analisis molecular. Los anatotipos estudiados fueron
preservados en portaobjetos con acido lactico (85 %) y sellados con barniz de
ufias. Cabe sefalar que todos los materiales de referencia (ascomas, morfotipos y
anatotipos) estan depositados en el Laboratorio de Recursos Genéticos en
Hongos del Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad/Genética del

Campus Montecillo.
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Figura 2. Procesamiento de ascomas y muestras de suelo. (a) Ascoma de
Morchella sp. cercano a un brinzal muerto de Abies religiosa, en un bloque de
suelo de 15x15x15 cm (Foto cortesia del Dr. L. Villarreal-Ruiz). (b) Medicidon
morfométrica del ascoma de Morchella empleando un vernier digital (Foto cortesia
del Dr. L. Villarreal-Ruiz). (c) muestra de suelo debajo de la base del estipite del
ascoma en un tubo PVC. (d) Muestra de suelo hidratado y fraccionado
conteniendo ectomicorrizas adyacentes al ascoma. (e) Tamizado humedo de las

muestras de suelo, para localizar ectomicorrizas potenciales de Morchella.
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3.4 RESULTADOS
3.4.1 Muestreo de ascomas y de suelo con raices

(1) Sitio Desierto de los Leones: No se detectd la presencia de ascomas de
Morchella en ninguno de los sub-sitios muestreados. En opinion de los hongueros
locales la aparicion de ascomas inicia dias después de establecerse el periodo de
heladas, mismo que a la fecha no habia iniciado, ademas, el periodo de lluvias
habia concluido.

DDL-4pDL-5

Im

i oo : Googleearth
| ) e ’ 9

Fechas de imagenes: 10/3/2011 | 2001 19°18'65.44" N 99°18'01 26" O elevaci 53 m Alt ojo 11.75km )

Figura 3. Ubicacion geografica del sitio Desierto de los Leones.
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(2) Sitio Tlaloc: se localizaron y georreferenciaron 12 ascomas (Cuadro 3), de los
cuales se recolectaron 10 de la siguiente manera: (T-1 a T-4) con su respectivo
bloque de suelo, (T-5 a T-8) en un solo bloque de suelo debido a su cercania entre
ellos y (T-9 y T-10) sin suelo. Dos ascomas no se recolectaron porque estaban
senescentes. Se cuantificaron 45 arboles de Abies religiosa con DAP de (-4) 25
(+88) cm y 2 arboles de Pinus sp. con DAP de (-5) 6 (+7) cm (Figura 4).
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3454 m
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T1& 4 <

g TLALOC 1 OEIEALOCE
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ica- Min , Prom , M

Totales del 0a claf d 95 m, -067 m nchnacion max.: -, -

@ Abies religiosa
@ Pinus spp.

Figura 4. Ubicacion geografica del sitio Tlaloc, distribucién de ascomas y especies
forestales.
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(3) Sitio lIzta-Popo: se localizaron y georreferenciaron cuatro ascomas,
recolectados con sus respectivos blogues de suelo (Cuadro 3, Figura 5). El
ascoma IP-1 se recolect6 en estado avanzado de senescencia.

2 ?()Oqle earth
O

Alt. ojo  3.48km (]

nclinacian prom - 3

Figura 5. Ubicacion geografica del sitio I1zta-Popo y distribucién de ascomas.

25



(4) Sitio Mariposa Monarca: se localizaron 7 ascomas cuyas coordenadas se
indican en el Cuadro 3 y se colectaron de la siguiente manera: MM-1, MM-2, MM-3
con suelo adyacente en tubos de PVC y MM-4, MM-5, MM-6, MM-7 con bloques

de suelo adyacente (Figura 6).

Figura 6. Ubicacién geogréfica del sitio Mariposa Monarca y distribucién de

ascomas.
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Cuadro 3. Coordenadas de ascomas localizados en los sitios Tlaloc, 1zta-Popo y

Mariposa Monarca.

Ascoma(afno) Latitud Norte Longitud Oeste Altitud (m)
T1 19°25°59.4”" 98°44'51.3” 3,444
T2 19°25°59.4”" 98°44'51.2” 3,427
T3 19°25°59.2” 98°44’51.3"” 3,435
T4 19°25°58.5”" 98°44’51.0” 3,445
T5-10 19°25°57.8” 98°44°'51.3” 3,453
T11-12 19°25°'57.4” 98°44’'51.4” 3,446
IP-1 (2010) 19°06'18.3" 98°35'40.4" 3,192
IP-2 (2010) 19°06'17.7" 98°35'39.1”" 3,279
IP-3 (2011) 19°06'46.3" 98°35'51.4” 3,277
IP-4 (2011) 19°06'47.2” 98°35'19.8” 3,269
MM 1-7 19°39'35.9” 100°16'12.7" 3,198

T= Tlaloc, IP=lzta-Popo, MM=Mariposa Monarca. Ascomas del sitio Tlaloc recolectados en el 2011.

3.4.2 Pruebas de identificacion ascomas-ectomicorrizas

Durante las pruebas de identificacion, no se detectaron ectomicorrizas
relacionadas directamente con el trazo del micelio y los ascomas de Morchella. En
el sitio Tlaloc (T) se encontraron 16 morfo-anatotipos ectomicorricicos (Cuadro 4,
Figura 8f-t). En el sitio Izta-popo (IP) se encontraron 9 morfo-anatotipos
ectomicorricicos (Cuadro 4); de estos, los correspondientes a los bloques de suelo
de los ascomas IP-1 a IP-2, sélo se fotografiaron (Figura 7p-s), mientras que los
correspondientes a los bloques de suelo de los ascomas IP-3 e IP-4,
adicionalmente se les hizo el pelado de manto (Figura 8a-e). Las ectomicorrizas
localizadas en el suelo adyacente a los ascomas del sitio Mariposa Monarca, solo
se fotografiaron, contabilizandose 16 morfotipos (Cuadro 4, Figura 7a-o0). En las
ectomicorrizas de los bloques de suelo de los ascomas MM-4 y MM-5 so6lo se

encontraron hifas fibuladas, tipicas de basidiomicetos.
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Figura 7. Morfotips etectados en . suelo dyacente a los
ascomas de Morchella spp. en los sitios Mariposa Monarca e Izta-Popo. (a) EcM 1
de MM-1; (b) EcM 2 de MM-1,; (c) EcM 3 de MM-1, (d) EcM 1 de MM-2; (e) EcM 2
de MM-2; (f) EcM 3 de MM-2; (g) EcM 1 de MM-3; (h) EcM 2 de MM-3; (i) EcM 3
de MM-3; (j) EcM 4 de MM-3; (k) EcM 5 de MM-3; (I) EcM 1 de MM-6; (m) EcM 1
de MM-7; (n) EcM 2 de MM-7; (i) EcM 3 de MM-7; (0) EcM 4 de MM-7; (p) EcM 1

de IP-1; (q) EcM 2 de IP-1; (r) EcM 1 de IP-2; (s) EcM 2 de IP-2.




Las ectomicorrizas encontradas en los bloques de suelo de los ascomas IP-3, IP-4
y de todos los del sitio Tlaloc se clasificaron de acuerdo a la estructura del manto
externo en dos grupos: plectenquimatosos (las hifas se distinguen como
estructuras individuales) y pseudoparenquimatosos (las hifas individuales no se
distinguen y adquieren formas irregulares) (Cuadro 4, Figura 8). Los anatotipos
ectomicorricicos de los morfotipos adyacentes a IP-3 e IP-4 fueron
plectenquimatosos; mientras que en el sitio Tlaloc se observaron catorce
anatotipos plectenquimatosos y dos pseudoparenquimatosos (Figura 8). EI manto

de la ectomicorriza 1 de T-6 es tipico de Cenococum geophilum (Figura 80).
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Cuadro 4. Distancia de las ectomicorrizas a la base del ascoma de los sitios

Mariposa Monarca, Izta-Popo y Tlaloc.

Ectomicorriza Ascoma  Distancia a la base del Ramificacién” Tipo de manto”
ascoma (cm)
EcM 1 MM-1 <5 MP -
EcM 2 MM-1 <5 S -
EcM 3 MM-1 <5 S -
EcM 1 MM-2 <16 S -
EcM 2 MM-2 <16 MP -
EcM 3 MM-2 <16 MP -
EcM 1 MM-3 <5 IrP -
EcM 2 MM-3 <5 MP -
EcM 3 MM-3 <5 S -
EcM 4 MM-3 5-13.5 S -
EcM 5 MM-3 5-13.5 S -
EcM 1 MM-6 <5 S -
EcM 1 MM-7 <8 MPi -
EcM 2 MM-7 <8 IrP -
EcM 3 MM-7 <8 S -
EcM 4 MM-7 <8 S -
EcM 1 IP-1 <5 S -
EcM 1 IP-1 <5 MPi -
EcM 1 IP-2 <5 S -
EcM 2 IP-2 <5 D -
EcM 1 IP-3 <8 S Pl (E)
EcM 2 IP-3 <8 S Pl (E)
EcM 1 IP-4 7-10 MPi Pl (B)
EcM 2 IP-4 7-10 S PI (C)
EcM 3 IP-4 7-10 S Pl (A)
EcM 1 T-1 5-8 IrP Pl (A)
EcM 2 T-1 5-8 D Pl (E)
EcM 1 T-2 <5 S Pl (B)
EcM 2 T-2 <5 MP Pl (A)
EcM 3 T-2 <5 MP PI (C)
EcM 1 T-3 5-10 S Ps (M)
EcM 2 T-3 5-10 S Ps (M)
EcM 1 T-5 4-8 S Pl (H)
EcM 2 T-5 4-8 S Pl (A)
EcM 3 T-5 4-8 S Pl (H)
EcM 1 T-6 <5 S Pl (G)
EcM 2 T-6 <5 S Pl (E)
EcM 3 T-6 <5 S Ps (N)
EcM 1 T-7 <5 S Pl (B)
EcM 1 T-7,8 <5 S PI (C)
EcM 2 T-7, 8 <5 S PI (D)

"Ramificacién: MP=monopodial pinada, S= simple, IrP= irregularmente pinada, Mpi= monopodial
piramidal, D= dicétoma. 2Tipo de manto: Pl= plectenquimatoso, Ps= pseudoparenquimatoso

(Anexo 1).
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Figura 8. Morfo-anatotipos ectomicorricicos adyacente a los ascomas de Morchella
spp. en los sitios I1zta-Popo y Tlaloc. (a) EcM 1 de IP-3; (b) EcM 2 de IP-3; (c) EcM
1 de IP-4; (d) EcM 2 de IP-4; (e) EcM 3 de IP-4; (f) EcM 1 de T-1; (g) EcM 2 de T-
1; (h) EcM 1 de T-2; (i) EcM 2 de T-2; (j) EcM 3 de T-2; (k) EcM 1 de T-3; (I) EcM 2
de T-3; (m) EcM 1 de T-5; (n) EcM 2 de T-5; (i) EcM 3 de T-5; (0) EcM 1 de T-6;
(p) ECM 2 de T-6; (g) EcM 3 de T-6; (r) EcCM 1 de T-7; (s) EcM 1 de T-7, 8; (t) EcM
2deT-7, 8.
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3.5 DISCUSION

Todos los ascomas recolectados en los sitios Mariposa Monarca, lzta-Popo y
Tlaloc se localizaron en bosques puros de Abies religiosa concordando con lo
reportado por Villarreal-Ruiz (1996) y Pilz et al. (2007), en altitudes que van de los
3,198 m (sitio Mariposa Monarca) a los 3,453 m (sitio Tlaloc) y dentro del rango de

distribucién de esta especie forestal, de acuerdo con Manzanilla (1974).

En el sitio Tlaloc fue donde se encontré una mayor abundancia de ascomas, a
pesar de que el area muestreada fue las mas pequefia; seguido del sitio Mariposa
Monarca. A pesar de que los sitios Izta-Popo y Desierto de los Leones fueron los
mas visitados, en el primero solo se localizaron 4 ascomas durante 2010 y 2011,
mientras que en el Ultimo no se observo la presencia de ascomas de Morchella.
Aunque el Desierto de los Leones es el bosque mas afectado por la contaminacion
atmosférica (Gonzalez-Medina et al. 2010) y que en este estudio no se localizaron
ascomas de Morchella, no se tienen elementos contundentes para relacionar a la
contaminacion atmosférica con este hecho. Es importante hacer notar que la
ausencia de ascomas en los dos afios muestreados, contrasta con lo reportado
por la CONANP (2006), donde se considera a la familia Morchellaceae como la
quinta con mayor riqueza de especies en el Parque Nacional Desierto de los
Leones.

El monte Tlaloc presenté un mayor abundancia y rigueza de especies, a pesar de
ser el segundo sitio mas expuesto a la contaminacion atmosférica, dada su
cercania a la Ciudad de México, de acuerdo con Villasefior-Gonzalez et al. (2011).
Cabe mencionar que Gonzéalez-Medina et al. (2010) no encontraron diferencias
significativas en exposicion de ozono entre el Parque Nacional Desierto de los
Leones, la Reserva de la Biosfera de la Mariposa Monarca y el Monte Tlaloc,
aunque en el primer sitio si se encontré suficiente exposicidbn como para causar

debilidad en el arbolado.

El muestreo de suelo con tubos de PVC es conveniente por la facilidad para

transportar un gran niumero de muestras, sin embargo contiene bajo volumen de
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suelo y la prueba de identificacibn ascoma-micelio-ectomicorrizas esta restringida.
El bloque de suelo en cambio, es menos manejable para su transporte, pero
durante la prueba de identificacion ascoma-micelio-ectomicorrizas se aprecia
mejor la distribucion del sistema micelial de Morchella, las raices de las plantas y
los morfotipos ectomicorricicos adyacentes, por lo que puede mapearse su
localizacion con respecto a los ascomas. En el presente estudio, los pocos
morfotipos ectomicorricicos observados se ubicaron a no mas de 16 cm, por lo

que las dimensiones del bloque de suelo empleadas se consideran las adecuadas.

Si bien, la presencia de ascomas estuvo relacionada directamente con Abies
religiosa, al localizarse en bosques puros de esta especie forestal, en los trazos
edéficos no se encontraron evidencias de asociacion ectomicorricica con
Morchella, a pesar de que la mayoria de los morfotipos se localizaron en un area
menor de 5 cm respecto a la base del ascoma. En las muestras de suelo
estudiadas, en todos los sitios predominaron los morfotipos de ramificacién simple,
seguidas de los que presentaron un sistema monopodial pinados. En cuanto a tipo
de manto las ectomicorrizas de IP-3 e IP-4 fueron plectenquimatoso, al igual que
la mayoria de las de Tlaloc, que presenté tres ectomicorrizas con manto externo
pseudoparenquimatoso. Seria conveniente llevar a cabo estudios in situ mas
detallados, empleando una combinacién de herramientas de caracterizacion

morfo-anatémica y molecular.
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3.6

CONCLUSIONES

Se confirma la presencia de ascomas de Morchella spp. en bosques puros
de Abies religiosa, en tres sitios con diferentes grados de contaminacion
ambiental, aunque no se localizaron en el sitio presumiblemente mas
contaminado.

La mayor abundancia de Morchella spp. se encontré en el Monte Tlaloc y la
Reserva de la Biosfera de la Mariposa Monarca. Al parecer, el grado de
contaminacion ambiental de los bosques muestreados no tiene una
influencia directa sobre la abundancia de ascomas de Morchella spp.,
aungue se requiere mayor investigacion al respecto.

No se encontraron evidencias de asociacion ectomicorricica in situ entre

Morchella spp. y Abies religiosa.
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CAPITULO IV. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y
MOLECULAR DE MORCHELLA

4.1 INTRODUCCION

El género Morchella se distingue con relativa facilidad de otros de la misma
familia, siendo Gyromitra y Verpa los que mas se parecen morfolégicamente
(Wurtz et al. 2005). De acuerdo a estos autores, el estipite y el himenoforo de las
morchellas (ambos muy delgados) son una sola pieza que se unen en la base del
himendforo formando un hueco; en cambio en Verpa y Gyromitra el estipite se une
al himenoforo en la parte superior de este. Generalmente la confusién y debate
entre micélogos se da a nivel de especies, ya que su variabilidad genética, asi
como las condiciones biogeograficas y climaticas que influyen en su desarrollo dan
como resultado una alta plasticidad fenotipica que ha dificultado su clasificacion
taxonomica por métodos clasicos (Pilz et al. 2007, Kanwal et al. 2011, Pagliaccia
et al. 2011).

Tradicionalmente, las especies de Morchella se han identificado con base en
caracteristicas macro y micro morfologicas, tales como: tamafo, forma, color y
textura de los ascomas (costillas y estipite); tamafio y forma de esporas, forma de
la unién himendéforo-estipite, espesor o capas de la pared del estipite, asi como los
cambios de estas caracteristicas a lo largo de su maduracion (Pilz et al. 2007).
Guzman y Tapia (1998) al comparar las ascas, ascosporas y parafisas de M.
guatemalensis, M. rufobrunnea y otras especies, concluyeron que las
caracteristicas relevantes en la taxonomia del género son el ancho y largo de las
parafisas, la forma y el color de los ascomas, la posicion de las costillas, la

longitud de los alveolos y la coloracion.

Existen solo pocas especies que son relativamente faciles de distinguir, tales
como M. rufobrunnea que se caracteriza por su distribucion ecolégica en areas

subtropicales en México, por la forma conica del himenoforo cuando joven, por las
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crestas palidas y valles casi negros (Kuo 2008). Cabe mencionar que esta especie
también se ha reportado en la zona costera de California, E.U.A. e Israel (Kuo
2008, Masaphy et al. 2009). Por su parte, M. tomentosa se distingue porque tiene
la superficie del himenio densamente tomentosa, gris y frecuentemente negra
(Kuo 2008). Ademas, recientemente, Stefani et al. (2010) encontraron una nueva
estructura subterranea denominada “radiesclerocio”, que se presenta como una
extension del estipite que se conjunta con suelo y raices, y que potencialmente

puede ser utilizada para el diagndéstico de esta especie.

En los dltimos afos, la aplicacion de marcadores moleculares y el analisis
filogenético basado en secuencias de ADN pueden ayudar en la clasificacion
taxonémica de Morchella, que es esencial para definir mejor su riqueza de
especies (Kanwal et al. 2011, Pagliaccia et al. 2011). Estudios de caracterizacion
molecular basadas en la amplificacion de regiones especificas de ADN mediante
la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), se estan
llevando a cabo en diversas regiones del mundo. La Amplificacion Aleatoria del
ADN Polimérfico (RAPDs) ha sido utilizada exitosamente para examinar la
variacion genética en Morchella esculenta (Dalgleish y Jacobson 2005). Sin
embargo, los estudios filogenéticos mas comunes que se han empleado en
Morchella spp. son el grupo de genes del ADNr, entre los que se encuentran: (1) el
Espacio Transcrito Interno (ITS, por sus siglas en inglés); (2) las regiones
codificantes del gen 18s de la subunidad pequefia del ribosoma (SSU rRNA por
sus siglas en inglés); (3) los genes 5.8s y 28s de la subunidad grande (LSU, rRNA
por sus siglas en inglés y (4) el espacio intergénico (IGS, por sus siglas en inglés)
(Wipf et al. 1996; Kellner et al. 2005, Masaphy et al. 2009, 2010, Kanwal et al.
2011). No obstante, a pesar del uso generalizado de secuencias ITS y LSU para
analisis filogenéticos de Morchella, algunos autores como Masaphy et al. (2010),
Stefani et al. (2010) y Kanwal et al. (2011) han reportado que no son suficientes
para diferenciar especies. En estudios recientes efectuados por Taskin et al.
(2010), O’'Donnell et al. (2011), Pagliaccia et al. (2011) y Du et al. (2012), ha sido
posible la delimitacion de especies gracias a la inclusion en los analisis

filogenéticos, de genes que codifican para las subunidades 1 y 2 de la ARN
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polimerasa Il (RPB1 y RPB2) y Factores de Elongacion 1-Alpha (EF-1a) y su
andlisis bajo Genealogical Concordance Phylogenetics Species Recognition
(GCPSR, por sus siglas en inglés). Este es un sistema de reconocimiento
filogenético de especies basado en la concordancia genealdgica de varios genes
nucleares y mitocondriales conservados, funcionales y ortélogos (Taylor et al.
2000).

Los resultados de Taskin et al. (2010) y O’'Donnell et al. (2011) indican que el
género Morchella, en vez de poseer pocas especies con distribucion cosmopolita,
tiene especies cripticas y de distribucion geografica restringida. En estudios
filogenéticos recientes basados en GCPSR se distinguen repetidamente los
siguientes clados: (1) Esculenta (morchellas amarillas); (2) Elata (morchellas
negras) (Taskin et al. 2010, O’Donnell et al. 2011, Kanwal et al. 2011, Du et al.
2012, Kuo et al. 2012). Ademas existe un linaje separado representado por M.
rufobrunnea (O’Donnell et al. 2011, Kuo et al. 2012) y M. anatolica (Taskin et al.
2012). Kanwal et al. (2011) en un estudio en la regién del Himalaya Occidental en
la India, incluyen en el clado elata a los grupos elata, conica, gigas, tomentosa,
costata y angusticeps, mientras que en el clado esculenta ubican los grupos
crassipes, spongiola, esculenta y rufobrunnea. Por lo anterior, actualmente
algunas especies estan siendo reconsideradas y otras estan surgiendo como
nuevas. Po ejemplo, de acuerdo con Kuo (2008) M. atrotomentosa es en realidad
M. tomentosa y la reportada anteriormente como M. deliciosa es M. rufobrunnea.
Isiloglu et al. (2010) reportan la nueva especie M. anatolica en un bosque de pino
en Turquia. O’Donnell et al. (2011) reportan 41 especies filogenéticas de varias
partes del mundo (24 del clado elata, 16 del clado esculenta y 1 M. rufobrunnea),
de las cuales Kuo et al. (2012) describen formalmente 19 endémicas de Norte
América, en las que 14 son especies nuevas, reforzando con ello la hipotesis de
endemismo continental de O’Donnell et al. (2011), ya que segun estos autores
sblo dos de las 41 especies existen también en Europa y Asia (reportadas por
Taskin et al. 2010, 2012) y al parecer han sido introducidas. A partir de esta
informacion se puede deducir que existen al menos medio centenar de especies

en el mundo y México puede estar albergando especies no reportadas, las cuales
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pudieran estar amenazadas por diferentes causas que van desde el cambio de
uso del suelo y la tala indiscriminada, hasta el fendbmeno de declinacion forestal

por efecto de contaminantes atmosféricos y cambio climético.

Guzman y Tapia (1998) aseveran que en México existen siete especies: M.
angusticeps, M. costata, M. elata, M. esculenta (M. conica, M. crassipes, M.
rotunda), M. guatemalensis, M. umbrina y M. rufobrunnea, sin embargo esto ha
sido cuestionado por Pilz et al. (2007), dado que a la fecha s6lo M. rufobrunnea ha
sido validada taxondmicamente. Por ello, el objetivo del presente trabajo es
caracterizar morfolégica y molecularmente las morfo-especies de Morchella
localizadas en bosques de oyamel de diferentes sitios del Eje Neovolcanico

Transversal con diferentes grados de exposicion a contaminantes atmosféricos.
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4.2 MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Descripcion macro y micro-morfolégica de ascomas

Se baso en el concepto de morfotipo propuesto por Pilz et al. (2007), por lo que
cada ascoma recolectado, independientemente de su cercania, se consideré6 como
una morfo-especie diferente, antes de su confirmacion molecular. Los colores se
asignaron segun el Catalogo Universal de Colores de Séguy (1936), donde los
tonos se designan con el nombre del color seguido del nimero de serie entre
paréntesis, por ejemplo: anaranjado (173). Las medidas se registraron en mm,

empleando un vernier digital (Truper). Se tomaron las siguientes mediciones:

Himenoforo: largo, ancho (diametro inferior, medio y superior) forma (cilindrica,
conica y ovoide) y color. Ademas se propuso determinar la conicidad basado en el
indice de conicidad (C) empleado en la caracterizacién varietal de maiz (Ordas y
Ron 1988), dada la similaridad morfolégica entre ambas estructuras, ya que a las

morchellas se les denomina “elotitos” por su similitud con las mazorcas del maiz.

El indice de conicidad se calcul6 de acuerdo a la siguiente férmula propuesta por
Ordas y Ron (1988).

C ={[(Di— Ds)/2]/(L/3)}* 100
Donde: Diy Ds son los diametros inferior y superior, respectivamente
L la longitud total del himendforo

Di se midio a un tercio de la base del himendéforo, el Dm en su parte central y el Ds
a un tercio del apice del himenéforo.

De acuerdo al indice de conicidad se propuso la siguiente clasificacion de formas:
cilindrica (<15%), subcoénica (15-20%) y conica (>20%).

Costillas: numero total, distancia entre crestas (promedio de 5 pares de crestas y

desviacion estandar), profundidad del valle.
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Estipite: largo, ancho (base, parte media y superior), color y textura (lisa,

granulosa o aterciopelada).

Forma y tamafio de esporas: Una vez realizado el andlisis filogenético se midi6é
el largo y ancho (um) de 53 esporas de cada filoespecie, las cuales se tomaron de
la esporada obtenida de los esporomas en fresco o del himenio de esporomas
secos. Asi mismo, se calculé el cociente largo/ancho (Q) propuesto por Hughes et
al. (2007), donde los valores mas cercanos a 1 indican que la espora tiende a ser
esférica. Las tomas fotograficas y la medicion de esporas se realizd con un
microscopio Olympus Modelo BX51, empleando el objetivo de 100X. Para la
fotodigitalizacion se usé una camara digital Infinity 1 (Lumenera corporation), las
imagenes fueron procesadas y analizadas con el programa Image-Pro Express,

version. 6.3 (Media Cybernetics).

Andlisis estadistico de tamafo de esporas

Para evaluar las variables largo, ancho y cociente Q (largo/ancho) de esporas, se
empled un disefio experimental completamente al azar con 4 tratamientos (grupos
filogenéticos) y 72 repeticiones por tratamiento, mediante el paquete estadistico
Statistical Analysis System 9.1 (SAS 9.1), con el procedimiento Proc anova,

empleando el siguiente modelo:
Yij =u + Ti + gij
Donde:

Y;j = Valor de la variable respuesta del tratamiento i en la repeticion j

U = Media general
T; = Efecto del tratamiento i.i = 1,2,...,36

&;j = Error experimental de la repeticion j del tratamiento i. j = 1,2,...,5
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La hipotesis a probar empleando el procedimiento ANOVA (SAS 9.1) fue:
Ho: T1=T,=...=T; (todos los tratamientos producen el mismo efecto en Yj)
Ha: 3 i# > T#Tj (al menos un tratamiento produce efecto diferente en Yj)

Se rechaza Ho si F>F; y si P-yque<a

La prueba de Tukey usando el mismo programa estadistico considero:
DMS = (q)(sy)
Donde:
DMS = diferencia minima significativa

q= quw),t (valor de tablas de rangos estudentizados)

CM(E)
r

sy =

Si |371 —37]| > DMST; #T;...serechaza Ho: y; = ;

Si |371 —3TJ| > DMST; =Tj...se acepta Ho: y; = y;

4.2.2 Caracterizacion molecular

Se basé en los estudios desarrollados por Masaphy et al. (2010), Stefani et al.
(2010), Taskin et al. (2010), Kanwal et al. (2011), Pagliaccia et al. (2011)
O’Donnell et al. (2011) y Du et al. (2012), empleando cultivos puros de Morchella
spp. desarrollados en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) a partir de

ascomas provenientes de los sitios de muestreo Izta-Popo (IP) y Tlaloc (T).
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Extraccion de ADN

Método de lisis. De las cepas IP-2 E, IP-3E, IP-4E, T-6 E, T-8E, T-9E, T-10 E, T-
2 Cy T-3 C (IP= Izta-Popo, T= Tlaloc, E= monospdricos, C= contexto), se tomo un
fragmento de aproximadamente 2 cm? de micelio cultivado en medio sélido PDA.
Posteriormente, se transfirié a un tubo Eppendorf de 200 pL conteniendo 30 pL de
solucién de lisis. Los tubos se calentaron a bafio maria a 95 °C durante 5 min y se
centrifugaron a 10,00 rpm durante 5 min (centrifuga Eppendorf 5415 R). Se
tomaron 22 yL de sobrenadante y se transfirieron a nuevos tubos Eppendorf. El
ADN obtenido fue cuantificado en un espectrofotometro de ultra-bajo volumen
(NanoDrop 1000, Thermo Scientific) para evaluar la cantidad y calidad del mismo,
valorando la concentracion y absorbancia a 260/280 nm. Finalmente, las muestras

se diluyeron con agua ultrapura mili-Q® a una concentracién de 20 ng pL-'.

Método CTAB 2%. A partir de las cepas T-1 E, T-4 E, T-5 E, T-7 E, IP-3 C, T1-C,
T-6 C, T-9 C, se removio el micelio del hongo con una espatula. Posteriormente,
se transfirié6 a un mortero de porcelana previamente enfriado a -20 °C y se agreg6
nitrogeno liquido para pulverizarlo. El micelio pulverizado se transfiri6 a un tubo
Eppendorf de 2 mL previamente enfriado. Inmediatamente se le agregé 1 mL de
CTAB a 65 °C y se mezclo por inversion, para homogenizar el micelio con la
solucion de lisis. Las muestras se incubaron a 65°C por 90 min en bafio maria,
invirtiéndolos cuidadosamente cada 20 min. Luego se agreg6é 500 pL de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé por inversion durante 10 min a
temperatura ambiente. Los tubos con la mezcla se centrifugaron a 3,500 rpm
durante 10 min y se recuperé alrededor de 650 pL de la fase superior acuosa, la
cual se transfirio a un tubo Eppendorf de 1.5 mL. A la muestra se le adicioné 0.5
volumen de isopropanol (2-propanol) frio, se mezclé6 suavemente por inversion,
para favorecer la precipitacién y se incubd a -20°C por 1 h. Las muestras se
centrifugaron a 3,500 rpm durante 30 min, eliminando el sobrenadante por
decantacién, posteriormente se agregé 1 mL de etanol al 70%, para llevar la
pastilla, se centrifugdb a 3,500 rpm por 8 min, posteriormente se elimind el

sobrenadante; este paso se repitio dos veces. La pastilla con el ADN se seco a
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temperatura ambiente durante 30 min, luego se resuspendié en 100 pL de buffer
de elucién. La calidad de ADN se verificd por electroforesis en un gel de agarosa
(1.5%, Invitrogen). ElI ADN fue cuantificado en un espectrofotdmetro de ultra-bajo
volumen (NanoDrop 1000, Thermo Scientific) para evaluar la cantidad y calidad
del mismo, valorando la concentracion y absorbancia a 260/280 nm. Finalmente,

las muestras se diluyeron con agua ultrapura mili-Q® a una concentracién de 20 ng
1

pL-".

Amplificacién de Espacio Transcrito Interno (ITS) por PCR

Las mezclas de reaccién individuales se dispusieron en un volumen de 20 pL,
conteniendo 8.7 pL de H,0O, 5.0 pL de Buffer de reaccion GoTaq® (Promega), 2.0
uL de dNTPs, 2.0 pL de Primer ITS 4, 2.0 pL de Primer ITS 5y 0.4 pL de Tag ADN
Polimerasa (Promega). Se adicionaron 5 puL de cada muestra a amplificar en los
tubos PCR respectivos. La amplificacion se llevé a cabo en un ciclo de 4 minutos a
95 °C, 35 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min a 58 °C, 2 min a 72 °C y finalmente una
extension de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron separados mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% (Invitrogen), a 85 voltios por 50
minutos. Posteriormente se visualizaron en un fotodocumentador (Infinity-VX2-
3026 WL/LC/26M X-Press), previa tincion con GelRed™ (Biutium). Las muestras
amplificadas fueron limpiadas con el kit de limpieza QIAquick® PCR Purification
Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Cabe mencionar que hubo
cepas, cuya extraccion de ADN y amplificacion se hicieron en diferente tiempo,
para las cuales se uso el kit de limpieza Wisard® SV Gel and PCR Clean-Up

system (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Secuenciacion y analisis filogenético

Las muestras de PCR limpias se cuantificaron en un espectrofotometro para
evaluar la cantidad y calidad del mismo. Posteriormente, se diluyeron a 10 ng pL™
y se secuenciaron en ambas direcciones en un secuenciador Genetic Analyzer
3130 (Applied Biosystems, USA). Las secuencias obtenidas fueron corregidas
manualmente para eliminar las posiciones ambiguas de los nucleétidos. Las
secuencias en ambas direcciones se ensamblaron y editaron utilizando el
programa BioEdit version 7.0.5. (Hall 1999), con el cual se cre6 una secuencia
consenso, misma que se compar®é con secuencias similares depositadas en

GeneBank, empleando el programa BLAST (Altschul et al. 1997).

Para realizar el analisis filogenético las secuencias consenso se compilaron en un
archivo fasta, luego se alinearon con el Profile mode del Clustal W 1.8.1 del
Programa Mega 4.0.2. y se analizaron con el método de Maxima Parsimonia (MP)
seleccionando la opcion Close Neighbour Interchange (CNI) (level=1), con un
arbol inicial por adicion al azar (10 reps), considerando los espacios y datos
perdidos como completamente eliminados. El analisis de bootstrap se estim6 con
1000 repeticiones para determinar los valores de confiabilidad de los
agrupamientos dentro del arbol. Para construir el arbol filogenético, se incluyeron
como referencias secuencias similares de las especies mas cercanas obtenidas
del GenBank. Como especie fuera de grupo se asigno Xylaria multiplex (GenBank
AY909020).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Descripcion macro y micro-morfolégica de ascomas

Sitio Tlaloc
Morchella sp. T-1 (Figura 1a)

Himenoforo: 58.1 mm de largo y 32.0 mm de ancho. Forma cilindrica-globosa, Di
29.7 mm, Dm 32 mm y Ds 25 mm. Conicidad del 12%. Costillas: 15, crestas
horizontales bien marcadas y alveolos irregulares. Distancia promedio entre
crestas de 5.2 mm (+0.58) y profundidad promedio de 7.6 mm. Color de crestas y
valles anaranjado (217) y amarillo (315). Estipite: 29.2 mm de largo y 15.9 mm de
ancho, ligeramente mas ancho en la base. Textura lisa, ligeramente aterciopelada.
Color entre amarillo (320) y verde (340). Tamafio de esporas: (-19.5) 21.8
(s=1.43) (+24.4) x (-10.8) 12.2 (s=0.88) (+14.5) um, Q= (-1.46) 1.79 (s=0.16)
(+2.24).

Morchella sp. T-2 (Figura 1b)

Himendoforo: 53.5 mm de largo y 29.5 mm de ancho. Forma subcoénica-globosa,
Di 30.9 mm, Dm 29.4 mm y Ds 22.3 mm. Conicidad del 24.1%. Costillas: 17,
crestas horizontales bien marcadas y alveolos irregulares. La distancia promedio
entre crestas fue de 4.3 mm (x0.49) y la profundidad promedio de 6.9 mm. Color
de crestas y valles entre amarillo (315) y verde (336). Estipite: 27.9 mm de largo y
10.7 mm de ancho. Base engrosada, disminuyendo hacia la unién con el
himendforo. Textura lisa, ligeramente aterciopelada. Color entre amarillo (320) y
verde (340).
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Morchella sp. T-3 (Figura 1c)

Himenoforo: 51.5 mm de largo y 31.2 mm de ancho. Forma conica, Di 32.3 mm,
Dm 31.2 mm y Ds 20.3 mm. Conicidad del 31.9%. Costillas: 18, crestas
horizontales bien marcadas y alveolos irregulares. Una distancia promedio entre
crestas de 4 mm (x0.86) y una profundidad de 7.4 mm. Color entre anaranjado
(223) y amarillo (315). Estipite: 25.5 mm de largo y 13.3 mm de ancho. Base
engrosada, disminuyendo hacia la unién con el himendforo. Textura lisa,

ligeramente aterciopelada. Color entre amarillo (320) y verde (340).

Morchella sp. T-4 (Figura 1d)

Himenoforo: 57.8 mm de largo y 32.1 mm de ancho. Forma cilindrica, Di 32.8
mm, Dm 32.1 mm y Ds 29 mm. Conicidad del 10.1%. Costillas: 17, con alveolos
ovalados, bien definidos. Una distancia promedio entre crestas de 5.3 mm (£1.10)
y una profundidad promedio de 7.2 mm. Color anaranjado (208 y 217). Estipite:
25.8 mm de largo y 10.1 mm de ancho. Ligeramente mas engrosada en el sitio de
unién con el himendforo que en la base. Textura lisa, ligeramente aterciopelada.
Color entre amarillo (320) y verde (340). Tamafio de esporas: (-17.2) 21.1
(s=1.85) (+23.8) x (-10.0) 12.6 (s=0.86) (+16.8) um, Q= (-1.21) 1.69 (s=0.17) (+2).

Se encontré una estructura subterranea similar al “radiesclerocio”, reportado por
Stefani et al. (2010) en Morchella tomentosa. Es una prolongacién del estipite,
compacta y dura, formada por raices de herbaceas, ectomicorrizas muertas de
Abies religiosa, suelo y tejido miceliar blanco similar al del estipite. La estructura

se ramifica en 3 brazos, de 2.5 cm de diametro y 8 cm de largo (Figura 1h).

Morchella sp. T-5 (Figura le.1)

Himenoforo: 44.4 mm de largo y 20.4 mm de ancho. Forma subconica, Di 23.9
mm, Dm 20.4 mm y Ds 19.3 mm. Conicidad del 15.7%. Costillas: 15, con alveolos
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ovalados, definidos. Una distancia promedio entre crestas de 3.8 mm (x0.51) y
una profundidad promedio de 5 mm. Color anaranjado (208 y 217). Estipite: 12.7
mm de largo y 10.5 mm de ancho. Ligeramente mas engrosado en el sitio de union
con el himendéforo que en la base. Textura lisa, ligeramente aterciopelada. Color
entre amarillo (320) y verde (340). Tamafio de esporas: (-18.9) 21.2 (s=1.44)
(+23.8) x (-10.2) 11.3 (s=0.50) (+11.9) pm, Q= (-1.68) 1.88 (s=0.12) (+2.10).

Figura 1. Ascomas de Morchella spp. localizados en el sitio Tlaloc. (a) T-1; (b) T-2;
(c) T-3; (d) T-4; (e) T5-8: (e.1) T-5, (e.2) T-6, (e.3) T-7, (e.4) T-8; (f) T-9; (g) T-10;
(h) radiesclerocio de T-4 formado de suelo compacto, (i) raices y micorrizas
muertas (j) tejido similar al estipite que componen el radiesclerocio. &= sitio de

unién del ascoma
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Morchella sp. T-6 (Figura 1e.2)

Himenoforo: 59.8 mm de largo y 25.2 mm de ancho. Forma cilindrica, Di 27.9
mm, Dm 25.4 mm y Ds 22.8 mm. Conicidad del 12.9%. Costillas: 17, alveolos
ovalados, definidos. Una distancia promedio entre crestas de 4.5 mm (£1.39) y
una profundidad promedio de 7.6 mm. Color anaranjado (208 y 217). Estipite:
31.1 mm de largo y 13.8 mm de ancho. Ligeramente mas engrosado en el sitio de
union con el himendéforo que en la base. Textura lisa, ligeramente aterciopelada.
Color entre amarillo (320) y verde (340). Tamafio de esporas: (-18.3) 22.5
(s=1.77) (+26.1) x (-10.9) 12.9 (s=1.10) (+15.8) um, Q= (-1.52) 1.75 (s=0.12)
(+1.96).

Morchella sp. T-7 (Figura 1e.3)

Himendoforo: 46.4 mm de largo y 24.7 mm de ancho. Forma subcénica, Di 27.3
mm, Dm 24.7 mm y Ds 22.1 mm. Conicidad del 17.1%. Costillas: 16, con alveolos
ovalados, definidas. Una distancia promedio entre crestas de 4 mm (x0.66) y una
profundidad promedio de 5.8 mm. Color anaranjado (208 y 217). Estipite: 22.2
mm de largo y 13.3 mm de ancho. Ligeramente mas engrosado en la base.
Textura lisa, ligeramente aterciopelada. Color entre amarillo (320) y verde (340).
Tamafio de esporas: (-14.6) 21.8 (s=1.93) (+25.5) x (-9.3) 11.5 (s=0.76) (+13.3)
um, Q= (-1.57) 1.89 (s=0.16) (+2.27).

Morchella sp. T-8 (Figura le.4)

Himenoforo: 52.4 mm de largo y 21.1 mm de ancho. Forma conica, Di 24 mm,
Dm 21.1 mm y Ds 18.6 mm. Conicidad del 26.4%. Costillas: 16, con alveolos
ovalados, definidas. Una distancia promedio entre crestas de 3.5 mm (x0.22) y
una profundidad promedio de 4.2 mm. Color anaranjado (208 y 217). Estipite:
25.5 mm de largo y 11.8 mm de ancho, cilindrico. Textura lisa, ligeramente
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aterciopelada. Color entre amarillo (320) y verde (340). Tamafo de esporas: (-
19.6) 22.0 (s=1.25) (+25.2) x (-10.4) 12.0 (s=0.74) (+13.3) um, Q= (-1.61) 1.84
(s=0.14) (+2.19).

Morchella sp. T-9 (Figura 1f)

Himenoforo: 57.7 mm de largo y 20.4 mm de ancho. Forma subconica, Di 23.4
mm, Dm 20.5 mm y Ds 19.5 mm. Conicidad del 10.2%. Costillas: 16, con alveolos
ovalados, definidas. Una distancia promedio entre crestas de 3 mm (x0.49) y una
profundidad promedio de 5.3 mm. Color anaranjado (208 y 217). Estipite: 24.9
mm de largo y 12.9 mm de ancho. Ligeramente méas engrosado en el sitio de unién
con el himendforo que en la base. Textura lisa, ligeramente aterciopelada. Color
entre amarillo (320) y verde (340). Tamafo de esporas: (-17.0) 20.7 (s=1.72)
(+23.5) x (-10.1) 11.7 (s=1.05) (+13.8) um, Q= (-1.46) 1.78 (s=0.16) (+2.19).

Morchella sp. T-10 (Figura 1g)

Himenoforo: 44.2 mm de largo y 29.2 mm de ancho. Forma subcoénica-globosa,
Di 28.4 mm, Dm 29.3 mm Ds 23.6 mm. Conicidad del 16.2%. Costillas: 16, con
alveolos ovalados, definidas. Una distancia promedio entre crestas de 5.3 mm
(x0.78) y una profundidad promedio de 7 mm. Color entre anaranjado (217) y
amarillo (315). Estipite: 15.9 mm de largo y 13.2 mm de ancho. Ligeramente mas
engrosado en el sitio de union con el himendéforo que en la base. Textura lisa,

ligeramente aterciopelada. Color entre amarillo (320) y verde (340).
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Sitio Izta-Popo
Morchella sp. IP-1 (Figura 2a)

Debido al estado avanzado de senescencia no fue posible hacer una descripcion
completa. El color de la cresta es amarillo (301) y el del valle amarillo (315). El
estipite mide 24.8 mm de largo y 11.2 mm de ancho, engrosado en la base, y
disminuyendo ligeramente hacia el sitio de unién con el himendéforo, su textura es

lisa, ligeramente aterciopelada, color entre amarillo (320) y verde (340).

Morchella sp. IP-2 (Figura 2b)

El ascoma estaba incompleto, por lo que la descripcion es parcial. Himenoforo:
forma subcdnica-globosa, Di 27.18 mm y Dm 25.6 mm. Costillas: 15, gruesas, no
muy delimitadas, crestas horizontales poco marcadas y alveolos rectangulares.
Una distancia promedio entre crestas de 5.91 mm (£0.42) y una profundidad
promedio de 5.6 mm. El color general es anaranjado (233) y amarillo (249) con
crestas marron 691 en las regiones senescentes. Estipite: 36.1 mm de largo,
20.31 mm de ancho en la base, 13.75 mm en la parte mediay 11.41 mm en el sitio
de unién con el himendforo, su textura va de lisa a ligeramente aterciopelada, su
color esta entre amarillo (320) y verde (340). Tamafio de esporas: (-15) 20.3
(s=2.95) (+26.0) x (-9.7) 13.0 (s= 1.62) (+16.2) um, Q= (-1.19) 1.57 (s=0.17)
(+1.98).

Se encontré una estructura subterranea compacta de aproximadamente 7 cm de
longitud, similar al “radiesclerocio” reportado en M. tomentosa por Stefani et al.
(2010), el cual es una extensién del estipite y esta compuesto de tejido
blanquecino similar al del estipite, suelo endurecido y la raiz de una planta

herbacea (Taraxacum sp.) que se inserta en la base del ascoma (Figura 2e,f).
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Figura 2. Ascomas de Morchella spp. localizados en el sitio 1zta-Popo. (a) IP-1. (b)
IP-2. (c) IP-3. (d) IP-4. (e , f) radiesclerocio de IP-2 y su asociacion fisica con
Taraxacum sp., raices de la planta (flechas continuas) y tejido similar al del
estipite (flecha punteada), estrella indica el sitio de union del ascoma. (Q)
radiesclerocio de IP-3 y su asociacion fisica con una planta herbacea, (g.1), raices
de la planta y micelio (g.2), estrella indica el sitio de union del ascoma. (h) bosque

de Abies religiosa, habitat de Morchella spp. @= sitio de unién del ascoma.
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Morchella sp. IP-3 (Figura 2c)

Himenoforo: 77.2 mm de largo y 34.3 mm de ancho. Forma cilindrica, Di 35.4
mm, Dm 34.3 mm y Ds 31 mm. Conicidad del 10.5%. Costillas: 13, bien
delimitadas, con crestas horizontales bien marcadas y alveolos irregulares. Una
distancia promedio entre crestas de 7.1 mm (+1.54) y una profundidad promedio
de 5.3 mm. Color de crestas y valles es anaranjado (232 y 233). Estipite: 49.7 mm
de largo y 22.0 mm de ancho. Engrosado en la base y disminuye ligeramente
hacia el sitio de unién con el himend6foro. Textura aterciopelada, ligeramente

granulosa. Color entre amarillo (320) y verde (340).

Se encontré una estructura subterranea similar al “radiesclerocio”, reportado por
Stefani et al. (2010) en M. tomentosa. Es una prolongacién del estipite, compacta
y dura, formada por raices de herbaceas, suelo y concentraciones de micelio
(Figura 2.g). Cabe sefialar que es menos compacto que el radiesclerocio del

ascoma IP-2, mide 8 cm de largo y 2 cm de diametro.

Morchella sp. IP-4 (Figura 2d)

Himendoforo: 46.4 mm de largo y 34.2 mm de ancho. Forma subcoénica, Di 34.9
mm, Dm 34.2 mm y Ds 29.9. Conicidad del 22.4%. Costillas: 15, con crestas
horizontales bien marcadas y alveolos irregulares. Una distancia promedio entre
crestas de 6.3 mm (x1.14) y una profundidad promedio de 2.4 mm. Color de
crestas y valles es anaranjado (219 y 235). Estipite: 29.2 mm de largo y 18.0 mm
de ancho. Més engrosado en el sitio de union con el himenoforo que en la base.
Textura lisa, ligeramente granulosa. Color entre amarillo (320) y verde (340).
Tamafio de esporas: (-18.2) 21.6 (s=1.40) (+26.0) x (-9.7) 12.3 (s=1.0.7) (+15.4)
pum, Q= (-1.38) 1.76 (s=0.16) (+2.24).
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Sitio Mariposa Monarca
Morchella sp. MM-1 (Figura 3a)

Himend6foro: 28.4 mm de largo y 30.23 mm de ancho. Forma subcdnica-globosa,
Di 20.8 mm, Dm 23.5 mm y Ds 18.8 mm. Conicidad del 10.3%. Costillas: 16
costillas verticales, crestas horizontales poco marcadas que desaparecen al llegar
al valle y alveolos irregulares. Una distancia promedio entre crestas de 3 mm
(x0.64) y una profundidad promedio de 3.3 mm. Color de cresta entre amarillo
(315) y azul (520) y de valle azul (522). Estipite: 28.8 mm de largo y 10.7 mm de
ancho. Mas grueso en la base y disminuye hacia el himendforo, textura lisa,

ligeramente aterciopelada. Color entre amarillo (320) y verde (340).

Morchella sp. MM-2 (Figura 3b)

Himendoforo: 16.7 mm de largo y 10.74 mm de ancho. Forma subcoénica, Di 11.7
mm, Dm 10.74 mm y Ds 10 mm. Conicidad del 15.2%. Costillas: 16 costillas
verticales, bien delimitadas, crestas horizontales poco marcadas que desaparecen
al llegar al valle y alveolos irregulares. Una distancia promedio entre crestas de 1
mm (£1.12) y una profundidad promedio de 1.1 mm. Color de cresta entre
anaranjado (232) y azul (522), de valle azul (522). Estipite: 2.2 mm de largo y
5.26 mm de ancho. M&s delgado en la base y engrosa hacia el himendforo, textura

lisa, ligeramente aterciopelada. Color entre amarillo (320) y verde (340).

Morchella sp. MM-3 (Figura 3c)

Himendforo: 47.1 mm de largo y 24.4 mm de ancho. Forma cilindrica, Di 26.6
mm, Dm 24.4 mm y Ds 22.4 mm. Conicidad del 13.2%. Costillas: 16, no muy
delimitadas, crestas horizontales poco marcadas que desaparecen al llegar al valle
y alveolos irregulares. Una distancia promedio entre crestas de 3.7 mm (x4.21) y
una profundidad promedio de 6.3 mm. El color de la cresta est4 entre anaranjado
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(234) y azul (522) y el del valle amarillo (315). Estipite: 33.7 mm de largo y 11.7
mm de ancho. Engrosado en la base, disminuye en la parte media y aumenta
ligeramente en el sitio de unién con el himendéforo, de textura lisa, ligeramente

aterciopelada. Color entre amarillo (320) y verde (340).

Figura 3. Ascomas de Morchella spp. localizados en el sitio Mariposa Monarca. (a)
MM-1, (b) MM-2, (c) MM-3, (d) MM-4, (e) MM-5, (f) MM-7.

Morchella sp. MM-4 (Figura 3d)

Himenoforo: 63.2 mm de largo y 28 mm de ancho. Forma cilindrica, Di 19.5 mm,
Dm 28 mm y Ds 13.6 mm. Conicidad del 13.9%. Costillas: 16, bien delimitadas,
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con crestas horizontales bien marcadas y alveolos rectangulares. Una distancia
promedio entre crestas de 5.1 mm (£0.39) y una profundidad promedio de 7.7 mm.
El color de la cresta entre anaranjado (173) y amarillo (301), el del valle amarillo
315. Estipite: 41.6 mm de largo y 15.8 mm de ancho. Engrosado en la base,
disminuye en la parte media y aumenta ligeramente en el sitio de union con el
himendforo, de textura lisa, ligeramente aterciopelada. Color entre amarillo (320) y
verde (340).

Morchella sp. MM-5 (Figura 3e)

Himenoforo: 58.2 mm de largo y 47.3 mm de ancho. Forma subconica-globosa,
Di 45.1 mm, Dm 47.3 mm y Ds 37.7 mm. Conicidad del 19%. Costillas: 16, bien
delimitadas, con crestas horizontales bien marcadas y alveolos rectangulares. Una
distancia promedio entre crestas de 8.2 mm (+1.21) y una profundidad promedio
7.5 mm. El color de la cresta entre marrén (691) y marrén rojo (706), el del valle
anaranjado (233 y 235). Estipite: 60.6 mm de largo y 25.2 mm de ancho.
Engrosado en la base, y disminuye hacia el sitio de unién con el himendéforo, de
textura ligeramente aspera, con granulos pequefos. El color entre amarillo (320) y
verde (340).

Morchella sp. MM-6

Himenoforo: 56.6 mm de largo y 39.9 mm de ancho. Forma cilindrica-globosa, Di
de 38.3 mm, Dm de 39.9, y Ds 34.9 mm. Conicidad del 6.3%. Costillas: 16, bien
delimitadas, crestas transversales poco marcadas y alveolos irregulares. Una
distancia promedio entre crestas 6.8 mm (x1.06) y una profundidad promedio de
8.1 mm. El color de la cresta y el valle es verde (427). Estipite: 32.8 mm de largo
y 15.3 mm de ancho. Engrosado en la base y disminuye hacia el sitio de unién con
el himendforo, de textura lisa, ligeramente aterciopelada. El color esta entre
amarillo (320) y verde (340).
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Morchella sp. MM-7 (Figura 3f)

Himenoforo: 44.3 mm de largo y 23.2 mm de ancho. Forma cilindrica-globosa, Di
21.6 mm, Dm 23.2 mm y Ds 19.5 mm. Conicidad del 6.8%. Costillas: 16, bien
delimitadas. Crestas horizontales poco marcadas que desaparecen en el valle.
Una distancia promedio entre crestas de 5.1 mm (x0.66) y una profundidad
promedio de 4.6 mm. El color de la cresta es anaranjado (206 y 207) y el del valle
es anaranjado (206). Estipite: 22.9 mm de largo y 10.9 mm de ancho. Engrosado
en la base y disminuye ligeramente hacia el sitio de union con el himendforo,
textura lisa, ligeramente aterciopelada. El color esta entre amarillo (320) y verde
(340).

Ajuste en la clasificacion de forma del himeno6foro de los ascomas

Ademas de las formas cilindricas, subcdnicas y conicas que se determinaron con
base en el indice de conicidad, se encontraron algunos ascomas con el
himendéforo globoso. La particularidad de estas Ultimas es que el diametro inferior
(Di) es menor al diametro medio (Dm), pero la férmula de Ordas y Ron (1988) no
considera el diametro medio, ya que en mazorcas, el diametro mayor siempre es
el inferior. Con el fin de que la clasificacion de formas sea mas precisa y tome en

cuenta las formas globosas se propone el siguiente cociente:

Di
siﬁ > 1 entonces la forma no es globosa

Di
si—D < 1 entonces la forma es globosa
m

Dada esta condicion, la forma de los ascomas se ajustd como se muestra en el
Cuadro 1.
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Cuadro 1. Forma del himeno6foro de los ascomas de Morchella ajustadas por el

cociente Di/Dm.

Ascoma L Di Dm Ds C (%) Di/Dm Forma ajustada

IP-1 - - - - - - -

IP-2 - 27.18 25.6 - - - -

IP-3 77.26 35.48 34.38 30.09 105 1.03 cilindrica

P-4 46.43 34.92 3429 29.98 16.0 1.02 subcédnica

T-1 58.12 29.7 32 25.04 12.0 0.93  Cilindrica-globosa

T-2 53.55 27.86 29.47 2227 157 0.95  Subcoénica-globosa

T-3 5155 31.26 31.27 20.31 31.9 1.00 conica

T-4 57.85 3284 3211 28.96 10.1 1.02 cilindrica

T-5 4445 2392 20.48 19.27 157 1.17 subcénica

T-6 59.83 27.98 2524 2284 12.9 1.11 cilindrica

T-7 46.43 27.38 24.73 22.08 17.1 1.11 subcoénica

T-8 53.44 27.03 21.13 17.64 264 1.28 conica

T-9 57.77 24.44 20.49 1853 153 1.19 subcoénica
T-10 4418 28.39 29.29 2361 16.2 0.97  Subconica-globosa
MM-1 28.4 20.83 2358 18.88 10.3 0.88 Cilindrica-globosa
MM-2  16.79 11.74 10.74 10.04 15.2 1.09 Subcoénica
MM-3 47.12 26.6 2441 2245 13.2 1.09 Cilindrica
MM-4  63.25 19.54 28.07 13.66 13.9 0.70 Cilindrica
MM-5 58.26 45.14 47.3 37.76 19.0 0.95  Subconica-globosa
MM-6 56.69 38.25 39.95 34.88 8.9 0.96 Cilindrica-globosa
MM-7 4437 21.6 23.26 19.58 6.8 0.93 Cilindrica-globosa

L=longitud, Di=diametro inferior, Dm= diametro medio, Ds= diametro superior, C=
conicidad (%).

4.3.2 Analisis filogenético

Se amplificaron y secuenciaron las regiones ITS de 16 aislamientos (10

monosporicos y 6 de contexto) de 12 morfoespecies de Morchella spp. (3 de Izta-

Popo y 9 de Tlaloc), con tamafio de fragmentos que van de 511 a 737 pb (Cuadro

2). Los aislamientos de los que no fue posible la extraccion y secuenciacién de

ADN fueron los del sitio Mariposa Monarca, debido a la dificultad para obtener

cultivos puros de Morchella por la contaminacion durante el proceso de
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aislamiento. Asi mismo de la cepa T-10 no fue posible el aislamiento de ADN,
pese a los repetidos intentos de extraccién via método CTAB 2% vy Lisis. Las
secuencias obtenidas se compararon con las secuencias alojadas en la base de
datos del GenBank (NCBI). Los resultados de BLASTN confirmaron que los
aislamientos corresponden al género Morchella, revelando identidades de 99%

con diferentes especies de dicho género (Cuadro 2).

Se identificaron 4 especies filogenéticas pertenecientes al Clado Elata (morchellas
negras) (Figura 4). Cabe destacar que un resultado interesante de este trabajo es
gue Morchella sp. IP-2 resultdé ser Morchella frustrata (reportada como Morchella
sp. Mel-2 por O'Donnell et al. 2011), una especie de Norte Ameérica que se
describié recientemente y cuyo nombre refleja la combinacién “frustrante” de
caracteristicas tanto del grupo elata como esculenta (Kuo et al. 2012). Por otra
parte Morchella sp. IP-4 se agrupa con Morchella sp. Mel18 (Du et al. 2012), una
especie de Republica Dominicana; sin embargo, la filogenia muestra que puede
tratarse de una nueva especie (Figura 4).

T-2, T-3, T-5, T-7, T-8 e IP-3 se agrupan con Morchella sp. Mel-12, que ha sido
recientemente descrita como Morchella snyderi por Kuo et al (2012), aunque la
filogenia muestra que podria tratarse de especies diferentes. T4 y T6 se agrupan
con Morchella sp. Mel-27 y posiblemente también son especies diferentes.

Atencién especial merecen T-1y T-9, cuyos aislamientos de contexto se ubican en
el grupo 3, mientras que los aislamientos monosporicos estan en el grupo 1. Esta
discrepancia se puede atribuir a la contaminacién cruzada de las esporas o micelio

durante el aislamiento o manejo del mismo.
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Figura 4. Filogenia de las morchellas del Centro de México, construida por el

método de Maxima Parsimonia utilizando 414 pares de bases de la region del
Espacio Transcrito Interno (ITS). GF= Grupo filogenético, IP= Izta-Popo, T= Tlaloc,
C= contexto, E= espora. Los valores “bootstrap” se presentan en los nodos de las
ramas. Los taxones se presentan con su epiteto especifico o de coleccion y el

numero de acceso en GenBank.




Cuadro 2. Comparacién de secuencias ITS obtenidas, con las existentes en la base de datos GenBank.

Cepa"
IP-2-E
IP-3-E
IP-3-C
IP-4-E

T1-E
T1-C

T2-C
T3-C

T4-E
T5-E

T6-E
T6-C

T7-E
T8-E

T9-E
T9-C

Tamano de
Secuencia

(pb)
577
626
663
577

675
587

540
511

679
628

558
648

602
690

581
737

Especie en GenBank

Morchella frustrata”
Morchella costata
Morchella sp. Mel-27
Morchella costata
Morchella sp. Mel-27
Morchella sp. Mel-18

Morchella sp. Mel-27
Morchella costata
Morchella sp. Mel-27
Morchella costata
Morchella sp. Mel-27
Morchella sp. Mel-12°
Morchella sp. Mel-12°
Morchella sp. Mel-27
Morchella costata
Morchella sp. Mel-12°
Morchella sp. Mel-27
Morchella costata
Morchella sp. Mel-27
Morchella costata
Morchella sp. Mel-27
Morchella costata
Morchella sp. Mel-27
Morchella sp. Mel-27
Morchella costata
Morchella sp. Mel-27

Tamano de

secuencia
(pb)
866
737
1240
737
1279
651

1279
737
1279
737
1240
1178
1303
1279
737
1303
1279
737
1279
737
1279
737
1240
1240
737
1279

NUmero de

accesion
GenBank
JQ723020
AJ698478
JN085134
AJ698478
JN085126
JO723058

JNO85126
AJ698478
JN085126
AJ698478
JN085134
JF319884

GU551413

JN085126
AJ698478

GU551413

JN085135
AJ698478
JN085126
AJ698478
JN085126
AJ698478
JN085134
JN085134
AJ698478
JNO85126

Cobertura

(%)

100
100
100
98
99
100

99
98
96
100
100
100
100
99
100
100
100
96
96
98
96
100
100
100
98
98

Identidad

maxima
(%)
99
99
99
99
99
99

99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99
99

Pais de
origen

E.U.A.
México
Turquia
México
Turquia
R.
Dominicana
Turquia
México
Turquia
México
Turquia
E.U.A.
E.U.A.
Turquia
México
E.U.A.
Turquia
México
Turquia
México
Turquia
México
Turquia
Turquia
México
Turquia

NUmero en
Herbario?

UC 1860811

S. Chacén 3703 XAL
ANK Taskin 99

S. Chacén 3703 XAL
ANK Taskin 98

ANK Taskin 98

S. Chacén 3703 XAL
ANK Taskin 98

S. Chacén 3703 XAL
ANK Taskin 99

OSC 139277

OSC 139277

ANK Taskin 98

S. Chacdn 3703 XAL
OSC 139277

ANK Taskin 100

S. Chacén 3703 XAL
ANK Taskin 98

S. Chacén 3703 XAL
ANK Taskin 98

S. Chacén 3703 XAL
ANK Taskin 99

ANK Taskin 99

S. Chacén 3703 XAL
ANK Taskin 98

Autores

Du et al. (2012)
Kellner et al. (2007)
Taskin et al. (2012)
Kellner et al. (2007)
Taskin et al. (2012)
Du et al. (2012)

Taskin et al. (2012)
Kellner et al. (2007)
Taskin et al. (2012)
Kellner et al. (2007)
Taskin et al. (2012)

Pagliaccia et al. (2011)
O'Donnell et. al. (2011)

Taskin et al. (2012)
Kellner et al. (2007)

O'Donnell et. al. (2011)

Taskin et al. (2012)
Kellner et al. (2007)
Taskin et al. (2012)
Kellner et al. (2007)
Taskin et al. (2012)
Kellner et al. (2007)
Taskin et al. (2012)
Taskin et al. (2012)
Kellner et al. (2007)
Taskin et al. (2012)

IT= Tlaloc, IP= Izta-Popo, E= espora, C= contexto. “ANK= Ankara University Herbarium, Ankara, Turkey; XAL= Xalapa, Veracruz, México; UC=
University of California, Berkeley, U.S.A; OSC= Oregon State University, U.S.A. ACorresponde a Morchella sp. Mel-2 (O’'Donnell et al. 2011),
ejemplar tipo por Kuo et al. (2012). BCorresponde a Morchella snyderi, ejemplar tipo por Kuo et al. (2012).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/388242492?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XCKDG38W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57283526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C14DE3N601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064789?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XCPGCJHC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57283526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXU26VDE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064781?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DXU26VDE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/388242530?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XD12G52T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064781?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DXDMB58Z01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57283526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXV263JE013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064781?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XDBCY7GW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57283526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C15RFGUV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064789?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XDEF1ZNK01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339283936?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XDEUJ25J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291293946?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XD8YA26001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064781?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXSCP6GW011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57283526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXG7KDNH013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291293946?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XD8YA26001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064790?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XDAZ7DR601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57283526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXVUMXYU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064781?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DXVUMXYU013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57283526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DXSCP6GW011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064781?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XDBCY7GW01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57283526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C15BDEAH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064789?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XDBYHVSU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064789?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XDBYHVSU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/57283526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXWCC5VR016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/357064781?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XDJ7YXB901N

4.3.3 Tamafo de esporas
4.3.3.1. ANOVA y prueba de hipotesis

Con un nivel de significancia del 5%, los tratamientos “grupos filogenéticos” no
producen el mismo efecto sobre las variables dependientes “ancho”, “largo” y “Q
(largo/ancho)” de esporas de Morchella spp. (Cuadros 3, 4y 5).

Cuadro 3. Andlisis de varianza para Largo de Espora.

FV GL SC CM P-value
Trat. 3 97.8637 32.621 <.0001
Error 284 1173.9204 4.133
Total 287 1271.7841

Cuadro 4. Analisis de varianza para Ancho de Espora.

FV GL SC CM P-value
Trat. 3 92.7979 30.9326 <.0001
Error 284 435.0952 1.5320
Total 287 527.8931

Cuadro 5. Analisis de varianza para Cociente Q.

FVv GL SC CM P-value
Trat. 3 3.5827 1.1942 <.0001
Error 284 6.5106 0.02229

Total 287 10.0934
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4.3.3.2. Prueba de comparacion de medias

En general, el largo de esporas es bastante homogéneo en los cuatro grupos
filogenéticos, no obstante el filogrupo 2 representado por M. frustrata presenta la
menor longitud. El filogrupo 3 presenta el menor ancho de esporas, mientras que

para esta caracteristica, M. frustrata es igual a los filogrupos 1y 4 (Cuadro 6).

El cociente Q relaciona las medidas anteriores y refleja mejor la forma de las
esporas, ya que los valores que tienden a 1 indican que una forma esférica.
Morchella frustrata es las que presenta esporas mas esféricas al tener el mayor
cociente, seguido de los filogrupos 1 y 4, finalmente el filogrupo 3 cuyas esporas

son mas alargadas (Cuadro 6).

Cuadro 6. Prueba de comparacién de medias para largo, ancho (um) y Q de

esporas por efecto de los tratamientos grupos filogenéticos.

Filoespecie Largo™ Ancho? Q (largo/ancho)®
1 (-17) 21.8278" (+26.1)  (-10) 12.6042" (+16.8)  (-1.21) 1.74250° (+2.24)
4 (-18.6) 21.5806" (+26)  (-9.7) 12.5056" (+15.4)  (-1.38) 1.73472° (+2.24)
3 (-14.6) 21.5653" (+25.5)  (-9.3) 11.4667° (+13.3)  (-1.57) 1.88333" (+2.27)
2 (-15) 20.3333° (+26) (-9.7) 13.0042" (+16.2)  (-1.19) 1.56847° (+1.98)

Medias en la misma columna con al menos una letra en comun no son significativamente diferentes
(0=0.05). 'DMS= 0.8757, °DMS= 0.5331, °DMS= 0.0652. Entre paréntesis los valores extremos.
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4.4 DISCUSION

La clasificacion de formas con base en el indice de conicidad empleado en la
caracterizacion varietal de maiz (Ordas y Ron 1988) resulté muy util al aplicarlo en
ascomas de Morchella spp., excepto para formas globosas, donde fue necesario
emplear el cociente de ajuste Di/Dm. En diversas investigaciones (Guzman y
Tapia 1998, Pilz et al. 2007, Kuo 2008, Kuo et al. 2012) la forma del himenéforo se
determina basada en la experiencia y percepcién del investigador, por lo que la
propuesta de indice de conicidad y cociente de ajuste Di/Dm pueden ser
empleados para tener descripciones mas precisas y basadas en datos

cuantitativos.

Con relacién a la caracteristica numero de costillas, esta fue homogénea en los
ascomas de todos los sitios muestreados, con un promedio de 15.9 costillas
primarias. Kuo et al. (2012), en sus descripciones solo contabiliza costillas
primarias, reportando para diferentes especies desde 8 (M. diminutiva) hasta 30
costillas primarias (M. esculentoides) y siendo de 12-22 costillas el rango mas

comun.

El “radiesclerocio” de Morchella sp. IP-2, IP-3 y T-4 estad presente durante la
madurez del ascoma, a diferencia de la agregacion micelial llamada muff que se
forma alrededor de las raices y que aparece en etapas tempranas de desarrollo de
acuerdo con Pilz et al. (2007). Cu conformacién sélida y compacta llevé Stefani et
al. (2010) a proponerla como una nueva estructura y sugieren que puede ser
utilizada para diagnosticar a M. tomentosa. No obstante, en el presente estudio los
tres ascomas que presentan esta estructura se ubican en grupos filogenéticos
diferentes: Morchella sp. IP-2 es M. frustrata, mientras que Morchella sp. IP-3y T4
se relacionan con Morchella sp. Mel-27. Cabe mencionar que M. tomentosa forma
un subclado con M. frustrata (Figura 4), por lo que el radiesclerocio puede ser

tipico de este grupo de especies.

Para confirmar o descartar la contaminacién como causa de la distribucién de los

aislamientos monospoéricos de T1y T9 en el filogrupo 1 y de los aislamientos del
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contexto en el filogrupo 3, debe hacerse la extraccion de ADN, asi como la
amplificacion y secuenciacion directamente del contexto del estipite y de
aislamientos monosporicos puros evitando la contaminacion, para luego ser
analizados filogenéticamente. De este modo, se puede también saber si esporas
de un mismo ascoma son genéticamente iguales o diferentes, como lo han

sugerido Hervey et al. (1978).

Morchella frustrata es una especie recientemente descrita por Kuo et al. (2012) y
corresponde a la especie filogenética Mel-2 (O’Donnell et al. 2011). Anteriormente
habia sido reportada en la region del Himalaya, India, por Kanwal et al. (2011)
como una probable nueva especie bajo el nombre de Morchella sp. MR-2, sin
embargo este trabajo fue criticado por Kuo et al. (2012) al indicar que dichos
autores no excluyeron las posiciones ambiguas de nucleétidos en su alineamiento
y tampoco estudiaron secuencias de ejemplares tipo. A pesar de tratarse de la
misma especie filogenética, se detectaron diferencias con las poblaciones
reportadas por Kuo et al. (2012): (1) el himendéforo de la especie norteamericana
es conica, mientras que la de la mexicana va de subcédnica a globosa; (2) mientras
las poblaciones norteamericanas forman ascomas en primavera, la especie
mexicana fue localizada durante el otofio y (3) en México, M. frustrata se encontro
en un bosque puro de Abies religiosa, mientras que en California y Oregon,
E.U.A., aparece en bosques mixtos dominados principalmente por Arbutus
menziesii, Quercus spp., Pseudotsuga menziesii, Pinus ponderosa, P. lambertiana
y Abies concolor. En Turquia Morchella sp. Mel-2 se ha encontrado en bosques
donde predominan Pinus brutia, P. nigra, Cedrus libani, Abies cilicica y Quercus
coccifera; aparentemente esta especie fue introducida del oeste de Norte América
(Taskin et al. 2010) probablemente al transportar especies horticolas o silvicolas
(O’Donnell et al. 2011).

6 de los 12 ascomas analizados filogenéticamente se agrupan con Morchella sp.
Mel-12, que O’'Donnell et al. (2012) ubica en un subclado rico en especies. Esta
especie filogenética corresponde a Morchella snyderi y en California, ldaho,

Montana, Oregon y Washington, E.U.A., crece en bosques de P. menziesii, P.
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ponderosa y A. concolor (Kuo et al. 2012), mientras que en México se encontrd en
bosques puros de Abies religiosa. Al pertenecer estos ascomas a un subclado rico
en especies, no se puede saber si los 6 ascomas sean la misma especie ya que la
filogenia esta basada en un analisis de la regién ITS, misma que Masaphy et al.
(2010), Stefani et al. (2010) y Kanwal et al. (2011) han reportado que no es
suficiente para diferenciar las especies, optando recientemente por utilizar genes
gue codifican para las subunidades 1 y 2 de la ARN polimerasa Il (RPB1 y RPB2)
y Factores de Elongacion 1-Alpha (EF-1a) (Taskin et al. 2010, O’'Donnell et al.
2011, Pagliaccia et al. 2011, Du et al. 2012), analizados bajo el sistema de
analisis GCPSR.

Tanto M. frustrata como M. snyderi tienen colores amarillos cercanos al clado
esculenta, pero se agrupan dentro de elata (Kuo et al. 2012). Segun estos autores
M. frustrata se caracteriza por tener el himendéforo cénico y unido al estipite con un
seno notable y alveolos orientados verticalmente, ascosporas mas pequefias que
las de Morchella snyderi; ademas podria tratarse de la morchella rubia de montafa
reportada por Pilz et al. (2007). Las principales diferencias son el “radiesclerocio” y
la asociacion fisica con Taraxacum sp. que presenta la M. frustrata de México y

gue no ha sido reportada en las especies norteamericanas.

Morchella sp. Mel-27 que forma un subclado con T4 y T6 ha sido encontrado en
Turquia en bosques de Pinus brutia, Juniperus sp., Picea orientalis, Cedrus libani
y Abies ciclica (Taskin et al. 2010). Se ha planteado que esta especie es endémica
del este de Turquia (Taskin et al. 2012), sin embargo, el presente estudio indica
gque en Meéxico existen especies cercanas filogenéticamente que crecen en

bosques de Abies religiosa.

Aunque en ambos sitios se encontraron dos grupos filogenéticos, los Unicos tres
ascomas de lIzta-Popo estan en grupos diferentes, mientras que los nueve

ascomas de Tlaloc sélo se distribuyen en dos grupos muy cercanos.

A la fecha, no se tienen reportes que empleen el tamafio de esporas como

parametro para la diferenciacion de especies. Si bien se encontraron diferencias
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entre los cocientes Q de los 4 filogrupos, son necesarios estudios comparativos de
poblaciones mas grandes para determinar si el tamafio de esporas es un
parametro valido para la diferenciacion de especies. La especie M. frustrata
mexicana presenta un tamafio de esporas menor a la reportada en California y
Oregon E.U.A. por Kuo et al. (2012) donde el intervalo es de 20-29 x 14-19 um.
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4.5

CONCLUSIONES

El indice de conicidad y el cociente Di/Dm se pueden emplear para
establecer una clasificacion objetiva de la forma del himenoforo en ascomas
del género Morchella.

Las descripciones macro y micro-morfologicas de ascomas de Morchella
deben ir acompafiadas de analisis moleculares que permitan establecer
diferencias entre especies.

Con base en el andlisis filogenético se identificaron 4 filoespecies
pertenecientes al clado elata, de las cuales Morchella frustrata ha sido
recientemente descrita y las tres restantes probablemente sean especies
nuevas.

Los sitios con mayor abundancia de ascomas fueron Mariposa Monarca y
Tlaloc, mientras que en el sitio I1zta-Popo se encontré un mayor niumero de

filoespecies.
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CAPITULO V. CUANTIFICACION DE NUCLEOS EN
ASCOSPORAS E HIFAS

5.1 INTRODUCCION

La condicién nuclear de las hifas y esporas de Morchella spp. es uno de los
aspectos citogenéticos menos estudiados (Pilz et al. 2007, Pagliaccia et al. 2011).
Las células hifales en Morchella son septadas y multinucleadas (Hervey et al.
1978), con 10 a 15 nucleos por célula, aunque en algunos casos llega a tener de 1
a 2 hasta 40-50 e inclusive hasta 65 nucleos (Volk y Leonard 1990). En el orden
pezizales la familia Morchellaceae se caracteriza por presentar muchos nucleos
por espora (Hansen y Pfister 2006). Las ascosporas en cambio tienen de 15 a 30
nacleos haploides (Weber 1988, citado por Pilz et al. 2007) producto de la
replicacion de un solo nucleo haploide recombinante originado en la meiosis por
dos nudcleos haploides compatibles (Pilz et al. 2007). Segun estos autores, las
esporas producen hifas multinucleadas, que a su vez pueden fusionarse con otras
hifas compatibles dando origen al micelio heterocariético donde pueden coexistir
diferentes nucleos haploides en la misma hifa. De acuerdo con Horton (2006), la
produccion de esporas heterocaridticas podria representar ventajas adaptativas a
las condiciones ambientales favoreciendo con ello el establecimiento de nuevos

individuos después de su dispersion a largas distancias.

En hongos del complejo Rhizoctonia, la condicion nuclear en las células sométicas
hifales ha sido un criterio taxonémico importante que ha permitido separar las
especies en uninucleadas, binucleadas y multinucleadas (Parameter 1967). En el
caso de Morchella, los estudios sobre el nimero de ndcleos en esporas e hifas
son escasos, por lo que no se ha podido confirmar que esta caracteristica sea un
indicador Gtil para delimitar especies. Por lo tanto, el presente estudio tiene como
objetivo determinar si el numero de ndcleos en las esporas e hifas de morchellas
localizadas en bosques puros de Abies religiosa en el centro de México esta

relacionado con las posibles especies a la que pertenecen.
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5.2 MATERIALES Y METODOS

Se realizd el conteo de ndcleos en esporas e hifas (n=100) de cada uno de los
cuatro grupos filogenéticos detectados a través del andlisis molecular (Cuadro 1).

Cuadro 1. Grupos filogenéticos empleados para el conteo de ndcleos en hifas y

esporas de Morchella spp.

GF Esporada Aislamientos
1 T-1,T-4T6 T-1ET4ET-6ET-6C,T-9E
2 IP-2 IP-2 E

3 T57T-7,T8 T-1CT-2C,T-3C,IP-3E,IP-3C,T-5E, T-7E, T-8E, T-9C
4 P-4 P-4 E

GF= grupo filogenético, T= Tlaloc, IP= Izta-Popo, E= espora, C= contexto.

5.2.1 Preparacién de esporas

Se efectu6 un raspado de la esporada obtenida sobre papel aluminio de cada
ascocarpo fresco, empleando una espatula y las esporas recolectadas se
transfirieron a un tubo Eppendorf de 1.5 mL (previamente esterilizado) al cual se le
agregé 500 pL de etanol (70%). Enseguida, el tubo con las esporas se
homogeneiz6 utilizando un vortex y se dejé reposar durante 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm (Centrifuga
Mini spin Plus, Eppendorf) durante 1 min, y se eliminé el etanol. La pastilla con
esporas se distribuyd sobre un portaobjeto y se dej6é secar en una campana de
extraccién de humos por 5 min. Se le agreg6 una gota de 4’, 6-Diamino-2-fenilindol
(DAPI, marca Sigma, 0.5 pg/mL de agua ultrapura Milli-Q), se le colocdé un
cubreobjetos y se sellé6 con esmalte transparente (Horton 2006). Durante este
proceso, existieron algunas variaciones que se detallan a continuacion: (1) las

esporas de IP-4 se tomaron de fragmentos del himenio congelado, el cual se cortd
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en secciones finas que se distribuyeron sobre un portaobjeto; (2) las esporas de
IP-2 se obtuvieron del ascoma deshidratado mediante secciones finas del himenio,
empleando una navaja de afeitar y se colocaron sobre un portaobjeto con una gota
de agua destilada para su rehidratacién. En ambos casos, una vez obtenidas las

esporas se siguio el procedimiento previamente descrito.

5.2.2 Preparacion de micelio

El micelio se obtuvo de los cultivos puros de las cepas sembradas en PDA (39 g L
1. A cada una de las cepas se les realiz6 un raspado, utilizando una pequefa
espatula y la muestra se extendid sobre un portaobjeto. A continuacién se le
agreg6é una gota de DAPI, se colocd un cubreobjeto y se sell6 con esmalte

transparente.

5.2.3 Cuantificacién de nucleos en esporas e hifas

Una hora después de la adicion del DAPI se cuantificaron los nucleos empleando
microscopia de fluorescencia. Todas las observaciones microscépicas de este
trabajo se efectuaron en un microscopio Olympus Modelo BX51, empleando
microscopia de campo claro, contraste de fases y contraste de interferencia
diferencial (DIC-Nomarski) y fluorescencia, con un filtro de excitacion U-MWU2.
Para la fotodigitalizacién de imagenes se emple6 una camara Infinity 1 (Lumenera
corporation). Las imagenes se procesaron y analizaron con el programa Image-

Pro Express, version. 6.3 (Media Cybernetics).

5.2.4 Anélisis estadistico

Para evaluar el nidmero de nucleos en esporas e hifas se empled un disefio

experimental completamente al azar con 4 tratamientos (grupos filogenéticos). Sin
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embargo, el analisis estadistico se ajustd en el caso de las esporas, a 53
repeticiones por tratamiento debido a que en el ascoma IP-2 sélo se pudieron
cuantificar 53 esporas y a 100 repeticiones por tratamiento para hifas. El analisis
se efectué mediante el paquete estadistico Statistical Analysis System 9.1 (SAS

9.1), con el procedimiento Proc anova, empleando el siguiente modelo:

Yij =u + Ti + 5ij
Donde:

Y;j = Valor de la variable respuesta del tratamiento i en la repeticion j

u = Media general
T; = Efecto del tratamiento i.i = 1,2,...,36
g;j = Error experimental de la repeticion j del tratamiento i. j = 1,2,...,5

La hipdtesis a probar empleando el procedimiento ANOVA (SAS 9.1) fue:
Ho: T,=T,=...=T; (todos los tratamientos producen el mismo efecto en Yj)
Ha: 3 i# > T#Tj (al menos un tratamiento produce efecto diferente en Yj)

Se rechaza Ho si F.>F y Si P-yque<a

La prueba de Tukey usando el mismo programa estadistico considero:
DMS = (q)(sy)
Donde:
DMS = diferencia minima significativa

q= qu(E),t (valor de tablas de rangos estudetizados)

CM(E)
r

sy =

Si |3TL —)7]| > DMST; #T;...serechaza Ho: u; = ;

Si |3TL —)7]| > DMST; =T;...se acepta Ho: u; = y;

83



5.3 RESULTADOS
5.3.1. ANOVA y prueba de hipoétesis

Con un nivel de significancia de 5%, los tratamientos “grupos filogenéticos” no
producen el mismo efecto sobre las variables “nimero de nucleos en esporas e

hifas” de Morchella spp. (Cuadro 2).

Cuadro 2. Andlisis de varianza para numero de nucleos en esporas e hifas de
Morchella spp.

FV NUmero de nlcleos en esporas NUmero de nucleos en hifas
GL SC CM P-value GL SC CM P-value
Trat. 3 66.2075 22.0691 0.0184 3 80.7800 26.9266 0.0188
Error 208 1344.9811 6.4662 396 3170.8600
Total 211 1411.1886 399 3251.6400

5.3.2. Prueba de comparacion de medias

Los grupos filogenéticos 3 y 4, que corresponden a los sitios Tlaloc e Izta-Popo
respectivamente, poseen el mayor numero de nucleos en esporas, siendo
estadisticamente iguales. Por otro lado, los grupos filogenéticos 1 y 2, que
corresponden a los sitios Tlaloc e Izta-Popo respectivamente presentaron el menor
namero de nucleos, siendo estadisticamente iguales entre si. En el caso de las
hifas, los filogrupos 2 y 3 presentaron el mayor nimero de esporas con respecto a

los filogrupos 1y 4 (Cuadro 3).

En todos los filogrupos de Morchella las esporas poseen mas del doble de ndcleos
gue en las hifas provenientes de aislamientos monospoéricos o de contexto
(Cuadro 3, Figura 1). Para ser mas precisos, en las hifas el valor minimo de

nucleos fue de 1 y el maximo de 25, mientras que en esporas, la cantidad minima
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fue de 4 y la maxima de 19 (Cuadro 3). Por otro lado, las hifas emergentes
presentaron 1 o 2 nucleos (Figura 1l.a) y las mas gruesas tuvieron hasta 25
nacleos (Figura 1.b).

Cuadro 3. Prueba de comparacion de medias para namero de nucleos en esporas

e hifas por efecto de los grupos filogenéticos.

Grupo filogenético No. nucleos en esporas’ No. de nucleos en hifas®
4 (-8) 13.0943" (+19) (-2) 4.73° (+15)
3 (-8) 12.1698"° (+19) (-1) 4.88"B (+15)
1 (-7) 11.7547° (+18) (-1) 4.71° (+22)
2 (-4) 11.6981° (+17) (-2) 5.80" (+25)

Medias en la misma columna con al menos una letra en comudn no son significativamente diferentes
(0=0.05). 'DMS= 1.2794, °DMS= 1.0325. Entre paréntesis los valores extremos.

Figura 1. Numero de nucleos en hifas y esporas de Morchella spp. (a) hifas

emergentes, (b) hifas gruesas y (c) ascosporas. Las fotografias fueron tomadas
empleando microscopia de epifluorescencia, previa tincion con DAPI.
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5.4 DISCUSION

Como han indicado Volk y Leonard (1990) y Weber (1988, citado por Pilz et al.
2007) las esporas tienen alrededor del doble de niumero de nucleos que las hifas,
lo cual concuerda con lo que se encontré en el presente estudio. Cabe mencionar
gue las cantidades extremas de nucleos por célula (1 y 25) se presentaron en
hifas, mientras que en esporas la variacion fue menor (4 y 19 nucleos) (Cuadro 3)
Por su parte, Volk y Leonard (1990) reportan de valores extremos de 1-2 y hasta
65 nucleos en células hifales, mientras que en ascosporas Weber (1988, citado
por Pilz et al. (2007) reporta un rango de 15 a 30 nucleos. Las células hifales, al
ser de mayor tamafio que las esporas, pueden albergar un mayor niamero de

nucleos

En las diferentes filoespecies, el nimero de ndcleos en esporas no es proporcional
al de hifas, por ejemplo, la filoespecie 2 (Morchella frustrata) presentd la menor
cantidad en esporas, mientras que en hifas tuvo el mayor nimero en promedio. Si
bien el rango reportado en hifas es de 10-15 ndcleos (Volk y Leonard 1990) y en
esporas es de 15-30 (Weber 1988, citado por Pilz et al. 2007), en general las 4
filoespecies estudiadas presentaron de 4 a 6 ndcleos en hifas y de 11 a 13
ndcleos en esporas. Se ha hipotetizado que un gran niamero de nucleos por célula
puede facilitar la produccién de enzimas y proteinas, permitiendo una mayor tasa
de crecimiento inicial respecto a esporas con pocos ndcleos, y aunque esto no ha
sido probado, se ha observado que el micelio de Morchella spp. recién germinado
crece rapidamente en cultivos puros (Pilz et al. 2007). Adicionalmente, hifas con
un alto numero de ndcleos, pueden ser mas competitivas en términos de
estrategias adaptativas a cambios ambientales, como la contaminacion de

bosques por ozono atmosférico.

Por otro lado, si las hifas contienen un mezcla de nucleos genéticamente
diferentes, entonces el micelio no siempre producird ascomas genéticamente
idénticos, lo que hace que en un espacio pequefio se localicen filoespecies
diferentes (Pilz et al. 2007). Tal es el caso de los ascomas T-5, T-6, T-7 y T-8, que
se localizaron en un bloque de 24x14x9 cm (Figura 1.e, Capitulo IV), que siendo
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morfologicamente similares, el andlisis filogenético arroj6 que T-6 pertenece al

filogrupo 1, mientras que el resto pertenecen al filogrupo 3.

Finalmente, existen pocos estudios que aporten informacién al respecto. Es
probable que el nimero de nucleos en esporas e hifas de Morchella, pueda ayudar
a clarificar su taxonomia, fortaleciendo el método de caracterizacion clasica. Si
bien, este trabajo aporta informacion importante, se recomienda un estudio mas
detallado con poblaciones mas grandes y representativas de diferentes clados

filogenéticos.
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5.5

CONCLUSIONES

Las esporas de las cuatro filoespecies estudiadas poseen
aproximadamente el doble de ndcleos que las hifas.

Las cuatro filoespecies de morchellas mexicanas en cuestion tienen un
menor numero de nucleos en esporas e hifas respecto a las especies de
morchellas reportadas en Estados Unidos.

No se observé una variacion en el numero de nucleos de esporas e hifas en
funcion de la agrupacion filogenética.

El origen geografico de las filoespecies no influyé en el nimero de nucleos

de esporas e hifas.
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CAPITULO VI. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION IN VITRO

6.1 INTRODUCCION

Se ha observado que en condiciones in vitro, el desarrollo de Morchella se ve
influenciado por el tipo de sustrato, forma de aislamiento, estado de desarrollo del
ascoma, temperatura y pH del medio de cultivo, variando notablemente la
morfologia del micelio, asi como la tasa de crecimiento (Guler y Arkan 2000,
Winder 2006).

De acuerdo con Tariqg (2011) la cinética de crecimiento radial en hongos tiene las
siguientes fases: (1) letargo, cuando las esporas comienzan a germinar o las hifas
de un explante empiezan a ramificarse; (2) crecimiento exponencial, caracterizado
por un crecimiento acelerado; (3) crecimiento linear, se presenta un crecimiento
constante, por lo que la pendiente de esta region representa la tasa de crecimiento
y; (4) desaceleracion, donde hay una disminucion del crecimiento y aumenta la
presencia de hifas sumergidas en el medio de cultivo). Sin embargo, en algunos
hongos como Aspergillus nidulans la cinética varia, ya que el crecimiento
exponencial es seguido por una fase de desaceleracion y luego una de
crecimiento constate (Trinci 1969). Este ultimo tipo de cinética es menos real, ya
que el crecimiento constante no puede ser permanente y en algun momento
tendera a disminuir. Por otro lado, al ser A. nidulans de crecimiento muy rapido, el

area de una caja Petri de 9cm no es suficiente para registrar todo el crecimiento.

En estudios sobre el desarrollo in vitro de Morchella, se ha observado que el
tiempo necesario para obtener una colonizacién del100% va de 4 a 12 dias (d);
ademas el micelio presenta una gran variedad de coloraciones, dependiendo del
medio de cultivo empleado (Hervey et al. 1978, Guzman y Tapia 1998, Guler y
Arkan 2000, Winder 2006, Guler y Ozkaya 2009). Por ejemplo, en algunos
aislamientos monospéricos crecidos en papa-dextrosa-agar (PDA) se ha

registrado que a partir del dia 11, el crecimiento del micelio se detiene o se vuelve
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muy lento (Hervey et al. 1978). Guzman y Tapia (1998) indican que M.
rufobrunnea invadié en un periodo del0-12 d las cajas Petri de 9 cm de diametro,
siendo el micelio poco denso en extracto de malta-agar (EMA) y PDA; mientras
gue en cajas Petri de 9 cm la invasion total se produce en 4 d en EMA (2%) y en 5
d en PDA y medio completo de levadura (CYM, por sus siglas en inglés). Ademas,
el micelio presenta colores que van de amarillo a marrén (Guler y Arkan 2000). Por
otro lado, Guler y Ozkaya (2009) registraron periodos de colonizacion de 5 d en
medios de cultivo EMA y CYM y de 7 d en PDA. En este ultimo medio el micelio
fue circular, inicialmente blanco, tornandose marrén oscuro con la edad y
presentandose la formacion de esclerocios e hifas aéreas en el centro de la
colonia. En el medio de cultivo EMA la colonia adquirié una pigmentacion amarilla,
formandose rizomorfos y esclerocios y en CYM el micelio fue muy denso, pero sin
hifas aéreas, donde formé rizomorfos y esclerocios. De acuerdo con Pilz et al.
(2007), los rizomorfos son agregaciones de hifas especializadas en el transporte
de nutrimentos y agua, y al igual que los esclerocios, son esenciales en la

formacion de ascomas.

Hervey et al. (1978) distinguieron en aislamientos a partir de esporas de
Morchella, dos tipos de micelio: (1) con presencia de abundantes hifas aéreas; (2)
caracterizado por una textura granular y con pocas hifas aéreas. Guler y Arkan
(2000) reportaron que en agar, generalmente las cepas son circulares,
incrementando su densidad a medida que se producen las hifas aéreas. Winder
(2006), reporta que en los medio con presencia de maltosa (M), el micelio
adquiere una pigmentacion negra, mientras que en PDA, el margen del micelio se

vuelve plumoso.

En relacion con la influencia del pH sobre el crecimiento in vitro de Morchella, se
ha reportado que en medio liquido, un pH de 7.0 ajustado con KOH es el més
adecuado. En cambio cuando el medio se ajustdé con CaCOj3; el pH 6ptimo fue = a
7.7 (Winder 2006). Derivado de esto, dicho autor sugiere que la ceniza de la
madera y otros compuestos con calcio, ademas de estimular el crecimiento,

también alteran el pH Optimo de crecimiento. En contraste, bajo condiciones
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naturales, Pérez-Moreno (2009) reportan que en un bosque de oyamel, el pH del

suelo adyacente a los ascomas de las morchellas mexicanas es de 5.9.

Por lo tanto, el objetivo de este experimento es evaluar el desarrollo de

aislamientos de Morchella spp. en medios de cultivo y pH contrastantes.
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6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Aislamiento in vitro

En este trabajo, el aislamiento de las cepas mexicanas se efectud, hasta donde

fue posible, a partir de esporas y contexto de cada ascoma recolectado.

Aislamientos monospoéricos. Se llevo a cabo bajo condiciones axénicas en una
camara de flujo laminar (Terlab, Cam-Hor). En cada ascoma fresco, se cortdé un
fragmento de ~0.5 cm del himenio, empleando un escalpelo estéril. La porcién
estéril del fragmento se adhirié a la parte interna de la tapa de la caja Petri, con
vaselina estéril, dejando el himenio expuesto al medio de cultivo. Las cajas se
inclinaron levemente durante 30 s para obtener la esporada. Empleando un
microscopio estereoscopico se seleccionaron esporas individuales, mismas que se
transfirieron a cajas Petri de 9 cm con PDA (39 g L) fresco, obteniendo los

cultivos monospdricos.

Aislamientos del contexto. El procedimiento se realiz6 en una camara de flujo
laminar donde los ascomas se colocaron sobre una caja Petri de vidrio de 90x14
mm y con un escalpelo estéril, se les hizo un corte longitudinal para exponer el
contexto del ascoma. Con un escalpelo estéril, se tom6 un fragmento de ~0.5 cm
de la parte interna mas gruesa del estipite, localizada generalmente en la base de
este. Posteriormente se transfirieron 4 fragmentos en cada caja Petri (9cm) con
medio PDA (39 g L™%). Las cajas se etiquetaron y sellaron con Parafilim®,
incubandose en la oscuridad, a temperatura ambiente durante 24 h. Cuando
comenzaron a aparecer las hifas emanantes del fragmento de contexto, se
tomaron fragmentos de la periferia de la colonia empleando un sacabocados, de
los cuales se transfirio uno de ellos al centro de cada caja Petri con medio PDA

(39 g L™) fresco, para obtener cultivos puros.
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6.2.2 Medios de cultivo y ajuste de pH

Para realizar los aislamientos se emplearon los siguientes medios de cultivo: (1)
PDA (39 g LY, (2) Extracto de Malta-Agar (EMA, 20:20 g L™) y (3) medio completo
de levadura-agar (CYM, por sus siglas en inglés) que contiene por litro: 0.5 g de
MgS0O,4*7H,0, 0.46 g de KH,PO,4, 1.0 g de K;HPO4*3H,0, 20 g de glucosa, 2.0 g
de Bacto™-Peptona, 2 g de extracto de levadura y 20 g de agar-agar (Perkins,
1969). Los medios de cultivo se esterilizaron a 121 °C durante 20 min en una
autoclave LABTEC/LAC-5060S. Cada medio de cultivo se ajusté a un pH de 3.5,
55y 7.7, empleando HCI y NaOH (J.T.Baker) 1 y 0.1N. Cabe indicar que los
valores de pH se seleccionaron de acuerdo a los siguientes criterios: (a) 3.5 que
se consideré como la acidez extrema y limitante del crecimiento de Morchella; (b)
5.5 corresponde al valor cercano encontrado en condiciones naturales por Pérez-
Moreno et al. (2009); y (c) 7.7 el cual ha sido reportado como éptimo en Morchella
(Winder 2006.)

6.2.3 Siembra de cepas en los medios de cultivo

Se selecciond al azar una cepa monospérica de cada grupo filogenético y se
sembré en los tres medios de cultivo a tres niveles de pH cada uno, (n= 5
repeticiones), empledndose 180 cajas Petri (Cuadro 1). La siembra se efectud
transfiriendo al centro de cada caja Petri un fragmento circular de 5 mm en
diametro del micelio periférico. Las cajas se etiquetaron y sellaron con Parafiim®©,

posteriormente se incubaron en oscuridad en el laboratorio a ~22 °C.

6.2.4 Descripcion morfolégica

A los 20 dias después de la siembra, se registro el color del centro, parte media y
periferia de la cepa, tanto del anverso como del reverso de la colonia empleando
el Catalogo Universal de Colores (Séguy 1936). Para el registro de la forma del
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borde y elevacion de la colonia, se utiliz6 como referencia el catadlogo de la
“Society of General Microbiology” (Anexo Il). Para caracterizar textura, densidad,
presencia de hifas aéreas, rizomorfos, hifas sumergidas, y micro-esclerocios, se

elabor6 una guia de dichos descriptores, con base en las cepas de estudio (Anexo

In.

6.2.5 Velocidad de crecimiento

Se determiné empleando la férmula de Sinclair y Cantero (1989):

_ Df—Di
CTf—Ti

Ve
Donde:
V¢ = velocidad de crecimiento (mm dia™1)
Df = diametro final de crecimiento (mm)
Di = diametro inicial de crecimiento (mm)

Tf= tiempo final de crecimiento (dias) -

Ti= tiempo inicial de crecimiento (dias)

6.2.6 Definicion de variables de estudio

Se evaluaron las siguientes variables dependientes: (1) velocidad de crecimiento
(mm dia®); (2) color de la cepa; (3) forma de la cepa: circular, irregular,
filamentosa y rizoide; (4) forma del borde: entero, ondulado, filiforme, rizado y
lobulado; (5) elevacion de la cepa: Gruesa, convexa, delgada, umbonada,
crateriforme; (6) textura de la cepa: acanalada, lanosa, granulosa, aterciopelada,

lisa y algodonosa; (7) densidad de la cepa: baja, media, alta; (8) hifas aéreas:
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ausente, poco, regular, abundante; (9) hifas sumergidas en el medio de cultivo:

presencia, ausencia; (10) micro-esclerocios: presencia, ausencia.

6.2.7 Disefio experimental

Para evaluar las variables de estudio se empled un disefio experimental con tres
factores en completamente al azar. Los factores fueron: (1) grupo filogenético; (2)
medio de cultivo; y (3) pH. El primero con cuatro niveles (grupo 1, 2, 3y 4), el
segundo con tres niveles (PDA, EMA y CYM) y el tercero con tres niveles (pH 3.5,
5.5y 7.7), obteniendo un total de 36 tratamientos con 5 repeticiones cada uno
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Disefio de tratamientos para la caracterizacion de cuatro cepas de
Morchella cultivadas en tres medios de cultivo a tres pH diferentes.

Grupo H _
filogen%tico 35 p5.5 77 Medio
1 T1 T2 T3 PDA
(T-1) T4 | T5 | T6 EMA
T7 T8 T9 CYM

2 T10 | T11 | T12 PDA

(IP-2) T13 | T14 | T15 EMA
T16 | T17 | T18 CYM

3 T19 | T20 | T21 PDA

(T-8) T22 | T23 | T24 EMA
T25 | T26 | T27 CYM

4 T28 | T29 | T30 PDA

(IP-4) T31 | T32 | T33 EMA
T34 | T35 | T36 CYM

T-1 y T-8= aislamientos de ascomas 1 y 8 del sitio Tladloc respectivamente; IP-2 e IP-4=

aislamientos de ascomas 2 y 4 del sitio 1zta-Popo respectivamente; T1- T36= Tratamientos.
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6.2.8 Analisis estadistico

Se utilizd un disefio de tres factores en completamente al azar, empleando el

siguiente modelo:

Yiju =+ A; + Bj + G + (AB)j + (AQ) i + (BO) ji + (ABC)jji + €ijia
Donde:
U = Media general
A; = Efecto del nivel i del factor A
Bj = Efecto del nivel j del factor B
C, = Efecto del nivel k del factor B
(AB);j = Efecto de la interaccion de los niveles i y j de los facores Ay B
(AC);x = Efecto de la interaccion de los niveles iy k de los facores Ay C
(BC)jx = Efecto de la interaccion de los niveles jy k de los facores By C
(ABC);jx = Efecto de la interaccion de los niveles i,j, k de los factores A,By C

&iji = Error experimental

Andlisis de varianza y prueba de hipétesis
Las hipotesis a probar empleando el procedimiento ANOVA (SAS 9.1) fueron:

a) paraniveles del factor A Ha: 3 i# ] tales que Bi# B;

Ho: A1 =Az =...=Aq Rechazamos Ho si P-value<a
Ha: 3 i# ) talesque Aiz A

i P- < .
Rechazamos Ho si P-value<a c) Paraniveles del factor C

Ho: C]_ = C2 =....= Cb
Ha: 3 i# ] talesque Ci# C;
Ho: B1=B>=....=Bp Rechazamos Ho si P-value<a

b) Paraniveles del factor B
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d) Paralainteraccion A*B
Ho: No 3 interaccion A*B
Ha: 3 interaccion A*B

Rechazamos Ho si P-value<a

e) Paralainteraccion A*C
Ho: No 3 interacciéon A*C
Ha: 3 interaccion A*C

Rechazamos Ho si P-value<a

Prueba de comparacion de medias

f) Paralainteraccién B*C
Ho: No 3 interaccion B*C
Ha: 3 interaccion B*C

Rechazamos Ho si P-value<a

g) Paralainteraccion A*B*C
Ho: No 3 interaccién A*B*C
Ha: 3 interaccion A*B*C

Rechazamos Ho si P-value<a

La prueba de Tukey usando el mismo programa estadistico considero:

a) Para el factor A

Hallamos la DHS=Sy*q; Donde:

_ [CM(E) |
Sy=1 = YO G

Comparacién y decision

Si

Yi—Yj|>DHS — A # A

b) Para el factor B

Hallamos la DHS=Sy*q; Donde:

CM(E)
br

Sy= Y O= Uqg1e)p
Comparacién y decision

Si

Y, —Y;/>DHS——B, =B,

c) Para el factor C
Hallamos la DHS=Sy*q; Donde:

CM(E
Sy= Cf ) Y U= Ugieyca

Comparacién y decision

Si

Y, —Y;/>DHS——C, #C,

d) Para combinaciones A*B

a. Hallamos la DHS =Sy*q; Donde:

CM(E
Sy= r( ) Y O= dg,()aba

b. Comparacién y decision

Si

Vi—y7j‘> DHS —— AB;# AB;
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e) Para combinaciones B*C

a. Hallamos la DHS =Sy*q; Donde:

ICM (E
Sy= r() Y 4= g1 () pc.a

b. Comparacion y decision

Si

Yi — ;| > DHS —— BC;# BC;

f) Para combinaciones A*C

a. Hallamos la DHS =Sy*q; Donde:

ICM (E
Sy= r( ) Y Q= dg.1(e)ac.a

b. Comparacion y decision

Si

Y — ;| > DHS —— ACi# AC;

g) Para combinaciones A*B*C

a. Hallamos la DHS =Sy*q; Donde:
CM (E)
r

Sy= Y 4= Ay (eyabc.a

b. Comparacién y decision

Si

Y —Y;| > DHS —— ABC;# ABC;
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6.3 RESULTADOS
6.3.1 Descripcion morfoldgica

El grupo filogenético 1 (GF1) no presentd desarrollo en PDA a un pH 3.5
(Tratamiento 1), asi como los cuatro grupos filogenéticos en EMA a pH 3.5
(tratamientos 4, 13, 22 y 31).

Tratamiento 2 (GF1, PDA, pH 5.5): Textura lanosa, con densidad media y pocas
hifas aéreas. Cepa de elevacidon gruesa, forma irregular, borde ondulado, con
rizomorfos y micelio sumergido. Color del anverso: de verde (338, 339) a amarillo
(261) en el centro; de violeta (680) a verde (340) en la parte media; violeta (680)
en periferia. Color del reverso: rojo (112) en el centro y la parte media; verde (331)
en la periferia. (Figura 1b).

Tratamiento 3 (GF1, PDA, pH 7.7): Textura lanosa en el centro y la periferia,
acanalada en la parte media, con densidad media y pocas hifas aéreas. Cepa de
elevacion gruesa, forma irregular, borde ondulado, con rizomorfos y micelio
sumergido. Color del anverso: anaranjado (191, 192, 193) a verde (337) en el
centro; anaranjado (199) en la parte media y violeta (680) en la periferia. Color del
Reverso: anaranjado (192, 193) en el centro; anaranjado (203) en la parte media y

anaranjado (220) en la periferia. (Figura 1c).

Tratamiento 5 (GF1, EMA, pH 5.5): Textura algodonosa, densidad baja y pocas
hifas aéreas. Cepa de elevacion delgada, forma irregular, borde lobulado, sin
rizomorfos y con micelio sumergido. Color del anverso: anaranjado (199) en el
centro y traslicido en la parte media y periferia. Color del reverso: traslicido en el
centro, parte media y periferia. (Figura 1e).

Tratamiento 6 (GF1, EMA, pH 7.7): Textura acanalada, densidad baja y sin hifas
aéreas. Cepa de elevacion delgada, forma rizoide, borde filiforme, sin rizomorfos y
con micelio sumergido. Color del anverso y reverso: hifas traslicidas con
pequefios puntos aislados de micelio color anaranjado (220) y verde (340). (Figura
1f).
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Tratamiento 7 (GF1, CYM, pH 3.5): Textura lanosa en el centro y parte media y
aterciopelada en la periferia, 0 completamente aterciopelada, densidad media y
pocas hifas aéreas. Cepa de elevacion gruesa, forma irregular, borde ondulado,
con rizomorfos y micelio sumergido. Color del anverso: amarillo (262, 263) en el
centro, verde (340) en la parte media y verde (320), violeta (680) en la periferia.
Color del reverso: rojo (131, 136) en el centro y la parte media; verde (339) en la
periferia. (Figura 1g).

Tratamiento 8 (GF1, CYM, pH 5.5): Textura lanosa, densidad media y pocas hifas
aéreas. Cepa de elevacion gruesa, forma circular, borde filiforme, con rizomorfos y
micelio sumergido. Color del anverso: amarillo (261, 265) o verde (340) en el
centro; amarillo (290) o verde (340) en la parte media; verde (340) en la periferia.

Color del reverso: amarillo (263) en el centro, parte media y periferia. (Figura 1h).

Tratamiento 9 (GF1, CYM, pH 7.7): Textura lanosa, densidad media y pocas hifas
aéreas. Cepa de elevacion gruesa, forma circular, borde entero, con rizomorfos y
micelio sumergido. Color del anverso: amarillo (261) en el centro, amarillo (290) o
verde (340) en el centro y la parte media; anaranjado (225) o amarillo (261) en la
periferia. Color en el reverso: verde (338, 340) en el centro y la parte media, verde
(339, 340) en la periferia. (Figura 1i).
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Figura 1. Morfologia de los aislamientos del grupo filogenético 1 de Morchella desarrollados en tres medios de cultivo y
tres niveles de pH (20 d después de la siembra). (a) Trat. 1: pH 3.5/PDA; (b) Trat. 2: pH 5.5/PDA,; (c) Trat. 3: pH 7.7/PDA,
(d) Trat. 4: pH 3.5/EMA; (e) Trat. 5: pH 5.5/EMA; (f) Trat. 6: pH 7.7/EMA; (g) Trat. 7: pH 3.5/CYM; (h) Trat. 8: pH 5.5/CYM,;
(i) Trat. 9: pH 7.7/CYM. a= anverso, r= reverso. (Fotos cortesia del Dr. L. Villarreal-Ruiz).




Tratamiento 10 (GF2, PDA, pH 3.5): Textura aterciopelada, densidad media y
pocas hifas aéreas. Cepa de elevacién gruesa, forma irregular, borde ondulado,
con rizomorfos y micelio sumergido. Color del anverso: anaranjado (219) en el
centro, parte media y la periferia. Color en el reverso: anaranjado (220) en el

centro, parte media y la periferia. (Figura 2a).

Tratamiento 11 (GF2, PDA, pH 5.5): Textura granulosa, densidad media y sin hifas
aéreas. Cepa de elevacion gruesa, forma irregular, borde ondulado, con
rizomorfos y micelio sumergido. Color del anverso: anaranjado (210, 217), verde
(423, 427) en el centro; anaranjado (210, 217) o amarillo (262) en la parte media y
la periferia. Color del reverso: verde (336) en el centro y parte media y verde (338)

en la periferia. (Figura 2b).

Tratamiento 12 (GF2, PDA, pH 7.7): Textura lisa en el centro, lanosa en la parte
media y periferia, densidad media e hifas aéreas regular en forma de anillo. Cepa
de elevacion crateriforme, forma circular, borde entero, con rizomorfos y micelio
sumergido. Color del anverso: verde (427) en el centro, anaranjado (218, 219) en
la parte media; amarillo (207, 208, 210) en la periferia. Color del reverso: verde
(427) en el centro, amarillo (315) en la parte media; anaranjado (206, 207) en la

periferia. (Figura 2c).

Tratamiento 14 (GF2, EMA, pH 5.5): Textura lanosa, densidad baja y pocas hifas
aéreas. Cepa de elevacion plana, forma irregular, borde ondulado, con rizomorfos
y micelio sumergido. Color del anverso: verde (340), violeta (680) en el centro,
parte media y periferia. Color del reverso: anaranjado (235) en el centro, parte

media y periferia. (Figura 2e).

Tratamiento 15 (GF2, EMA, pH 7.7): Textura acanalada con puntos aislados de
micelio de textura lanosa, densidad baja y pocas hifas aéreas. Cepa de elevacion

plana, forma rizoide, borde filiforme, sin rizomorfos y con micelio sumergido. Color
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del anverso y reverso: hifas traslicidas con puntos aislados de micelio color verde
(339). (Figura 2f).

Tratamiento 16 (GF2, CYM, pH 3.5): Textura lanosa en el centro y la periferia,
aterciopelada en la parte media, densidad media y pocas hifas aéreas. Cepa de
elevacion gruesa, forma irregular, borde ondulado, con rizomorfos y micelio
sumergido. Color del anverso: anaranjado (210) o (235) en el centro; anaranjado
(210), amarillo (315) o violeta (680) en la parte media; violeta (680) en la periferia.
Color del reverso: amarillo (306) en el centro, amarillo (315) en la parte media y

anaranjado (208) en la periferia. (Figura 2g).

Tratamiento 17 (GF2, CYM, pH 5.5): Textura lanosa, densidad alta e hifas aéreas
regular. Cepa de elevacion gruesa, forma circular, borde entero, con rizomorfos y
micelio sumergido. Color del anverso: anaranjado (220), verde (340) o violeta
(680) en el centro; anaranjado (220), verde (340), violeta (677, 680) en la parte
media; anaranjado (220) o verde (340) en la periferia. Color del reverso:
anaranjado (215), amarrillo (336, 337) en el centro; anaranjado (215), amarillo
(336), violeta (677, 681) o marron (701) en la parte media; anaranjado (215),
amarillo (336) o violeta (681) en la periferia. (Figura 2h).

Tratamiento 18 (GF2, CYM, pH 7.7): Textura lanosa, densidad media e hifas
aéreas regular. Cepa de elevacién gruesa, forma circular, borde filiforme, con
rizomorfos y micelio sumergido. Una de cinco cepas presenté un microesclerocio.
Color del anverso: amarillo (315) en el centro; amarillo (315), verde (340) en la
parte media; verde (340) en la periferia. Color del reverso: verde (337, 338) en el
centro; rojo (131), verde (337), (338, 339) o marron (701) en la parte media; rojo
(131), verde (337, 338, 339), violeta (681) o marrén (701) en la periferia. (Figura
2i).
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Figura 2. Morfologia de los aislamientos del grupo filogenético 2 de Morchella desarrollados en tres medios de cultivo y
tres niveles de pH (20 d después de la siembra). (a) Trat. 10: pH 3.5/PDA; (b) Trat. 11: pH 5.5/PDA; (c) Trat. 12: pH
7.7/PDA; (d) Trat. 13: pH 3.5/EMA; (e) Trat. 14: pH 5.5/EMA; (f) Trat. 15: pH 7.7/EMA; (g) Trat. 16: pH 3.5/CYM; (h) Trat.
17: pH 5.5/CYM; (i) Trat. 18: pH 7.7/CYM. a= anverso, r= reverso. (Fotos cortesia del Dr. L. Villarreal-Ruiz).




Tratamiento 19 (GF3, PDA, pH 3.5): Textura aterciopelada, densidad regular y
pocas hifas aéreas. Cepa de elevacion gruesa, forma irregular, borde ondulado,
sin rizomorfos ni micelio sumergido. Color del anverso: verde (340) en el centro,
parte media y periferia. Color del reverso: verde (339) en el centro, parte media y

periferia. (Figura 3a).

Tratamiento 20 (GF3, PDA, pH 5.5): Textura lanosa, densidad regular y pocas
hifas aéreas. Cepa de elevacion gruesa, forma irregular, borde lobulado, con
rizomorfos y micelio sumergido. Color del anverso: amarillo (262) en el centro; rojo
(131), anaranjado (218) o amarillo (262) en la parte media; anaranjado (235),
verde (339) o violeta (680) en la periferia. Color del reverso: rojo (116) en el
centro, verde (131) en la parte media y verde (339) en la periferia. (Figura 3b).

Tratamiento 21 (GF3, PDA, pH 7.7): Textura lanosa, densidad regular e hifas
aéreas regular. Cepa de elevacion gruesa, forma irregular, borde ondulado, con
rizomorfos y micelio sumergido. Color del anverso: verde (337, 338) en el centro,
verde (338, 339) en la parte media y verde (339, 340) en la periferia. Color del
reverso: anaranjado (191) en el centro, rojo (193) en la parte media y verde (339)

en la periferia. (Figura 3c).

Tratamiento 23 (GF3, EMA, pH 5.5): Textura lanosa, densidad baja y pocas hifas
aéreas. Cepa de elevacion plana, forma irregular, borde lobulado, sin rizomorfos y
con hifas sumergidas. Color del anverso: anaranjado (250) o verde (340) en el
centro y parte media, verde (340) en la periferia. Color del reverso: verde (339) en

el centro y parte media, verde (340) en la periferia. (Figura 3e).

Tratamiento 24 (GF3, EMA, pH 7.7): Textura acanalada, densidad baja y sin hifas
aéreas. Cepa de elevacion plana, forma rizoide, borde filiforme, sin rizomorfos, con
hifas y puntos aislados de micelio concentrado sumergidos. Color del anverso y
reverso: hifas traslicidas con puntos aislados de micelio concentrado color verde
(339). (Figura 3f).
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Tratamiento 25 (GF3, CYM, pH 3.5): Textura lanosa, densidad media y pocas hifas
aéreas. Cepa de elevacion gruesa, forma irregular, borde lobulado, con rizomorfos
e hifas sumergidas. Color del anverso: verde (338) en el centro y parte media,
violeta (680) en la periferia. Color del reverso: rojo (131) en el centro y parte

media, verde (340) en la periferia. (Figura 3g).

Tratamiento 26 (GF3, CYM, pH 5.5): Textura acanalada en el centro y parte
media, lanosa en la periferia, densidad media y pocas hifas aéreas. Cepa de
elevacion gruesa, forma irregular, borde filiforme, con rizomorfos e hifas
sumergidas. Color del anverso: anaranjado (176), verde (338, 339) en el centro;
rojo (131), verde (338, 339) en la parte media; verde (339, 340) en la periferia.
Color del reverso: rojo (131) o verde (338) en el centro, rojo (131) o verde (139) en

la parte media; verde (338, 340) en la periferia. (Figura 3h).

Tratamiento 27 (GF3, CYM, pH 7.7): Textura lanosa, densidad media e hifas
aéreas regular. Cepa de elevacién gruesa, forma circular, borde filiforme, con
rizomorfos e hifas sumergidas. Color del anverso: verde (337, 338, 340) en el
centro; amarillo (264) o verde (339) en la parte media; verde (339, 340) en la
periferia. Color del reverso: verde (337, 338) en el centro; verde (338) en la parte

media y periferia. (Figura 3i).
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Figura 3. Morfologia de los aislamientos del grupo filogenético 3 de Morchella desarrollados en tres medios de cultivo y
tres niveles de pH (20 d después de la siembra). (a) Trat. 19: pH 3.5/PDA; (b) Trat. 20: pH 5.5/PDA; (c) Trat. 21: pH
7.7/PDA; (d) Trat. 22: pH 3.5/EMA; (e) Trat. 23: pH 5.5/EMA; (f) Trat. 24: pH 7.7/EMA; (g) Trat. 25: pH 3.5/CYM; (h) Trat.
26: pH 5.5/CYM; (i) Trat. 27: pH 7.7/CYM. a= anverso, r= reverso. (Fotos cortesia del Dr. L. Villarreal-Ruiz).




Tratamiento 28 (GF4, PDA, pH 3.5): Textura aterciopelada, densidad alta y pocas
hifas aéreas. Cepa de elevaciéon gruesa, forma irregular, borde ondulado, sin
rizomorfos ni hifas sumergidas. Color del anverso y reverso: anaranjado (235) en

el centro, parte media y periferia. (Figura 4a).

Tratamiento 29 (GF4, PDA, pH 5.5): Textura lanosa, densidad media e hifas
aéreas regular. Cepa de elevacién convexa, forma irregular, borde lobulado, con
rizomorfos e hifas sumergidas. Algunos aislamientos pueden presentar de 1 a 3
micro esclerocios. Color del anverso: anaranjado (218, 219), amarillo (262, 264),
verde (339, 340) en el centro; anaranjado (216, 218, 220), amarillo (262), verde
(339, 340) en la parte media; anaranjado (218, 220, 235), amarillo (262, 265) en la
periferia. Color del reverso: rojo (131) en el centro y parte media, amarillo (338) en
la periferia. (Figura 4b).

Tratamiento 30 (GF4, PDA, pH 7.7): Textura lanosa, densidad media y abundantes
hifas aéreas. Cepa de elevacion crateriforme, forma circular, borde entero, con
rizomorfos e hifas sumergidas. Color del anverso: verde (336, 337) en el centro y
la parte media, con las hifas aéreas verde (339, 340); verde (336, 340) en la
periferia con las hifas aéreas verde (339). Color del reverso: rojo (191) en el

centro, parte media y periferia. (Figura 4c).

Tratamiento 32 (GF4, EMA, pH 5.5): Textura lanosa, densidad baja y pocas hifas
aéreas. Cepa de elevacion plana, forma rizoide, borde lobulado, con rizomorfos e
hifas sumergidas. Color del anverso: verde (340) en el centro y traslicidas en la
parte media y periferia. Color del reverso: verde (339) en el centro y traslicidas en
la parte media y periferia. (Figura 4e).

Tratamiento 33 (GF4, EMA, pH 7.7): Textura acanalada con puntos aislados de
micelio de textura lanosa, densidad baja y pocas hifas aéreas. Cepa de elevacion
plana, forma rizoide, borde filiforme, sin rizomorfos y con hifas sumergidas. Color
del han y reverso: hifas traslicidas con puntos aislados de micelio color verde
(339). (Figura 4f).
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Tratamiento 34 (GF4, CYM, pH 3.5): Textura lanosa, densidad alta e hifas aéreas
regular. Cepa de elevacion convexa, forma irregular, borde ondulado, con
rizomorfos e hifas sumergidas. Color del anverso: anaranjado (220) o verde (338)
en el centro, verde (338, 340) en la parte media, anaranjado (262) en la periferia.
Color del reverso: verde (337) en el centro y parte media, verde (338) en la

periferia. (Figura 4g).

Tratamiento 35 (GF4, CYM, pH 5.5): Textura lanosa, densidad media e hifas
aéreas regular. Cepa de elevacién gruesa, forma circular, borde entero, con
rizomorfos e hifas sumergidas. Color del anverso: verde (337, 338, 339) en el
centro; verde (336, 339, 340) o violeta (680) en la parte media; verde (339, 340) en
la periferia. Color del reverso: rojo (131) en el centro, verde (337, 338) en el centro

y la periferia. (Figura 4h).

Tratamiento 36 (GF4, CYM, pH 7.7): Textura lanosa, densidad media e hifas
aéreas regular. Cepa de elevacién gruesa, forma circular, borde entero, con
rizomorfos e hifas sumergidas. Color del anverso: verde (337, 338) en el centro,
verde (339, 340) en la parte media y verde (338, 339, 340) en la periferia. Color
del reverso: rojo (191) en el centro, anaranjado (193) en la parte media y periferia.
(Figura 4i).
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Figura 4. Morfologia de los aislamientos del grupo filogenético 4 de Morchella desarrollados en tres medios de cultivo y
tres niveles de pH (20 d después de la siembra). (a) Trat. 28: pH 3.5/PDA; (b) Trat. 29: pH 5.5/PDA; (c) Trat. 30: pH
7.7/PDA; (d) Trat. 31: pH 3.5/EMA; (e) Trat. 32: pH 5.5/EMA; (f) Trat. 33: pH 7.7/EMA; (g) Trat. 34: pH 3.5/CYM; (h) Trat.
35: pH 5.5/CYM; (i) Trat. 36: pH 7.7/CYM. a= anverso, r= reverso. (Fotos cortesia del Dr. L. Villarreal-Ruiz).




Las estructuras microscopicas distintivas observadas en los aislamientos in vitro

de Morchella se presentan en la Figura 5.

Figura 5. Estructuras distintivas formadas en los aislamientos in vitro de Morchella:
(a) rizomorfos, (b) micelio adherido a la superficie del medio, (c) micelio sumergido
en el medio con agregaciones miceliales, (d) excrecencias hifales gutulares,
presentes en todos los tratamientos que crecimiento miceliar (€) micro esclerocio,

(f) micelio emanante con hifas ramificadas tipicas de Morchella.

6.3.2 Velocidad de crecimiento
ANOVA y prueba de hipotesis

Con un nivel de significancia de 5%, los factores grupo filogenético, medio de
cultivo y pH con cada uno de sus niveles respectivos (1, 2, 3, 4; PDA, EMA, CYM;
3.5, 5.5y 7.7; respectivamente) no producen el mismo efecto sobre la velocidad
de crecimiento. En el caso de todas las interacciones, con un nivel de significancia

de 5%, se determina que si existen; es decir, al menos un nivel de cada factor no

K=




sigue la misma tendencia en cada nivel de su factor de interaccion

correspondiente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Analisis de varianza para la velocidad de crecimiento.

FV GL SC CM P-value

Grupo 3 103.856078 34.618693 <.0001
Medio 2 525.920920 262.960460 <.0001
pH 2 2874.176643 1437.088322 <.0001
Grupo*medio 6 36.431516 6.071919 <.0001
Grupo*pH 6 71.493672 11.915612 <.0001
Medio*pH 4 663.338367 165.834592 <.0001
Grupo*medio*pH 12 44.038584 3.669882 <.0001
Error 144 71.942040

Total 179 4391.197820

Prueba de comparacion de medias

El filogrupo 2 present6 la mayor velocidad de crecimiento, siendo estadisticamente
diferente al filogrupo 4 que fue el segundo en velocidad. Los filogrupos 1y 3
presentaron la menor velocidad de crecimiento (Cuadro 3). Los ascomas
correspondientes a los filogrupos 2 y 4 fueron recolectados en el sitio Izta-popo,
mientras que los ascomas de los filogrupos 1 y 3 en el sitio Tlaloc. Esto significa
gue los aislamientos del sitio Izta-Popo crecen mas rapido respecto a los del sitio

Tlaloc.

En cuanto a la influencia del medio de cultivo sobre la velocidad de crecimiento,
esta fue mayor en CYM, seguido de EMA y PDA, siendo estadisticamente
diferente entre si. Asi mismo el pH influyd sobre la velocidad de crecimiento,

siendo estadisticamente diferente en los tres niveles: a 7.7 la velocidad fue mayor,
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disminuyendo a medida que el medio se acidifico (Cuadro 3). Incluso en EMA a un

pH 3.5 el crecimiento se inhibié completamente.

Cuadro 3. Prueba de comparacién de medias para velocidad de crecimiento (mm

d™) por efecto del grupo filogenético, medio de cultivo y pH.

Grupo filogenético'  Media  Medio de cultivo®°  Media pH®  Media

2 5.7178" CYM 7.0473" 7.7 10.0708"
4 5.2827° EMA 4.3163° 55 3.7992°
3 4.1969° PDA 2.9333° 35 0.4270°
1 3.8653¢

Medias en la misma columna con al menos una letra en comun no son significativamente diferentes
(0=0.05). 'DMS= 0.3873, °DMS= 0.3056, *DMS= 0.3056.

En la combinacion de los factores grupo filogenético y medio de cultivo, la mayor
velocidad de crecimiento la present6 el filogrupo 2, seguido del 4, 3y 1, todos en
CYM; mientras que el menor crecimiento se da en los filogrupos 2, 3y 1 en PDA
(Cuadro 4).

Para el caso de los factores grupo filogenético y pH, la mayor velocidad de
crecimiento se observo en el filogrupo 2, seguido del 4, 3 y 1, todos en pH 7.7;
mientras que el menor crecimiento se da a un pH 3.5 en los 4 filogrupos (Cuadro
4).

En cuanto a los factores medio de cultivo y pH, la mayor velocidad de crecimiento
se observo en los medios EMA y CYM a pH 7.7, seguido de CYM a pH 5.5.

Finalmente, en el medio EMA a pH 3.5 no se observé crecimiento (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Prueba de comparacién de medias para velocidad de crecimiento (mm

d™) por efecto de dos factores combinados.

Cco GM? Media CO GP? Media CO MP®  Media
23 8.9220" 23 12.0620" 23 12.3970%
43 7.12478 43 11.14538 33 11.8985"
33 6.2573° 33 8.9047° 32 8.3595°
13 5.8853°P 13 8.1713° 13 5.9170°
22 5.2913PF 22 4.5107° 12 2.4860°
42 4.8513F 42 4.3253° 31 0.8840F
41 3.8720" 32 3.2813F 22 0.5520%F
32 3.5987¢ 12 3.0793F 11 0.3970F%
12 3.52407CH 21 0.5807F 21 0.0000"
21 2.9400°"" 31 0.4047F
31 27347 41 0.3773F
11 2.1867' 11 0.3453F

CO GM= combinacion grupo filogenético-medio de cultivo, CO GP= combinacion grupo
filogenético-pH; CO MP= Combinacién medio de cultivo-pH. Para G: 1, 2, 3, 4 corresponden a los
grupos filogenéticos. Para M: 1=PDA, 2=EMA, 3=CYM. Para P: 1= pH 3.5, 2= pH 5.5, 3= pH 7.7
Medias en la misma columna con al menos una letra en comuin no son significativamente diferentes
(0=0.05). 'DMS= 0.8575, 2DMS=0.8575, *DMS= 0.704.

El efecto de los tres factores combinados fue el siguiente: la mayor velocidad de
crecimiento la presentaron los filogrupos: 2apH 7.7 en EMAY CYM,y4 apH 7.7
y EMA. Ningun filogrupo crecié en EMA a pH 3.5, ni el filogrupo 1 en PDA a 3.5
(Cuadro 5).
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Cuadro 5. Prueba de comparacién de medias para velocidad de crecimiento (mm

d™) por efecto de tres factores combinados.

CO GMP Media CO GMP Media COGMP Media
223 15.2540" 332 7.0980"" 431 0.6780N°
233 15.1100* 213 5.8220" 222 0.6200°
423 13.7900"® 113 5.2560°¢ 331 0.5300°
433 12.19608¢ 313 5.1400°% 122 0.4580°
333 11.1440°P 412 3.7120%" 411 0.4540°
323 10.4300°F 212 2.5480"M 211 0.4500°
232 10.3640°F 312 2.3800"MN 322 0.3660°
123 10.1140PFF 112 1.3040MN° 221 0.0000°
133 9.1440FF¢ 231 1.2920MN° 111 0.0000°
432 8.50007¢H 131 1.0360MN° 321 0.0000°
132 7.4760°H 322 0.7640N° 421 0.0000°
413 7.4500¢H 311 0.6840N° 121 0.0000°

CO GMP= combinacion grupo filogenético-medio de cultivo-pH. Medias con al menos una letra en

comun no son significativamente diferentes (0=0.05). DMS= 1.7525.
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6.4 DISCUSION

Forma de las cepas. Las cepas de los cuatro grupos filogenéticos desarrollados
en un pH de 3.5 presentaron forma irregular (excepto los tratamientos que no
presentaron crecimiento), y tendieron a adoptar formas circulares a medida que el
pH aumentd. La forma rizoide so6lo se observd en cepas desarrolladas en medio
EMA, concordando con Guler y Ozkaya (2009) quienes tampoco detectaron la
forma rizomorfica en PDA, sin embargo difiere en cuanto a la cepa en CYM, ya
gue ellos la reportan como rizoide en este medio. Las cepas de los diferentes
grupos filogenéticos presentan forma irregular a pH 3.5 donde los nutrimentos
estan poco disponibles, pero tienden a ser rizoides o circulares a medida que
crecen en un pH optimo, coincidiendo con lo sefialado por Guler y Arkan (2000).

Coloracién. Los tratamientos presentaron una amplia gama de colores, con tonos
cercanos a los reportados por Guler y Arkan (2000) y Guler y Ozkaya (2009) que
van de blanco, amarillo a marrén. Las cepas 1 y 3, provenientes del sitio Tlaloc
presentaron tonos mas claros respecto a las cepas 2 y 4 provenientes del sitio
Izta-Popo (Figura 1). Las cuatro cepas en EMA a pH 5.5 y 7.7 se caracterizaron
por presentar baja densidad de micelio, por consiguiente los colores que

presentaron fueron mas tenues respecto a cepas con densidad alta.

Textura. La mayoria de los tratamientos presentaron una sola textura en el centro,
medio y periferia, excepto T3, T7, T12, T16, y T26. La textura lanosa fue la
predominante. La textura granular reportada por Hervey et al (1978) solo se
observé en el tratamiento T11. Cabe mencionar que la caracterizacién tanto de
texturas como otras caracteristicas morfolégicas hasta la fecha se hace al criterio
y experiencia del investigador (Hervey et al. 1978, Guler y Arkan 2000, Winder
2006), no se han propuesto descriptores especificos para el crecimiento in vitro del
género Morchella, los cuales son necesarios, ya que los aislamientos presentan
también un alto polimorfismo de acuerdo al medio de cultivo y pH en el que se

desarrollan.
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Rizomorfos. Se confirma la presencia de rizomorfos en 26 de los 36 tratamientos
generados (72.2 %). Los tratamientos 5, 6, 19, 23 y 24 no presentaron rizomorfos
y a excepcion de T19 observado en PDA, el resto se registraron en EMA. Cabe

mencionar que estos tratamientos corresponden a los GF1 y GF3, del sitio Tlaloc.

Esclerocios. Sélo se observaron en una réplica de tratamiento T18 (CYM pH 7.7)
gue corresponde al filogrupo 2 y en cuatro réplicas de T29 (PDA pH 5.5) que
corresponde al filogrupo 4, ambos del sitio Izta-Popo. Guler y Ozkaya (2009)
reportan esclerocios en PDA, EMA y CYM en mayor frecuencia que los
observados en el presente experimento, aunque no dan detalles de sus
caracteristicas. El tamafio de los microesclerocios fue de ~ 2 mm de didmetro
(Figura 5e.2), concordando con lo reportado por Volk y Leonard (1990) quienes
observaron esclerocios de 1-2 mm de tamafio en micelio de Morchella
desarrollado en CYM adicionado con 2% de estiércol de oveja. Masaphy (2010)
indica que la formacion de esclerocios es la primera de las cinco etapas para la
obtencién de ascomas. Amir et al. (1992) al evaluar la produccion de esclerocios
en un sistema con dos medios de cultivo en una misma caja Petri: la mitad con un
medio pobre (agar) y la otra mitad con un medio rico (PDA), observaron mayor
cantidad de esclerocios en el medio pobre. Dentro de este medio las sales
inhibieron la produccién de esclerocios y la hexosa y hexitol la promovieron. Esto
refuerza la concepcion del esclerocio como una estructura de resistencia formada

como consecuencia de un severo estrés ambiental (Pilz et al. 2007).

Tiempo de colonizacion. A pesar de que los sitios Izta-Popo y Tlaloc estan
separados sélo por 40 Km y dado que sus condiciones climaticas son muy
similares, las cepas del Izta-Popo presentan una mayor velocidad de crecimiento
gue las de Tlaloc. A nivel de microclima si pueden detectarse algunas variaciones,
ya que el sitio Izta-Popo tiene una pendiente muy pronunciada hacia el sur,
mientras que en el sitio Tlaloc la pendiente es menor y orientada hacia el oeste,
provocando que en este Ultimo la radiacién solar sea mas directa y por lo tanto
haya menos humedad. Dado que los aislamientos se sometieron a las mismas

condiciones in vitro, la diferencia en el tiempo de colonizacién es mejor explicado
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por su constitucion genética, ya que los grupos filogenéticos 1 y 3 (ambos de
Tlaloc) son muy cercanos entre si, en cambio los grupos 2 y 4 (ambos de Izta-
Popo) se separan claramente de los anteriores pero se agrupan en subclados

cercanos entre si.

En cuanto a medio de cultivo, la mayor velocidad de crecimiento se dio en CYM,
seguido de EMA y PDA (Cuadro 3). Esto difiere de lo registrado por Guler y Arkan
(2000) donde EMA fue mejor respecto a PDA y CYM, y por Guler y Ozkaya (2009)
donde EMA y CYM fueron mejores respecto a PDA. En ambos casos, en medio
PDA el crecimiento es mas lento. Por otra parte, CYM, al ser el medio mas

completo provee mas nutrimentos para el crecimiento del hongo.

Cabe sefalar que en CYM y PDA los nutrimentos estan disponibles atn a un pH
de 3.5, ya que las cepas fueron capaces de sobrevivir y desarrollarse, aunque a
velocidades muy bajas (Cuadro 4). Winder (2006) ubica el rango 6ptimo de pH
para el desarrollo in vitro entre 7 y 7.7 y los resultados del presente estudio
comprobaron dicha informacion, ya que el pH 6ptimo fue de 7.7 donde las cepas
se desarrollaron 3 veces mas rapido que a un pH de 5.5. Sin embargo, lo anterior
resulta contrastante a lo reportado bajo condiciones naturales en bosques de
oyamel por Pérez-Moreno et al. (2009), por lo que se pone en duda que el pH del
suelo adyacente a los ascomas sea el mismo al de las colonias miceliales de
Morchella. La plasticidad de Morchella para crecer en un amplio intervalo de pH
puede ser explicada por la presencia de micelios heterocariones, que son
considerados por algunos genetistas como poblaciones de nucleos o incluso de
genes, lo cual puede conferir una mayor capacidad adaptativa bajo una amplia
gama de condiciones ecolégicas y de cambios ambientales subitos (Pilz et al.
2007).
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6.5

CONCLUSIONES

Los aislamientos monospéricos de Morchella spp. establecidos en
diferentes medios de cultivo (PDA, EMA y CYM) y condiciones de pH (3.5,
5.5y 7.7) presentaron una amplia variacion morfolégica.

La mayor velocidad de crecimiento se dio en condiciones 6ptimas de pH
(7.7) y en medios de cultivo ricos en nutrimentos como es el caso de CYM y
EMA. Sin embargo, a medida que el pH se acidific6 el medio de cultivo
CYM resulté ser el mas adecuado para el desarrollo de Morchella.

A un pH de 3.5 ninguna cepa crecié en medio de cultivo EMA, en el caso
de cepas del filogrupo 1 tampoco se desarrollaron en el medio de cultivo
PDA.

Aislamientos de lIzta-Popo (filoespecies 2 y 4) crecieron a mayor velocidad
respecto a los de Tlaloc (filoespecies 1 y 3) bajo las condiciones
experimentales.

Los medios de cultivo PDA 'y CYM a un pH de 7.7 son adecuados para la

preservacion in vitro de Morchella.

120



6.6 LITERATURA CITADA

Amir R, Levanon D, Hadar Y, Chet I. 1992. Formation of sclerotia by Morchella
esculenta: relationship between media composition and turgor potencial in

the mycelium. Mycological Research 96:943-948.

Guler P, Arkan O. 2000. Cultural characteristics of Morchella esculenta mycelium

on some nutrients. Turkish Journal of Biology 24:783-794.

Guler P, Ozkaya GE. 2009. Morphological development of Morchella conica
mycelium on different agar media. Journal of Environmental Biology 30:601-
604.

Guzméan G, Tapia F. 1998. The known morels in Mexico, a description of a new
blushing species, Morchella rufobrunnea, and new data on M. guatemalensis.
Mycologia 90:705-714.

Hervey A, Bistis G, Leong |, 1978. Cultural studies of single ascospore isolates of
Morchella esculenta. Mycologia 70: 1269-1274.

Masaphy S. 2010. Biotechnology of morel mushrooms: successful fruiting body
formation and development in a soilless system. Biotechnology Letters
32:1523-7.

Pérez-Moreno J, Lorenzana-Fernandez A, Carrasco-Hernandez V, Yescas-Pérez
A. 2010. Los hongos comestibles silvestres del Parque Nacional Izta-Popo,
Zoquiapan y Anexos. Colegio de Postgraduados, SEMARNAT, CONACYyT.

Montecillo, Texcoco, Estado de México.167 p.

Perkins HJ. 1969. Morphogenesis in Schizophyllum commune. I. Effects of white
light. Plant Physiology 44:1706-1711.

121



Pilz D, McLain R, Alexander S, Villarreal-Ruiz L, Berch S, Wurtz TL, Parks CG,
McFarlane E, Baker B, Molina R, Smith JE. 2007. Ecology and management
of morels harvested from the forests of western North America. General
Technical Report. PNW-GTR-710. Portland, OR: U.S. Department of

Agriculture, Forest Service, Pacific Northwest Research Station. 161 p.

Séguy E. 1936. XXX Code universal des couleurs. Paul Lechevalier P. (Editeour).

Libraire pour les sciences naturelles. Paris, France.

Sinclair CG, Cantero D. 1989. Fermentation modelling. In: McNeil, B. L. M Harvey
(eds.) Fermentation a practical approach. IRL Press, New York. pp. 65-112.

Tariqg V. 2011. Introduction to fungal growth kinetics: growth kinetics in solid media.
Disponible  en  http://www.fungionline.org.uk/5kinetics/4solid_media.html
(revisado el 5 de abril de 2012).

Trinci APJ. 1969. A kinetic study of the growth of Aspergillus nidulans and the
other fungi. Journal General of Microbiology 56:11-24.

Volk TJ, Leonard TJ. 1990. Cytology of the life-cycle of Morchella. Mycological
Research 94:399-406.

Winder RS. 2006. Cultural studies of Morchella elata. Mycological Research
110:612-623.

122


http://www.fungionline.org.uk/5kinetics/4solid_media.html

CAPITULO VII. PRUEBAS DE INCOMPATIBLIDAD SOMATICA

7.1 INTRODUCCION

A través de la fusion de hifas de diferentes individuos frecuentemente se forman
heterocariones, sin embargo, existen mecanismos genéticos que llegan a
restringirla, a través de un fendmeno se conoce como incompatibilidad soméatica
(Glass et al. 2000). Estos autores mencionan que las cepas que son capaces de
tener anastomosis, son designadas como miembros de un mismo grupo. Por otra
parte se considera que las bases de la incompatibilidad se deben a diferencias
entre alelos de loci het (heterokaryon incompatibility, por sus siglas en inglés); de
tal forma que aunque en un inicio exista fusion hifal, durante la formacion del
heterocarion se puede producir un rechazo que a menudo resulta en muerte
celular (Glass et al. 2000, Glass y Kaneko 2003).

Los sistemas de apareamiento de hongos (hibridacion y autocruzas) son
importantes en la conformacion de la estructura genética de las poblaciones
locales (Pagliaccia et al. 2011). Asi mismo, tanto la tolerancia al intercambio como
la recombinacion de nucleos entre cepas de hongos multinucleados, aun cuando
haya heterogeneidad genética, constituyen factores importantes para su
diversificacion y evolucion (Roper et al. 2011). De tal manera, que el intercambio
genético mitdtico resulta en un incremento en la variabilidad genética, mientras
gue la incompatibilidad somatica puede servir como un mecanismo de regulacién
a la entrada de nuevo material genético y como defensa en contra de infeccién
genética, ya que al impedir la fusion de citoplasmas reduce el riesgo de
transmisiones de elementos infecciosos como virus (Caten 1972, Glass et al.
2000).

El fendbmeno de compatibilidad/incompatibilidad ocurre frecuentemente en hongos
ascomicetos y en las especies estudiadas se han encontrado un gran numero de

grupos de compatibilidad somatica (Vegetative Compatibility Groups, por sus
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siglas en inglés) (Nauta y Hoekstra 1996). En el caso particular del género
Morchella, no se conocen patrones de incompatibilidad, y si se dan, se desconoce
que tan frecuentes son tanto a nivel intra e interespecifico (Pilz et al. 2007).
Hervey et al. (1978) registran compatibilidad de micelios de Morchella generados a
partir de la misma espora, sin embargo, al parear dos esporas del mismo o
diferente ascoma, observaron una barrera similar a la acumulacion de hifas aéreas
en la linea de contacto, indicando que: (1) los nucleos fusionados en el asca son
heterocigotos para ciertos factores genéticos o, (2) no todas las ascas de un
ascoma surgen de un mismo par de nucleos. Gessner et al. (1987) encontraron
variacion alélica entre aislamientos monospoéricos de ascomas individuales,
indicando que existen genes de genomas parentales diferentes en la
descendencia de un solo ascoma. Estos estudios llevaron a Pagliaccia et al.
(2011) a sugerir que la formacién de ascomas de Morchella esta controlada por

genes mating type similar a otros ascomicetos.

Ainsworth y Rayner (1989), basados en pruebas de anastomosis en Sterum spp.,
encontraron 3 fases: (1) proximidad hifal; (2) contacto hifal y (3) fusién hifal.
Durante la aproximacion hifal, si no existe anastomosis, entonces se mantiene la
distancia entre las puntas de hifas (repulsion) y es posible que el crecimiento se
detenga. Si se inicia el contacto hifal, la extensién de las mismas continta o la
fusion falla. Ademas, durante el contacto hifal es posible que se inicie la fusion,
gue a su vez puede derivar en: (1) no reconocimiento, inhibicion del crecimiento,
compartimentacion y finalmente muerte celular programada; o (2) regeneracion,

division nuclear, septacion y crecimiento (Glass et al. 2000, Glass y Kaneko 2003).

Croll et al. (2008) reportan dos estadios intermedios de incompatibilidad entre el
contacto hifal y la anastomosis exitosa: (1) incompatibilidad pre-fusién, cuando
ocurren cambios morfolégicos entre las dos hifas, indicando el primer estado de la
anastomosis, pero el protoplasma de una hifa se retrae; (2) incompatibilidad post-
fusion, cuando ocurre la anastomosis pero en seguida el protoplasma de una hifa

se retrae y se forma un septo entre las dos hifas.
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Actualmente, se han desarrollado marcadores de Polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés) y regiones amplificadas de secuencias
caracterizadas (SCARs, por sus siglas en inglés) por clonacion y secuenciacion de
amplicones AFLP para estudiar los sistemas de apareamiento en Morchella. La
segregacion de los marcadores AFLP, el andlisis por division de la
descomposicion de dos marcadores SCAR y el analisis genético de poblaciones
de los marcadores SNP, SCAR y AFLP indican que al menos el linaje filogenético
de Morchella sp Mel-12 (grupo elata) son heterotalicas y de fecundacién cruzada

en la naturaleza similar al grupo de morchellas amarillas (Pagliaccia et al. 2011).

Derivado de lo anterior, en el presente estudio se busca determinar
incompatibilidad somatica entre cepas de cuatro filoespecies de morchellas

mexicanas provenientes de dos localidades diferentes (Tlaloc e Izta-Popo).
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7.2 MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron 8 aislamientos a partir de espora y contexto, pertenecientes a 4
grupos filogenéticos obtenidos del andlisis molecular, provenientes de los sitios de

muestreo Izta-Popo y Tlaloc (Cuadro 1).

Cuadro 1. Ubicacién filogenética, origen geogréfico y tipo de aislamiento de las 8
cepas seleccionadas para las pruebas de anastomosis.

Grupo Origen geogréfico
filogenético |zta-Popo Tlaloc
1 T6-E T6-C
2 IP-2-E
3 IP-3-E IP-3-C T5-E T3-C
4 IP-4-E
Espora Contexto Espora Contexto

Tipo de aislamiento

T=Tlaloc, IP= Izta-Popo, E= espora, C= contexto.

La prueba de anastomosis se llevd a cabo en pares con todas las combinaciones
posibles, obteniendo en total 36 tratamientos (8 entre el mismo aislamiento y 28

entre los diferentes aislamientos) (Cuadro 2).

El experimento se establecié probando dos sistemas de siembra en cajas Petri (9
cm) con PDA (39 g L™):

1) Siembra sobre portaobjetos: Se emplearon aislamientos que se habian
conservado en refrigeracion (4 °C). En el centro cada caja Petri se colocé un
portaobjeto estéril, luego se adicioné el PDA hasta que lo cubri6 ~1mm y se dejé

solidificar. Con un sacabocado se tomaron los fragmentos de las cepas a parear y
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se colocaron a la mitad del lado mas largo del portaobjeto, fuera del area del
rectdngulo que forma. Se sembraron tres réplicas por tratamiento. Adicionalmente

se hizo la siembra en dos cajas Petri con PDA sin portaobjetos.

2) Siembra clasica: Consisti6 en colocar los fragmentos de las cepas a parear
separados a una distancia de 2 cm en cajas Petri con PDA. Se sembraron 5
réplicas por tratamiento. Se emplearon aislamientos reactivados a partir de las
cepas conservadas en refrigeracion a 4 °C.

Las cajas Petri se sellaron con Parafim© y se incubaron en oscuridad a

temperatura ambiente (~22 °C).

Cuadro 2. Arreglos para la prueba de anastomosis de 8 cepas de Morchella spp.

Grupos | T-6E | T-6C |IP-2E IP-3E | IP-3C T-5E | T-3C | IP-4E

T-6 E Trat.1 | Trat.2 | Trat.3 | Trat. 4 Trat. 5 Trat. 6 Trat. 7 | Trat. 8
T-6 C Trat.9 | Trat. 10 | Trat. 11 | Trat. 12 Trat. 13 | Trat. 14 | Trat. 15
IP-2 E Trat. 16 | Trat. 17 | Trat. 18 Trat. 19 | Trat. 20 | Trat. 21
IP-3 E Trat. 22 | Trat. 23 Trat. 24 | Trat. 25 | Trat. 26
IP-3C Trat. 27 Trat. 28 | Trat. 29 | Trat. 30
T-5E Trat. 31 | Trat. 32 | Trat. 33
T-3C Trat. 34 | Trat. 35
IP-4 E Trat. 36

T=Tlaloc, IP= Izta-Popo; E=espora; C=Contexto; Trat.=Tratamiento.

Confirmacién de anastomosis. Se hicieron observaciones directamente en las
cajas Petri empleando un microscopio estereoscopico para determinar el momento
de inicio del contacto hifal de las cepas pareadas. Después de 24 h de haberse
iniciado el contacto hifal, se seleccion6 al azar una réplica de cada tratamiento

para la prueba. En el caso del sistema de siembra en portaobjeto, este se retiré de
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la caja Petri, mientras que en el sistema de siembra clasica el fragmento de PDA
con el pareamiento de cepas se recort6 y se colocO sobre un portaobjeto.
Enseguida, a las preparaciones se les agregd una gota de cloruro de
nitrotetrazolio azul (NBT) (Sigma-Aldrich) en la linea de contacto hifal para la
prueba de actividad de la Succinato Deshidrogenasa (SDH, por sus siglas en
inglés) (Smith y Gianinazzi-Pearson 1990). La preparacion se monitore6 cada hora
durante las primeras 6 h y posteriormente cada 12 h hasta que se detecté una
coloraciéon azul por efecto del NBT. La deposicién de sales de formazan obtenida
por la reduccién del NBT permitio valorar la viabilidad de las hifas en la zona de
contacto (Croll et al. 2008). En cada preparacion se fotografiaron 5 areas de
contacto hifal a 10 y 40x en un microscopio de luz transmitida (Olympus BX51)
empleando microscopia de campo claro. Posteriormente, se les adicion6 una gota
de azul de tripano (marca Hycel) en acido lactico (0.05%) y se fotodigitalizaron.
Cabe mencionar que las hifas con la membrana intacta (células viables) no fueron
coloreadas debido a su capacidad de excluir colorantes como el azul de tripano
(Strober 2001). Por otra parte, el contacto entre dos hifas se considerd sin
interaccion cuando se tocaron pero no hubo ni cambios morfolégicos ni fusion. Se
confirm6 la fusion hifal cuando la anastomosis fue completa (fusién de
protoplasma entre las dos hifas y actividad metabdlica en la hifa puente, a través
de la prueba SDH) (Croll et al. 2008). La ocurrencia y frecuencia de contactos
hifales se registr6 a partir de las observaciones de las 5 areas analizadas
(Giovannetti et al. 2004) a 10x y confirmadas a 40 y 100x, mediante
fotodigitalizacion empleando una camara digital Infinity 1 (Lumenera corporation) y

procesadas con el programa Image-Pro Express, version. 6.3 (Media Cybernetics).
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7.3 RESULTADOS

(1) Siembra sobre portaobjetos. Este sistema no fue de utilidad, debido a las
siguientes fallas operativas: (a) las cepas se habian mantenido en refrigeracion y
al sembrarlas no se les dio el tiempo adecuado para el proceso de reactivacion,
por lo que crecieron a diferente velocidad y algunas no presentaron crecimiento;
(b) debido al crecimiento de las cepas a diferente velocidad, el contacto hifal en
algunos tratamientos no ocurrié en el centro del portaobjeto; (c) durante el vaciado
de PDA, en algunas cajas Petri el recubrimiento del portaobjeto fue irregular, ya
gue al solidificarse este quedd descubierto, impidiendo el crecimiento hifal en

algunas éreas.

2) Siembra clasica. Las fallas del sistema de siembra sobre portaobjetos fueron
corregidas mediante la repeticibn del experimento bajo el sistema clasico de
siembra directa sobre el medio de cultivo y, dandole un mayor tiempo de
reactivacion a las cepas previamente refrigeradas. En este procedimiento se
tuvieron que hacer algunos ajustes como son: en los Trat. 6, Trat. 8 y Trat. 18, uno
de los dos explantes a parear crecié a mayor velocidad e inhibi6 al otro, por lo que
la siembra se repitié. En esta ocasion el Trat. 18 presentd el mismo problema, asi
que se opté por una siembra desfasada colocando primero el explante de
crecimiento lento y a los 3 dias el de crecimiento rapido.

Después de una serie de pruebas a diferentes intervalos de tiempo (cada h
durante las primeras 6 h y cada 12 h posteriormente), se observo que la reducciéon
del NBT a sales de formazan fue lento y comenzé a visualizarse a partir de las 48
h de exposicion.

Al inferir la incompatibilidad somatica por presencia/ausencia de la barrera de
incompatibilidad, se encontro lo siguiente: (1) todas las cepas fueron capaces de
tener anastomosis consigo mismas; (2) las cepas de un mismo grupo filogenético
pero de diferente sitio geografico tuvieron anastomosis cuando el aislamiento fue
monosporico (Trat. 24), sin embargo, fueron incompatibles cuando el aislamiento

provino del contexto (Trat. 29); (3) en el resto de las combinaciones se formé la
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barrera de incompatibilidad, es decir, diferentes especies filogenéticas o
aislamientos de espora y contexto de una misma especie filogenética no forman

anastomosis (Figura 1).

En las observaciones microscépicas del fenbmeno sélo se observo con certeza un
evento de fusion perfecta en el tratamiento 1, mientras que en el resto se
detectaron contactos hifales sin interaccion e incompatibilidad pre-fusion (Figura
2). Los tipos de contacto hifal registrados en cada tratamiento (Cuadro 3)
provienen de las observaciones de las 5 areas analizadas a 10x (Cuadro 3). En
dicho cuadro se indica que aun cuando las autocruzas y el Trat. 24 no presentaron
barrera de incompatibilidad, a nivel microscopico si se detectd algun tipo de
incompatibilidad, por lo que las observaciones macroscopicas, deben

acompanfarse del analisis microscépico de las zonas de contacto hifal.

Se detectaron 3 tipos de contacto hifal (Figura 2), a su vez, se observaron 5 tipos
de incompatibilidad pre-fusién (Figura 2c1-5). Del total de contactos hifales, el 73.4
% fueron de incompatibilidad pre-fusion, el 26.3 % sin interaccion y solo el 0.2
presentd6 fusion perfecta. Los 5 tipos de incompatibilidad pre-fusion se
distribuyeron como sigue: c.1) 1.2%; c.2) 41.1%; c.3) 28.4%; c.4) 0.8% y C.5)
1.9%. Cabe destacar que el tipo de incompatibilidad pre-fusién c.4 es particular
debido a que se refiere a eventos donde el crecimiento se detiene o0 es muy lento y
generalmente no existe contacto hifal; se present6 sélo en los Trat. 5y 23, donde

se pareo IP-3-C con T6-E e IP-3-E respectivamente.
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Cuadro 3. Tipos de contacto hifal entre pares de cepas.

Trat. TC NI FP IPrF Tipo de incompatibilidad Pre-fusion
(A) (B) (C1-5) C.1 C.2 C3 C4* C5
T1 9 2 1 6 2 2 2 0 0
T2 8 3 0 5 0 4 1 0 0
T3 10 1 0 9 0 7 2 0 0
T4 19 3 0 16 0 13 3 0 0
T5 5 2 0 3 0 1 0 1 1
T6 16 9 0 7 0 6 1 0 0
T7 10 5 0 5 0 5 0 0 0
T8 16 8 0 8 0 6 2 0 0
T9 18 15 0 3 0 1 1 0 1
T10 13 7 0 6 0 5 1 0 0
T11 21 5 0 16 1 9 2 0 4
T12 16 2 0 14 0 7 7 0 0
T13 18 3 0 15 0 5 10 0 0
T14 17 7 0 10 0 7 3 0 0
T15 19 5 0 14 0 5 9 0 0
T16 15 9 0 6 0 0 6 0 0
T17 22 1 0 21 1 6 14 0 0
T18 7 1 0 6 0 4 2 0 0
T19 14 2 0 12 1 10 0 0 1
T20 16 0 0 16 0 10 6 0 0
T21 12 0 0 12 0 3 9 0 0
T22 19 0 0 19 0 5 14 0 0
T23 11 7 0 4 0 1 0 3 0
T24 10 5 0 5 0 3 2 0 0
T25 11 0 0 11 1 7 3 0 0
T26 18 1 0 17 0 7 8 0 2
T27 9 1 0 8 0 7 1 0 0
T28 9 3 0 6 0 4 2 0 0
T29 16 4 0 12 0 9 3 0 0
T30 12 4 0 8 0 6 2 0 0
T31 11 0 0 11 0 2 9 0 0
T32 10 0 0 10 0 5 5 0 0
T33 12 0 0 12 0 11 1 0 0
T34 7 6 0 1 0 1 0 0 0
T35 14 1 0 13 0 12 1 0 0
T36 12 5 0 7 0 2 5 0 0
Total 482 127 1 354 6 198 137 4 9

% 100 26.3 0.2 73.4 1.2 41.1 28.4 0.8 1.9
TC= total de contactos hifales en 5 areas a 10x, NI= contactos hifales sin interaccién, FP=

contactos con fusidon perfecta, IPrF= incompatibilidad pre-fusion, IPsF= incompatibilidad post-

fusion, c.1-5= tipos de incompatibilidad pre-fusién (ver Figura 2). *Debido a que en este tipo de
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incompatibilidad no es posible contar la cantidad de contactos hifales debido al alto grado de

repulsion (ver Figura 2.c.4), el nimero se refiere a las areas en las que se presento.

Figura 1. Detalle macroscépico del pareamiento de 8 cepas de Morchella donde se

observa el fendmeno de compatibilidad e incompatibilidad somatica. T6 y T8 a 15

d, T18 a 11 d, el resto de cepas a 19 d. d= dias después de la siembra.

(=2




Figura 2. Detalle microscépico de los tipos de contacto hifal observados en los
pareamientos de Morchella empleando NBT y azul de tripano: (a) Sin interaccion.
(b) Fusién perfecta. (c.1-5) incompatibilidad pre-fusion: (c.1) se da el contacto
fisico pero una punta hifal cambia de direccion; (c.2) una punta de la hifa muere;
(c.3) las dos puntas hifales mueren; (c.4) se detiene el crecimiento antes del
contacto de las puntas de las hifas; (c.5) se presenta muerte celular sélo en el

segmento de la hifa donde se da el cruce.




7.4 DISCUSION

El micelio de Morchella es autocompatible, en concordancia con lo reportado por
Hervey et al. (1978). Dichos autores también indican que los aislamientos
provenientes de diferentes esporas, pero de un mismo ascoma no Sson

compatibles; sin embargo este tipo de prueba no se realizé en este estudio.

Volk y Leonard (1990) observaron fusion hifal entre las especies M. esculenta, M.
crassipes y M. deliciosa, pero no con M. semilibera y M. angusticeps, lo que
atribuyen a que M. esculenta, M. crassipes y M. deliciosa en realidad pueden ser
ecotipos de la misma especie y M. semilibera y M. angusticeps son especies

diferentes.

En la cruza de aislamientos monospdéricos de la filoespecie 3 provenientes de Izta-
Popo y Tlaloc no hubo barrera de incompatibilidad, sin embargo se observo
cuando se cruzaron aislamientos provenientes del contexto de ascomas. Si bien,
las hifas de los cultivos monosporicos pueden ser multicariones; las hifas del
contexto pueden ser heterocariones y es posible que los complementos contengan
genes de incompatibilidad (loci het) (Glass et al. 2000).

Si bien, a nivel macroscépico las 8 autocruzas no presentaron barrera de
incompatibilidad, en las observaciones microscopicas realizadas solo se detecto
un evento de fusion perfecta en el Trat. 1, mientras que en el resto se presentaron
contactos hifales sin interaccion e incompatibilidad pre-fusion. Volk y Leonard
(1990) también reportan que el apareamiento en micelio monospérico no ocurre
con frecuencia. Se hipotetiza que la fusion se da con las primeras hifas que entran
en contacto y que se aproximan frontalmente y posteriormente la densidad hifal
aumenta, lo que podria generar contactos sin que exista interaccion.
Adicionalmente, se destaca que los mejores conteos se hicieron en los extremos
de la linea de contacto hifal donde la densidad es menor y los eventos se
distinguen con mayor precision, sin embargo, en esta zona, las hifas convergen en

forma diagonal, por lo que es posible que exista menos probabilidad de fusiones.
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También es posible que bajo condiciones nutrimentales 6ptimas, Morchella crece

sin buscar hifas compatibles para formar anastomosis y completar su ciclo de vida.

El hecho de que en un mismo tratamiento se observen contactos hifales sin
interaccion e incompatibilidad pre-fusién, es posible si dichos tipos de contacto
hifal se explican como etapas de un mismo proceso, es decir: dos hifas, al entrar
en contacto pueden permanecer por un tiempo sin aparentar repulsién (Figura
2.a), posteriormente puede manifestarse la repulsion causando la muerte celular
de una hifas, las dos hifas o solo la region de contacto (Figura 2.c.2, c.3 y c.5

respectivamente).

El hecho de que el tipo de incompatibilidad c.4 se presente solo en los Trat. 5 (IP-3
CxT-6 E)y 23 (IP-3 C x IP-3 E), puede deberse a que IP-3 C es de crecimiento
lento (Figura 4) y la repulsion se manifiesta antes de que las hifas entren en

contacto.
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7.5 CONCLUSIONES

e Con base en la presencia/ausencia de la barrera de incompatibilidad se
determind que las 4 filoespecies de Morchella son autocompatibles.

e Aislamientos monospoéricos del filogrupo 3 de ascomas provenientes de
Izta-Popo y Tlaloc son compatibles, mientras que sus respectivos
aislamientos del contexto no lo son.

e Las morchellas estudiadas presentan incompatibilidad somatica cuando se
parean aislamientos de esporas y contexto del mismo ascoma, 0

aislamientos de diferentes ascomas.
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CAPITULO VIII. DISCUSION GENERAL

Los bosques puros de Abies religiosa del centro de México albergan poblaciones
de Morchella spp., concordando con lo reportado por Villarreal-Ruiz (1996) y Pilz
et al. (2007). Aunque no se pudo relacionar el efecto de la contaminacion
atmosférica en los bosques, con la abundancia de ascomas de Morchella, si se
encontrd una mayor cantidad de ascomas en el sitio mas alejado de los focos de
contaminacion atmosférica, como es la Reserva de la biésfera de la Mariposa
Monarca, Michoacan. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que el sitio Tlaloc
estaba en segundo lugar por su cercania a la Ciudad de México, presentd
abundantes ascomas; en contraste con el area de influencia del Parque Nacional
Desierto de los Leones, Distrito Federal donde se muestre6 durante dos afios
consecutivos (2010 y 2011) sin localizar ascoma alguno. En el Sitio Izta-Popo que
se ubica en un punto intermedio se encontraron sélo cuatro ascomas durante los

mismos afios de muestreo.

En las pruebas de identificacion ascoma-ectomicorriza no se detectaron
ectomicorrizas relacionadas directamente con el trazo del micelio y los ascomas
de Morchella, sin embargo, en Morchella sp. IP-2, Morchella sp. IP-3 y Morchella
sp. T-4 se encontraron estructuras subterraneas formadas por suelo compacto,
tejido similar al del estipite, ectomicorrizas muertas y raices de plantas herbaceas
(entre ellas Taraxacum sp.). Estructuras similares han sido observadas en M.

tomentosa, y denominadas como “radiesclerocio” por Stefani et al. (2010).

Actualmente, algunas caracteristicas consideradas en la clasificacion tradicional
como color y forma del ascoma se basan en apreciaciones del investigador
(Guzméan y Tapia 1998, Pilz et al. 2007, Kuo 2008, Kuo et al. 2012), pero estas
son hasta cierto grado subjetivas, de tal modo que se vuelve necesaria la
descripcion basada en parametros confiables, tales como el uso de codigos de
colores (Séguy, 1936). Por otra parte, en el caso del indice de conicidad (Ordas y
Ron 1988) y cociente Di/Dm propuestos en esta investigacion, se obtuvieron
resultados cuya aplicacion puede ser de utilidad para tener descripciones precisas

y basadas en datos cuantitativos.
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A pesar de que en el Area de influencia del Parque Nacional Izta-Popo s6lo se
encontraron cuatro ascomas en dos afios de muestreo, el analisis filogenético
reveld que tres de ellos son especies diferentes. Uno de los resultados mas
importantes de este trabajo es que una de las especies Morchella sp. IP-2 resulté
ser Morchella frustrata, que es especie recientemente descrita por Kuo et al.
(2012) y que corresponde a la especie filogenética Morchella sp. Mel-2 (O’Donnell
et al. 2011), misma que ha sido reportada en el oeste de la regién Himalaya en la
India por Kanwal et al. (2010). Ademds, los morfotipos Morchella sp. IP-3 y
Morchella sp. IP-4 se agruparon con Morchella sp. Mel-12 y Morchella sp. Mel-18,
sin embargo, la filogenia muestra que pueden tratarse de especies diferentes y

potencialmente pueden ser nuevas.

El sitio Izta-Popo fue el que presentd el mayor nimero de especies, sin embargo
la presencia de ascomas es escasa en comparacion con el sitio Tlaloc, donde se
recolectaron 10 ascomas en un area pequefia, mismas que se distribuyeron en

s6lo dos grupos filogenéticos cercanos entre si.

A pesar de que se muestre6 una poblacion pequefia (12 ascomas en total) se
encontraron 4 filoespecies con al menos una especie potencialmente nueva
(Morchella sp. IP-4) y una descrita recientemente (Morchella sp. IP-2, que es
Morchella frustrata), por lo que se confirma que México alberga especies no
reportadas, de las cuales algunas pueden ser endémicas, ya que algunos autores
(Taskin et al. 2010, O’Donnell et al 2011, Kuo et al. 2012) han indicado que este

género tiene especies cripticas y de distribucion restringida.

Los aislamientos de las cuatro filoespecies de Morchella son autocompatibles, en
concordancia con lo reportado por Hervey et al. (1978), ya sea que provengan de
esporas o del contexto, o aun en aislamientos monosporicos de la misma especie
pero diferente sitio geografico. En el resto de combinaciones se observé la
presencia de barrera de incompatibilidad. Asi mismo a nivel microscopico, solo se
observd un evento de fusion hifal, detectandose principalmente incompatibilidad

pre-fusion o contactos sin interaccién. Se hipotetiza que bajo condiciones
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nutrimentales o6ptimas, las cepas tienden a desarrollarse sin buscar hifas

compatibles para formar anastomosis y completar su ciclo de vida.

La condicion nuclear de hifas y esporas juega un papel importante en la
adaptacion de especies de Morchella (Pilz et al. 2007). Se encontré que las hifas
poseen menos nucleos que las esporas, aunque ambas en cantidades bajas en
comparacion con las reportadas por Volk y Leonard (1990) y Weber (1988, citado
por Pilz et al. 2007).

La variabilidad morfologica no se limita a los ascomas, en el presente estudio
también se observd en aislamientos monosporicos de las 4 filoespecies en tres
niveles de pH (3.5, 5.5y 7.7) y medios de cultivo (PDA, EMA y CYM), factores que
resultan determinantes en la velocidad de crecimiento de las cepas. A excepcion
de algunos tratamientos, la mayoria de la cepas crecieron en el pH mas bajo, lo
que refleja la plasticidad de Morchella sp. a sobrevivir en ambientes adversos,

presentando mayor desarrollo cuando hay nutrimentos disponibles en el sustrato.
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CAPITULO IX. CONCLUSIONES GENERALES

No se encontraron evidencias de asociacion ectomicorricica in situ entre
Morchella spp. y Abies religiosa, sin embargo, en algunos ascomas se
observo una estructura recientemente reportada como “radiesclerocio”.

Se identificaron cuatro filoespecies de Morchella pertenecientes al clado
elata, todas en bosques puros de Abies religiosa del Monte Tlaloc y el &rea
de influencia del Parque Nacional Izta-Popo.

Las filoespecies 1 y 3 son cercanas entre si, morfolégicamente similares y
provienen en su mayoria del sitio Tlaloc, asi mismo, se distinguen
facilmente de las filoespecies 2 (Morchella frustrata) y 4 que provienen del
sitio I1zta-Popo. Ninguna ha sido reportada previamente en México.

El nimero de nucleos en esporas e hifas de Morchella no esta influida por
el origen geogréfico ni por la filoespecie a la que pertenecen. Asi mismo las
esporas poseen mayor cantidad de nucleos que las células hifales.

Los aislamientos monosporicos de las cuatro filoespecies de Morchella
establecidos en tres niveles de pH y medios de cultivo presentaron
variacion morfolégica. A medida que el pH disminuy6, CYM resulté ser el
mejor medio, asi mismo, ninguna cepa crecié en EMA a pH 3.5. Por otra
parte, los aislamientos del sitio I1zta-Popo (filoespecies 2 y 4) crecieron mas
rapido respecto a los del sitio Tlaloc (filoespecies 1y 3).

La incompatibilidad somatica se basé en la presencia de barrera de
incompatibilidad, observdndose que todos los aislamientos son
autocompatibles, pero incompatibles cuando se parean aislamientos de
esporas y contexto del mismo ascoma, o aislamientos de diferentes

ascomas.
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ANEXOS

Anexo |. Tipos de manto de ectomicorrizas basados en la anatomia de la
superficie.
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(A-) Mantos plectenquimatosos. (K-Q) mantos pseudoparenquimatosos. (A) con hifas en un
arreglo en forma de anillo. (B) con hifas dispuestas irregularmente, sin un patrén definido, pero a
menudo crecen en sentido longitudinal con respecto a la orientacién de la raiz. (C) con una matriz
gelatinosa entre las hifas. (D) con hifas dispuestas en forma de red, con cistidios prominentes. (E)
con hifas dispuestas en forma de red, rugosa y ramificada. (F) con parches ocasionales de células
redondeadas sobre el manto. (G) plectenquimatoso, con hifas dispuestas en forma de estrella y
firmemente pegadas. (H) tipo transicional entre plectenquimatoso y pseudoparenquimatoso, hifas
de forma irregular formando una malla gruesa. (I) plectenquimatoso, manto himeniforme,
sobresaliendo casi perpendicularmente, corpulento y con frecuencia con células hifales curvadas
al final, las cuales se llenan de gotitas aceitosas. (K) compuesto de células angulares, con
monticulos de células redondeadas. (L) manto con células angulares. (M) manto con células
epidermoides. (N) manto con algunas células conteniendo gotas, tincion en sulfo-vainillina, células
con forma variable. (O) manto con células angulares y montones de células aplanadas. (P) manto
con células angulares, y una red de hifas delicadas. (Q) con células epidérmicas que llevan una red
delicada de hifas. (Tomado de Agerer 1987-2006).
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Anexo Il- Descriptor morfolégico de aislamiento in vitro de hongos.

FORM
Circular Irregular Filamentous Rhizoid

ELEVATION
—-— A . A an
Convex Fl umbonate Crateriform

MARGIN

o @ ¢ > W

Entire Undulate Filiform Curled Lobate

(Tomado de: Society of General Microbiology: http://www.microbiologyonline.org.uk/teachers/observing-microbes/observing-fungi-in-a-petri-dish)
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(Continuacion Anexo II: Hifas aéreas, textura y densidad)

Hifas aéreas (a-d): (a) Ausente [-], (b) Poco [+], (c) regular [++], (d) abundante
[+++]. Texturas (e-i): (e) acanalada [Ac], (f) Lanosa [L], (g) granulosa [G], (h)
aterciopelada [A], (i) lisa, solo el centro de la cepa [Li]. Densidad (j-): (j) baja [+],
(k) media [++], (I) alta [+++]. Elaborado a partir de las observaciones durante la

presente investigacion.




Anexo lll. Secuencias de 16 cepas de Morchella spp. obtenidas con ITS4 e
ITS5, localizadas en bosques de Abies religiosa en el Monte Tlaloc, Estado

de México y area de influencia del Parque Nacional Izta-Popo, Puebla.

IP=lzta-popo; T=Tlaloc; E=Aislado de esporas; C=Aislado de contexto.

>|P-2E Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 577 pb

AGGTGGACAGTCCTCCCCAGAGTTCGCCCTTCGGCGTCTGCGAGCCATCGGGGCATGGAACC
TTGGGGGCTGTCCGGTTTCCCGCTGGGCATACGTCCGATGCCGCCTCGGGGAGCGAAACGT
GGCTCGCGCAGCGTCGCAGCGTTGGTCCCCCACTCACTCACCAAAACCCTCTGCGTACCTTG
CCCACTTGCTTCCCCCGGCCCTCCCGGCCGGGGGGCGACACCAAAAACCAAACTCTTTGCGA
TGAACCGACGTCTGAATGCCAAAAGCAAAACAAAAACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGCTCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCG
AGCGTCATAAAACCCCCTCCCCCTCGGATTAAATGTTCCTTGGGGGGTATTGGCCAATGGGAT
TGCGAGATAGCAATTGTTACCCAGGCGCCCAAATGCATCAGTACCCCGCCATTTACAGATTTA
CCAGCACCGAGGCC

>|P-3E Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 626 pb

CCACACAGAAAAGGGAGGCAAAGGGGCCGACAGGATTAGTAGCTTATACGTTGTTGAACGTC
CTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAAACCCTCTGCGTACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCC
CGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACCAAAACTCTTTGTGAATCAAACAGCCGTCAGAATT
ATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCCACATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATAAAAACCTCCTCCCC
CTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGGTTTTGGCCTAATGGGATAGCGATTGGCAATTCGTT
TCCCAATGTCCTAAATACACGTAGACCCGCCTCCAGATGCGACAGCACCGAGGCCATCAACCG
TGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGTAAAATGCTCACCTCTCTTCACACGCCGATGGCAC
GACAGTTGCAGTTGCGGGCGTAAATTGGAGCCCTTTTCAGGACCCTCGTGGCCTAGC

>|P-4E Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 577 pb

AGGGCTAGTAGCTTATACGTTGTTGAACGTCCTGTCTGGACCCGGAGCGTCCCCCATCTAAAC
CCTCTGCGTACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCCCGGCATCCCGTCGGGGGGAGGTAACAACCAA
AACTCTCTGTGAATCAAACAGCCGTCAGAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCAT
GCCTGTTCGAGCGTCATAAAAACCTCCTCCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGGTTT
TGGCCTAATGGGATAGCGATTGGCAATTCGTTTCCCAATGTCCTAAATAGACGTAGACCCGCC
TCCAGATGCGACAGCACCGAGGCCATCAACCGTGGAGTTATGGGATATAATAGGCTTGCAGTA
AAATGCTCACCTCTCTCCACACGCCGATGGCACGACAGTTGCAGTTGCGGGCGTAAATTGGAG
CCCTTTTC

>T1E Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 675 pb

GAAGGATCATTACCAAGAACCACACAGAAAAGGGAGGCAAAGGGGCCGACAGGATTAGTAGC
TTATACGTTGTTGAACGTCCTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAAACCCTCTGCGTACC
TGTCCCTTCTTGCTTCCCCCGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACCAAAACTCTTTGTGAA
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TCAAACAGCCGTCAGAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGT
CATAAAAACCTCCTCCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGGTTTTGGCCTAATGGGAT
AGCGATTGGCAATTCGTTTCCCAATGTCCTAAATAGACGTAGACCCGCCTCCAGATGCGACAG
CACCGAGGCCATCAACCGTGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGTAAAATGCTCACCTCTC
TTCACATGCCGATGGCACGACAGTTGCAGTTGCGGGCGTAAATTGGAGCCCTTTTCAGGACCC
TCGTGGCCTAGCATCCACAATACATAATTTGACCTCGGATCA

>T4E Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 679 pb

TGCGGAAGGATCATTACCAAGAACCACACAGAAAAGGGAGGCAAAGGGGCCGACAGGATTAG
TAGCTTATACGTTGTTGAACGTCCTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAAACCCTCTGCG
TACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCCCGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACCAAAACTCTTTG
TGAATCAAACAGCCGTCAGAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATAAAAACCTCCTCCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGGTTTTGGCCTAAT
GGGATAGCGATTGGCAATTCGTTTCCCAATGTCCTAAATAGACGTAGACCCGCCTCCAGATGC
GACAGCACCGAGGCCATCAACCGTGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGTAAAATGCTCAC
CTCTCTTCACACGCCGATGGCACGCCAGTTGCAGTTGCGGGCGTAAATTGGAGCCCTTTTCAG
GACCCTCGTGGCCTAGCATCCACAATACATAATTTGACCTCGGATCA

>T5E Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 628 pb

GACAGGATTAGTAGCTTATACGTTGTTGAACGTCCTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTA
AACCCTCTGCGTACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCCCGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAAC
CAAAACTCTTTGTGAATCAAACAGCCGTCAGAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGG
CATGCCTGTTCGAGCGTCATAAAAACCTCCTCCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGG
GTTTTGGCCTAATGGGATAGCGATTGGCAATTCGTTTCCCAATGTCCTAAATACACGTAGACCC
GCCTCCAGATGCGACAGCACCGAGGCCATCAACCGTGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCA
GTAAAATGCTCACCTCTCTTCACACGCCGATGGCACGACAGTTGCAGTTGCGGGCGTAAATTG
GAGCCCTTTTCAGGACCCTCGTGGCCTAGCATCCACAATACATAATTTGACCTCGGATCA

>T6E Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 558 pb

GGATTAGTAGCTTATACGTTGTTGAACGTCCTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAAACC
CTCTGCGTACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCCCGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACCAAAA
CTCTTTGTGAATCAAACAGCCGTCAGAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATAAAAACCTCCTCCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGGTTTTG
GCCTAATGGGATAGCGATTGGCAATTCGTTTCCCAATGTCCTAAATAGACGTAGACCCGCCTC
CAGATGCGACAGCACCGAGGCCATCAACCGTGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGTAAAA
TGCTCACCTCTCTTCACACGCCGATGGCACGCCAGTTGCAGTTGCGGGCGT

>T7E Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 602 pb

CACACAGAAAAGGGAGGCAAAGGGGCCGACAGGATTAGTAGCTTATACGTTGTTGAACGTCCT
GGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAAACCCTCTGCGTACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCCC
GACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACCAAAACTCTTTGTGAATCAAACAGCCGTCAGAATTA
TAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCCACATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATAAAAACCTCCTCCCC
CTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGGTTTTGGCCTAATGGGATAGCGATTGGCAATTCGTT
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TCCCAATGTCCTAAATACACGTAGACCCGCCTCCAGATGCGACAGCACCGAGGCCATCAACCG
TGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGTAAAATGCTCACCTCTCTTCACACGCCGATGGCAC
GACAGTTGCAGTTGCGGGCGTAAATTGGAGCCCT

>T8E Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 690 pb

TAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCAAGAACCACACAGAAAAGGGAGGCAAAGGGGCCG
ACAGGATTAGTAGCTTATACGTTGTTGAACGTCCTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAA
ACCCTCTGCGTACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCCCGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACC
AAAACTCTTTGTGAATCAAACAGCCGTCAGAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATAAAAACCTCCTCCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGG
TTTTGGCCTAATGGGATAGCGATTGGCAATTCGTTTCCCAATGTCCTAAATACACGTAGACCCG
CCTCCAGATGCGACAGCACCGAGGCCATCAACCGTGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGT
AAAATGCTCACCTCTCTTCACACGCCGATGGCACGACAGTTGCAGTTGCGGGCGTAAATTGGA
GCCCTTTTCAGGACCCTCGTGGCCTAGCATCCACAATACATAATTTGACCTCGGATCAG

>T9E Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 581 pb

ACAGGATTAGTAGCTTATACGTTGTTGAACGTCCTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAA
ACCCTCTGCGTACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCCCGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACC
AAAACTCTTTGTGAATCAAACAGCCGTCAGAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATAAAAACCTCCTCCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGG
TTTTGGCCTAATGGGATAGCGATTGGCAATTCGTTTCCCAATGTCCTAAATAGACGTAGACCCG
CCTCCAGATGCGACAGCACCGAGGCCATCAACCGTGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGT
AAAATGCTCACCTCTCTTCACACGCCGATGGCACGCCAGTTGCAGTTGCGGGCGTAAATTGGA
GCCCTTTTCAGG

>|P-3C Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 663 pb

CAAGAACCACACAGAAAAGGGAGGCAAAGGGGCCGACAGGATTAGTAGCTTATACGTTGTTGA
ACGTCCTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAAACCCTCTGCGTACCTGTCCCTTCTTGCT
TCCCCCGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACCAAAACTCTTTGTGAATCAAACAGCCGTCA
GAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCCACATCGATGA
AGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATAAAAACCTCCT
CCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGGTTTTGGCCTAATGGGATAGCGATTGGCAAT
TCGTTTCCCAATGTCCTAAATACACGTAGACCCGCCTCCAGATGCGACAGCACCGAGGCCATC
AACCGTGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGTAAAATGCTCACCTCTCTTCACACGCCGAT
GGCACGACAGTTGCAGTTGCGGGCGTAAATTGGAGCCCTTTTCAGGACCCTCGTGGCCTAGC
ATCCACAATACATAATTTGACCTCGGATCAG

>T1C Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 587 pb

GGATTAGTAGCTTATACGTTGTTGAACGTCCTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAAACC
CTCTGCGTACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCCCGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACCAAAA
CTCTTTGTGAATCAAACAGCCGTCAGAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATAAAAACCTCCTCCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGGTTTTG
GCCTAATGGGATAGCGATTGGCAATTCGTTTCCCAATGTCCTAAATACACGTAGACCCGCCTC
CAGATGCGACAGCACCGAGGCCATCAACCGTGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGTAAAA
TGCTCACCTCTCTTCACACGCCGATGGCACGACAGTTGCAGTTGCGGGCGTAAATTGGAGCC
CTTTTCAGGACCCTCGTG
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>T2C Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 540 pb

TAGCTTATACGTTGTTGAACGTCCTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAAACCCTCTGCG
TACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCCCGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACCAAAACTCTTTG
TGAATCAAACAGCCGTCAGAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATAAAAACCTCCTCCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGGTTTTGGCCTAAT
GGGATAGCGATTGGCAATTCGTTTCCCAATGTCCTAAATACACGTAGACCCGCCTCCAGATGC
GACAGCACCGAGGCCATCAACCGTGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGTAAAATGCTCAC
CTCTCTTCACACGCCGATGGCACGACAGTTGCA

>T3C Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 511 pb

GAACGTCCTGGCTGGACCCGGAGCCGCCCCCATCTAAACCCTCTGCGTACCTGTCCCTTCTT
GCTTCCCCCGACATCTCGTCGGGGGGAGGGAACAACCAAAACTCTTTGTGAATCAAACAGCC
GTCAGAATTATAAAACAAACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCCACATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATAAAAACC
TCCTCCCCCTTCGGGTTTTGTTACTATCGTTGGGGGGTTTTGGCCTAATGGGATAGCGATTGG
CAATTCGTTTCCCAATGTCCTAAATACACGTAGACCCGCCTCCAGATGCGACAGCACCGAGGC
CATCAACCGTGGAGTTATGGGATATATAGGCTTGCAGTAAAATGCTCACCTCTCTTCACACGCC
GATGG

>T6C Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 648 pb

AAAGGGAGGCAAAGGGGCCGACAGGATTAGTAGCTTATACGTTGTTGAACGTCCTGGCTGGA
CCCGGAGCCGCCCCCATCTAAACCCTCTGCGTACCTGTCCCTTCTTGCTTCCCCCGACATCTC
GTCGGGGGGAGGGAACAACCAAAACTCTTTGTGAATCAAACAGCCGTCAGAATTATAAAACAA
ACAAAAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCCACATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGC
CCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATAAAAACCTCCTCCCCCTTCGGGTT
TTGTTACTATCGTTGGGGGGTTTTGGCCTAATGGGATAGCGATTGGCAATTCGTTTCCCAATGT
CCTAAATAGACGTAGACCCGCCTCCAGATGCGACAGCACCGAGGCCATCAACCGTGGAGTTA
TGGGATATATAGGCTTGCAGTAAAATGCTCACCTCTCTTCACACGCCGATGGCACGCCAGTTG
CAGTTGCGGGCGTAAATTGGAGCCCTTTTCAGGACCCTCGTGGCCTAGCATCCACAATACATA
ATTTGACCTCGGATCAG

>T9C Morchella sp., en bosque de Abies religiosa. ITS4/ITS5, 737 pb

ATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAAATTATGTATTGTGGAT
GCTAGGCCACGAGGGTCCTGAAAAGGGCTCCAATTTACGCCCGCAACTGCAACTGTCGTGCC
ATCGGCGTGTGAAGAGAGGTGAGCATTTTACTGCAAGCCTATATATCCCATAACTCCACGGTT
GATGGCCTCGGTGCTGTCGCATCTGGAGGCGGGTCTACGTGTATTTAGGACATTGGGAAACG
AATTGCCAATCGCTATCCCATTAGGCCAAAACCCCCCAACGATAGTAACAAAACCCGAAGGGG
GAGGAGGTTTTTATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGC
GTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTC
TTCATCGATGTGGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTTTTTGTTTGTTTTATAATT
CTGACGGCTGTTTGATTCACAAAGAGTTTTGGTTGTTCCCTCCCCCCGACGAGATGTCGGGGG
AAGCAAGAAGGGACAGGTACGCAGAGGGTTTAGATGGGGGCGGCTCCGGGTCCAGCCAGGA
CGTTCAACAACGTATAAGCTACTAATCCTGTCGGCCCCTTTGCCTCCCTTTTCTGTGTGGTTCT
TGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTA
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