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RESUMEN

El género Lactarius es un grupo muy diverso de hongos formadores de ectomicorriza que se
encuentra en la mayoria de los sistemas forestales, cuya clasificacion ha sufrido cambios a
medida que su estudio ha avanzado. Sin embargo, los esquemas de clasificacion actuales aun no
reflejan las relaciones filogenéticas entre los diversos subgrupos y sus especies. En este estudio
nos centramos en las relaciones filogenéticas de la subseccion Croceini del subgénero Lactarius,
y la delimitacién de sus 13 especies. Las relaciones infragenéricas se estudiaron utilizando una
filogenia construida a partir de la region espaciadora transcrita (ITS), utilizando méaxima
verosimilitud (ML) e inferencia bayesiana (IB). La delimitacion de especies se realizé con los
métodos: 1) Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD); 2) Poisson Tree Process (PTP) y 3)
General Mixed Yule Coalescent (GMYC) y se evaluaron en funcion a su concordancia y a la
filogenia de ITS. Los resultados muestran que las relaciones de la subseccién Croceini no
coinciden con la clasificacion establecida, sino que se agrupa dentro del subgénero Russularia,
sin embargo, su posicién dentro de este subgénero no es muy clara. Los analisis, encuentran 15
de especies delimitadas, lo cual parece ser afin a las 16 especies establecidas tradicionalmente
para Croceini. Las especies de Croceini se encuentran distribuidas en Europa Asia y América,
con patrones de ubicacidn congruentes con la topologia del arbol. Concluimos que Russularia
es un grupo polifilético, del cual hace falta mas representacion para ayudar a resolverlo y de esta
manera conocer mejor sus relaciones con Crocein, asi como mayor informacién morfolégica,

ecologica y biogeografica para delimitar mejor las especies que lo conforman.
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1. INTRODUCCION

Los hongos son un grupo muy diverso de organismos los cuales pueden ser microscépicos
unicelulares o macroscdpicos multicelulares, por lo que es muy dificil conocer la magnitud de
su diversidad. Hasta el 2018 se tiene conocimiento de 144 000 especies de hongos descritas,
estimandose la existencia de entre 2 200 000 a 3 800 000 especies, siendo los caracteres
moleculares de gran ayuda para hacer mas eficiente y certera la delimitacion de especies, asi
como la compresion de sus relaciones evolutivas (Aguirre-Acosta y cols. 2014, Schoch y cols.
2014, Hawksworth y Lucking 2018, Willis 2018).

Actualmente el uso de técnicas moleculares y de herramientas bioinformaticas ayudan a
estimar la biodiversidad. Existen extensas bases de datos para almacenar dicha informacion
como: GenBank y BoldSystems (Benson y cols. 2013, Ratnasingham y Hebert 2007) y bases
mas especializadas para hongos, como UNITE, que se centran en secuencias de marcadores
especificos. La region de ADN maés usada en hongos es la region espaciadora transcrita (ITS)
que esta compuesta por dos espaciadores (ITS1 e ITS2) que se encuentran a los lados del gen
5.8 ribosomal (Kdljalg y cols. 2013, Schoch y cols. 2014).

Se ha demostrado que muchos caracteres fenotipicos que son utilizados en hongos son el
resultado de procesos evolutivos convergentes por lo que no predicen una relacion y esto se ha
demostrado mediante la comparacion de ADN, de esta forma siguen saliendo a la luz muchas
especies cripticas mediante métodos filogenéticos, al igual que las clasificaciones de estos han
ido cambiando (Schoch y cols. 2014, Hawksworth y cols. 2011).

Un estudio filogenético molecular de Russulaceae realizado por Buyck et al. (2008) reveld
que los géneros Russula y Lactarius eran parafiléticos y que la familia deberia dividirse en
cuatro géneros estrechamente relacionados. Tiempo después seguian considerando a Lactarius
todavia como parafilético por lo que se dividio en los géneros: Lactifluus y Lactarius sensu novo
(De Crop 2016). Este ultimo, se dividié en tres subgéneros: L. subgenus Piperites (Fr. ex J.
Kickx f.) Kauffman, L. subgenus Russularia (Fr. ex Burl.) Kauffman y L. subgenus Plinthogalus
(Burl.) Hesler & A.H. Sm.

La subseccidn Croceini ha sido clasificada en el subgénero Lactarius, sin embargo, diversos

estudios que han utilizado herramientas moleculares en diferentes estudios en el género



Lactarius, indirectamente han observado que varias de sus especies méas conocidas como
Lactarius chrysorrheus y Lactarius vinaceorufescens se ubican dentro del subgénero Russularia
(Das y cols. 2015, Wisitrassameewong Y cols. 2016, Barge y Cripps 2016, Lee y cols. 2019) lo

que da indicios de que ambos subgéneros no son naturales.



1. Generalidades

1.1 Diversidad de hongos a nivel mundial

Los hongos son muy diversos por lo cual es dificil poderles dar una definicién, sin embargo, se
pueden describir como organismos mayoritariamente filamentosos con crecimiento apical,
formados por células eucaridticas, de metabolismo heterotrofo, con pared celular compuesta
principalmente por quitina y glucanos (Aguirre-Acosta y cols. 2014). Por la gran diversidad de
especies que existen y los estudios que se van realizando, la clasificacion de los hongos esta en
un proceso de cambio constante. Hasta el momento son conocidas 144 mil especies de acuerdo
con Kirk y cols. (2008) y Willis (2018), de las cuales 30 mil especies son hongos macroscopicos
(Aguirre-Acosta y cols. 2014, Tedersoo y cols. 2014).

La mayoria de las especies no cuentan con datos de secuencias de ADN y muchas de las
especies que desconocemos se podrian conocer solo mediante la comparacion de secuencias
moleculares ya que el conocimiento basado Unicamente en la morfologia subestima la
diversidad fungica (Zuluaga y cols. 2011, Kdljalg y cols. 2013, Schoch y cols. 2014). Los
diferentes estudios han estimado desde 1.5 millones hasta 10 millones de especies,
recientemente se considera con mas exactitud 3 millones de especies, de las cuales entre 53 mil
y 110 mil son hongos macroscépicos (Aguirre-Acosta y cols. 2014, Villarruel-Ordaz y cols,
2015).

De las especies macroscopicas conocidas, aproximadamente 8 mil son formadoras de
ectomicorriza, estas pertenecen a 234 géneros, y se estima una riqueza de 20 mil a 25 mil
especies (Buyck y cols. 2018). Estas especies tienden a ser mas diversas en zonas templadas
(Tedersoo y cols. 2014). Las especies formadoras de ectomicorriza se encuentran asociadas con
aproximadamente 8 mil especies de plantas forestales, destacando las familias: Pinaceae,
Fagaceae, Betulaceae y Myrtaceae (Oros y cols. 2017).

Los hongos ectomicorrizdgenos son abundantes en los sistemas forestales, formando
extensas redes que sirven para absorber nutrientes que pueden ser compartidos entre distintos
hospederos, usualmente hongos estos son selectivos con las especies de plantas huésped (Garza-
Ocarias y cols. 2002, Allen y cols. 1995, Hutchison 1999, Le y cols. 2007, De Crop y cols.



2017). Las condiciones climéticas como las temporadas de lluvia llegan a influir en su presencia
y productividad (Hutchison 1999, Tedersoo y cols. 2014).

Los hongos ectomicorrizogenos no tienen un patron latitudinal bien definido. A diferencia
de otros organismos, los hongos Agaricomicetos, grupo al que pertenecen muchos hongos
ectomicorrizogenos, se han diversificado méas en las zonas templadas o boreales, contrario a lo
que plantea la hipotesis de diversidad latitudinal (Tedersoo y cols. 2014, De Crop 2016, Varga
y cols. 2019).

Aln existen muchas controversias sobre las estimaciones de la riqueza de especies de
hongos y de las delimitaciones de los diferentes grupos existentes, ya que las proposiciones
toman en cuenta diferentes factores, ya sea ambientales en la mayoria de ellos o bidticos (como
plantas a las que se asocian). En el caso de las micorrizas, ademas existe un muestreo desigual,
centrandose en ciertas regiones o ambitos (Tedersoo y cols. 2014), aunque Varga y cols. (2019)
infieren que realmente existe un pico de las tasas de diversificacion en las zonas templadas que
es independiente a la densidad del muestreo; aun es necesario un mayor muestreo (Tedersoo y
cols. 2014).

1.2 Diversidad en México

Meéxico es el tercer pais con mayor biodiversidad a nivel mundial, ya que contiene entre el 10y
12% de las especies descritas en el mundo (Zamorano 2009, Villarruel-Ordaz y cols. 2015). A
pesar de lo anterior, el conocimiento que tenemos de la diversidad de los hongos en México es
escaso, esto debido principalmente a que: 1) existen pocos trabajos unificadores, 2) el escaso
namero de expertos que integren las diversas areas de la sistematica en hongos (Oros y cols.
2017), 3) la micologia en México es relativamente reciente, por lo que muchas especies estan
mal descritas y/o documentadas (Aguirre-Acosta y cols. 2014, Villarruel-Ordaz y cols. 2015).

La primera estimacion de la riqueza de especies de hongos en México se realizd por Guzman
en 1998 (ay b) en el que estimaba que se conocian 6 500 especies en total, de las cuales 4 500
especies son macromicetos y 2 000 micromicetos, figurando el 6.6% de las especies del mundo
en México (Aguirre-Acosta y cols. 2014). Mas recientemente se estimd que en México existen
200 mil especies, de las cuales solo se tiene registro de alrededor de 10 mil especies, por lo que
se conoce menos del 5%, 6,500 de estas son macromicetos (3.5%). Se considera que la



distribucion de la diversidad de los macromicetos es: zonas tropicales > zonas templadas > zonas
desérticas. Sin embargo, son necesarios muchos méas estudios porque aun no se conoce

suficientemente la distribucidn de las especies en cada estado. (Aguirre-Acosta y cols. 2014).

1.3 Biologia de los hongos ectomicorrizogenos

La simbiosis es una estrategia crucial para la subsistencia de muchos organismos, este proceso
ha favorecido la diversificacion de la vida en la Tierra. Las plantas al asociarse con otros
organismos favorecen su adaptacion a ciertos nichos ecolégicos, mantienen un desarrollo
adecuado y estimulan distintos procesos en ambos organismos, incluyendo su coevolucién, la
cual lleva existiendo al menos 88 millones de afios (Heredia-Acufia y cols. 2014, Oros y cols.
2017).

En la simbiosis micorrizica participan alrededor de 8 mil especies de hongos y el 90% de
plantas vasculares. Las micorrizas se clasifican de acuerdo con las especias fungicas y vegetales,
se conocen siete tipos: arbuscular, ectomicorriza, ectendomicorriza, arbutoide, monotropoide,
ericoide y orquideoide (Pérez-Moreno 2004). En la ectomicorriza las especies de hongos y
plantas simbiontes son polifiléticos, es decir, la simbiosis ectomicorrizica tiene varios origenes
(alrededor de 80 linajes). Las plantas huésped son arboles mayoritariamente de bosques
templados y boreales, con pocos representantes de bosques tropicales, mientras que los hongos,
son principalmente Basidiomycota y Ascomycota y muy pocas especies de Mucoroycota (Bruns
y cols. 2002, Tedersoo y Nara. 2010, Galindo-Flores y cols. 2015).

La simbiosis ectomicorricica puede ser considerada “simbiosis difusa” ya que la asociacion
no implica a ambos organismos completamente, sino que son libres de asociarse
sincronicamente con otros simbiontes (Bruns y cols. 2002). Sin embargo, es notable su alto
grado de especificidad con el huésped, lo que significa que un hongo solo puede vivir asociado
con una o pocas especies de plantas (Hutchison 1999, De Crop y cols. 2016) y solo desarrolla
el esporocarpo cuando esta asociado con su hospedero. Por ejemplo, los pinos no pueden crecer
en entornos exaticos a menos se encuentren micorrizados (Bruns y cols. 2002).

La especificidad y reconocimiento que tienen los hongos ectomicorrizégenos con el

huésped no ocurre al azar. Las moléculas involucradas en el reconocimiento son: una lectina



que se encuentra en la superficie de las hifas y restos de polisacaridos en las paredes celulares
de las raices (Giollant y cols. 1993, Wisitrassameewong y cols. 2016, De Crop y cols. 2016).

Tanto la planta como el hongo seleccionan uno o mas asociados, sin embargo, las plantas
se pueden asociar con diversas especies de hongos, mientras que los hongos eligen a pocas
especies como hospederos, usualmente pertenecientes a la misma familia (Galindo-Flores y
cols. 2015).

La mayoria de las investigaciones basadas en la sintesis de ectomicorrizas in vitro indican
que llevan un largo periodo de tiempo para formarse, sin embargo, la formacion de estas es mas
rapida con arboles més viejos (Hutchison 1999). Existen, sin embargo, muchas limitantes para
poder unificar este tipo de aseveraciones, principalmente por la falta de conocimiento del ciclo
de vida de muchos hongos ectomicorrizogenos, asi como de sus interacciones ecoldgicas, ya
que algunas especies acorde con las condiciones ambientales, puede comportarse como un
hongo saprdfito, micorrizico o facultativo, como ocurre en el caso de algunas especies del

género Morchella (Alvarado-Castillo y cols. 2015).

1.4 Historia de la clasificacion de Russulales

En 1797 Persoon describié dos géneros pertenecientes a Agaricales a los que nombrd Russula
y Lactarius, a ambos los clasificé en un orden propio al que llamé Russulales, debido a que se
diferenciaban por distintas caracteristicas morfoldgicas (Pegler y Young 1979, De Crop 2016,
De Crop y cols. 2021), principalmente microscopicas, como la forma en que se parten (fractura
fragil), ya que el trama contiene esferocitos, la ornamentacion de las esporas amiloides y la
presencia de hifas que contienen gotitas de aceite en el citoplasma (gloeopleréticas). Russula se
distinguen por tener esporocarpos coloridos y llamativos, mientras que las especies
pertenecientes a Lactarius segregan latex cuando los esporocarpos son lesionados. Asimismo,
en este orden se incluyeron otros taxones que contenian una mezcla de estas caracteristicas, pero
con otro tipo de basidiocarpo (como hongos coraloides, poroides, hidnoides y corticoides) (De
Crop 2016).

En los ultimos afios, el uso de herramientas moleculares nos ha ayudado a tener una
perspectiva mas certera sobre el orden Russulales (De Crop y cols. 2017, Varga y cols. 2019).

Datos moleculares han apoyado la existencia de un clado rusuloide compuesto por taxones



corticoide, resupinado, discoide, clavarioide, pileado y gasteroide, con himenoforos lisos,
poroides, hidnoides, laminares o laberintoides (Hibbett y Binder 2002, Larsson y Larsson 2003).
Sin embargo, morfolégicamente no todos comparten la presencia de esferocitos y la
ornamentacion amiloide en las esporas, por lo que el clado Russulales se soporta
morfolégicamente por la presencia de gleocistidios y un sistema de hifas gloeoplerdticas
(Larsson y Larsson 2003, Miller y cols. 2006).

1.4.1 Russulaceae

Anteriormente la clasificacion de los Russulaceos se basaba en caracteres morfoldgicos como
la forma del esporocarpo. Asi, se clasificaban a los que tenian una forma agaricoide dentro de
Russula y Lactarius, las especies pleurotoides se clasificaron en el género Pleurogala
(Readhead y Norvell 1993) y las especies hipogeas fueron colocadas dentro de los géneros
Arcangeliella Cavara, Gastrolactarius R. Heim ex J.M. Vidal, Zelleromyces Singer y A.H. Sm.,
Cystangium Singer y A.H. Sm., Elasmomyces Cavara, Gymnomyces Massee y Rodway,
Martellia Mattir. y Macowanites Kalchbr (Miller y cols. 2001, Binder y Bresinsky 2002,
Verbeken y cols. 2014). Sin embargo, posteriormente se comprendié que estas formas del
esporocarpo se originaron varias veces tanto en Russula como en Lactarius (Verbeken 1998b,
Buyck y Horak 1999, Henkel y cols. 2000). Asi, por ejemplo, las especies hipogeas que ahora
se ubican en Lactarius pertenecian a Arcangeliella, Gastrolactarius y Zelleromyces y en
Russula se encuentran los que pertenecian a Cystangium, Elasmomyces, Gymnomyces, Martellia
y Macowanites (Miller y cols. 2001, Verbeken y cols. 2014). De esta forma, los grupos
anteriormente mencionado fueron abandonados y se ha corroborado que las formas pileado-
estipitadas han aparecido en los diferentes linajes de hongos durante su evolucién (Vargay cols.
2019). Analisis posteriores indicaron que a la familia Russulaceae también pertenecen taxones
corticioides de tres géneros: Boidinia Stalpers y Hjortstam, Gloeopeniophorella Rick y
Pseudoxenasma K.H. Larss. y Hjortstam (Larsson y Larsson 2003, Miller y cols. 2006,
Verbeken y cols. 2014).

Hasta el momento, los especimenes estudiados y utilizados para realizar las clasificaciones
provenian principalmente de Europa. Buyck y cols. (2008) agregaron taxones tropicales a una
filogenia de Russulaceae y encontraron dificultades para distinguir Lactarius y Russula



morfolégicamente, identificando que ambos taxones no estaban bien definidos y excluyeron a
un grupo de especies de Russula, con caracteristicas similares pero que impedian que Russula
fuera monofilético. De esta manera, Russula sensu novo es el género de Russulaceae mas grande
con mas 800 especies descritas (Buyck y cols. 2008, Kirk y cols. 2008, Looney y cols. 2016),
asi, se definid al género Russula con especies principalmente agaricoides, de contexto
quebradizo ya que contiene esferocitos en la trama, con colores muy brillantes en el pileo y con
un estipite contrastantemente muy blanquecino.

El grupo de especies excluidas de Russula, en conjunto con algunas especies de Lactarius,
forman actualmente el género Multifurca (Buyck y cols. 2008), este fue conformado maés
concretamente por la antigua subseccion Ochricompactae Bills y O.K. Mill., de Russula, la
especie asiatica Russula zonaria Buyck y Desjardin y la americana Lactarius furcatus Coker.
Las especies de Multifurca se caracterizan por poseer laminas con multiples bifurcaciones, el
pileo muy zonado al igual que el contexto, color de esporada amarillo oscuro y presencia de
latex en algunas especies. Actualmente, se incluyen seis especies, que se encuentran en Asia,
Oceania y Norteamérica (De Crop y cols. 2017).

Lactarius estaba constituido anteriormente por dos clados, uno al que pertenecian la mayoria
de las especies que se encontraban principalmente en ambientes templados y el segundo que
contenia pocas especies provenientes de ambientes tropicales. Ambos grupos fueron separados,
al demostrarse por medio de un andlisis filogenético molecular que Lactarius no era un grupo
monofilético (Buyck y cols. 2008), sin embargo, la especie tipo (Lactarius piperatus) se
encontraba en el clado de menor tamafio, por lo que, para evitar los multiples cambios
nomenclaturales que se tendrian que hacer, se apel6 a la propuesta de que el clado mayor
conservara el nombre de Lactarius (Buyck y cols. 2010), lo que fue aceptado en el Congreso
Internacional de Botanica en 2011. Ahora Lactarius sensu novo esta constituido
mayoritariamente por especies de distribucion templada, reconociéndose a Lactarius torminosus
como la nueva especie tipo (De Crop y cols 2016, De Crop y cols. 2017).

El grupo mas pequefio, con aproximadamente 150 especies, se llama Lactifluus, cuya
especie tipo es Lactifluus volemus Fr. (De Crop y cols. 2016); ambos géneros, Lactarius y
Lactifluus estan bien sustentados por analisis moleculares, pero no se han encontrado

caracteristicas morfologicas que los separen de una manera precisa, sin embargo, no existen



caracteristicas que se encuentren Gnicamente en cada subgénero, aunque sean diagndsticas y
Ilegan a ser inGtiles al momento de reconocer especies, especialmente en zonas tropiales, dichas

caracteristicas son las que se muestran en la tabla 3.

Tabla 1. Caracteristicas que usualmente separan a los géneros Lactarius y Lactifluus (De Crop y cols.
2016).

Lactarius Lactifluus

Pileo zonado y con tendencia a ser viscoso. | Pileo no zonado y con tendencia a ser seco o

aterciopelado.

Trama del himendforo principalmente | Trama  del  himendéforo  compuesta

compuesto Gnicamente por hifas. mayoritariamente de esferocitos.

Se encuentran especies hipogeas descritas. | Se conocen especies pleurotoides descritas.

Es poco comun observar paredes gruesas en | Paredes gruesas en pileipellis, stipitipellis y

la pellis y el himendforo. trama del himenoforo.

1.5 Taxonomia del género Lactarius

En el reino Fungi, el género Lactarius Pers. 1797 se clasifica en el Subreino Dikarya, debido
a que sus hifas presentan dos nicleos haploides la mayor parte de su ciclo de vida, en el filo
Basidiomycota, debido a que produce meiosporas externas en células Ilamadas basidios, dentro
del subfilo Agaricomycotina, dado que en sus hifas existe la presencia de septos doliporo-
parentosoma, en la clase Agaricomycetes, porque las basidiosporas germinan sin formar esporas
secundarias y/o células levaduriformes, en el orden Russulales, a causa de que tienen
gleocistidios en el himenio y las esporas son amiloides, y finalmente pertenecen a la familia
Russulaceae debido a que sus basidiomas presentan células globosas, llamadas esferocitos y
filamentosas, la llamada trama heteromera (Kong 1995, Hibbet 2007, Monedero-Garcia 2011).
Todas las especies conocidas de la familia son ectomicorrizgenas, por lo tanto, no pueden
sobrevivir sin estar asociadas con plantas hospederas (Monedero-Garcia 2011).

Las basidiosporas pueden variar de forma globosa a eliptica y tienen ornamentacion
amiloide, la cual puede variar desde verrugas o espinas aisladas hasta un reticulo, varia en altura

incluso, puede estar ausente en un area por arriba del apéndice (llamada placa supra-



apendicular). La ornamentacion presenta una reaccion amiloide, es decir, se tifie de negro
azulado con el reactivo de Melzer. También tiene presencia de hifas lactiferas, que producen un
liquido llamado latex. El género Russula se separa de Lactarius por no tener la capacidad de
segregar latex y difiere del género Lactifluus debido a que la superficie del pileo a menudo es
viscida, con ixocutis 0 un ixotricodermio y a menudo presenta zonaciones de colores claros y
obscuros. En Lactifluus la superficie del pileo es seca, no zonada y la mayoria de las especies
tienen una distribucion con incluencia mas tropical. En el género Multifurca las laminas
presentan bifurcaciones consecutivamente 2-3 veces en todo su largo, mientras que en Lactarius
son enteras o con muy pocas bifurcaciones (Buyck y cols. 2008).

El género Lactarius se caracteriza macroscopicamente por presentar basidiomas coloridos
y exudacion de latex. La base para distinguir entre las diversas especies de Lactarius a nivel
macroscopico son diferentes caracteristicas del pileo, laminas, trama, latex y estipite, entre ellas
se encuentra el tamafio, forma, textura, ornamentacion, color, entre otras. Sin embargo, las
caracteristicas macroscopicas son solamente un primer acercamiento a la posible especie, ya
que las caracteristicas microscopicas proporcionan algunos de los caracteres mas importantes
taxondmicamente. Los caracteres microscopicos importantes son las caracteristicas de las
esporas (tamafio, forma, tipo de ornamentacion, tamafio de la ornamentacion) (Figura 1); los
tipos de pileipellis como: cutis, ixocutis, tricodermo, ixotricodermo y lamprotricodermo (Figura
2); las células del himenio, como los diferentes tipos de cistidios (pleurocistidios, queilocistidios
y pseudocistidios), en los cuales se observa la morfologia (forma, tamafio, nimero de septos,
forma del apice) para distinguirlos (Figura3), y otras células como los basidios y células

marginales (Heilmann-Clausen y cols. 1998, Monedero-Garcia 2011).
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Figura 1. Espora de Lactarius, en la cual se pueden observar las caracteristicas que son importantes
para la taxonomia. llustracién tomada y modificada de Brundrett y cols. (1996).

N

Figura 2. Tipos de pileipellis en Lactarius. A) Cutis, B) Ixocutis, C) Tricodermo, D) Ixotricodermo y
E) lamprotricodermo. Ilustracién tomada y modificada de Heilman-Clausen y cols. (1998).
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Figura 3. Trama de una Ilamina del himenio. Se observan las diferentes estructuras que componen a una
lamina en su exterior: pseudocistidos, esporas, pleurocistidios, basidios y queilocistidios; asi como su
interior: hifas laticiferas (en el caso de Lactarius) y las hifas que componen la trama. llustracion tomada
y modificada de Heilman-Clausen y cols. (1998).
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A continuacion, se presenta la clasificacion actual del género Lactarius.

Dominio: Eukaryota Chatton, 1925
Reino: Fungi Whittaker, 1969
Phylum: Basidiomycota Moore, 1980
Subphylum: Agaricomycotina Dowell, 2001
Clase: Agaricomycetes Doweld, 2001
Orden: Russulales Kreisel, Kirk, Cannon y David, 2001
Familia: Russulaceae Lotsy, 1907

Género: Lactarius Pers, 1797

1.5.1 Clasificacion infragenérica

Existen diferentes clasificaciones a nivel de subgénero, pues los caracteres a este nivel siguen
siendo vastos, y dichas clasificaciones se han ido modificando a lo largo del tiempo de acuerdo
con las caracteristicas utilizadas. Uno de los primeros en establecer una clasificacion formal
utilizando caracteres macroscopicos fue Fries en 1821 (Kong 1995). Las clasificaciones
infragenéricas actuales tienen como base las caracteristicas microscopicas de la estructura del
pileo (Hesler y Smith 1979, Heilmann-Clausen y cols. 1998).

Hesler y Smith, en su clasificacion de 1979 reconocen un total de 6 subgéneros, 18
secciones, 5 subsecciones y 5 estirpes (Tabla 1), a comparacién de la clasificacion que realizaron
Heilmann-Clausen y colaboradores en 1998 (Tabla 2), que reconocen 6 subgéneros, de los
cuales, comparten 5 con Hesler y Smith y cuya especie tipo es la misma: Lactarius,
Plinthogalus, Lactifluus, Piperites y Russularia, cambiando esencialmente en algunas
secciones.

En la clasificacion realizada por Hesler y Smith el subgénero Plinthogalus se compone por
2 secciones: Plinthogalus y Fumosi, mientras que en la de Heilmann-Clausen y cols. solo se

compone de la seccién Plinthogali. En cuanto al subgénero Lactifluus, la primera clasificacion
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contiene 4 secciones, mientras que en la segunda solo una. Al subgénero Piperites Hesler y
Smith lo dividen en 3 secciones mientras que para Heilmann-Clausen es su subgénero méas
grande, y contiene 7 secciones, compartiendo 2 secciones: Atroviridi y Piperites. El subgénero
Russularia para Hesler y Smith se encuentra dividido en 5 secciones, mientras que para
Heilmann-Clausen solamente en tres. Dichas clasificaciones se basaban uUnicamente en
caracteres morfologicos tanto macro como microscépicos (Zuluaga y cols. 2011), por lo que el
concepto de especie utilizado no solo para este grupo de hongos, sino en general era el concepto
de especie morfoldgica (Matute y Sepulveda 2019).

Posteriormente estas clasificaciones cambiaron, como se explica en la historia de su
clasificacion, sin embargo, al no existir una clasificacion clara actual, ambas clasificaciones
siguen siendo ampliamente utilizadas, aunque se conoce que actualmente son aceptados tres
subgéneros para Lactarius: L. subg. Russularia, L. subg. Lactarius y L. subg. Plinthogalus

(Verbeken y Nuytinck 2013, Triantafyllou y cols. 2015, Wisitrassameewong y cols. 2016).

Tabla 2. Clasificacion del género Lactarius propuesta por Hesler y Smith (1979)

Taxon Infragenérico Especie tipo

Subgénero Lactarius L. deliciosus L. ex Fr. Gray, 1821
Subgénero Plinthogalus (Burl.) Hesler et Smith

Seccion Plinthogalus L. lignyotus Fr., 1855

Seccion Fumosi Hesler et Smith L. fumosus Peck, 1872
Subgénero Lactifluus (Bul.) Hesler et Smith

Seccion Lactifluus L. volemus (Fr.) Fr.1848

Estirpe Higrophoroides

Seccion Allardii Hesler et Smith L. allardii Coker, 1918

Seccion Piperati Fr. Am. Hesler et Smith L. piperatus (Fr.) S. F. Gray 1821

Seccion Albati (Bat.) Sing. L. vellereus (Fr.) Fr., 1838

Estirpe Deceptivus
Estirpe Subvellereus
Subgénero Piperites (Fr.) Kauffm.
Seccion Atroviridi Hesler et Smith L. atroviridis Peck, 1889
Seccion Aspideini (Sing.) Hesler et Smith L. aspideus (Fr.) Fr., 1838
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Estirpe Speciosus

Estirpe Aspideus

Seccion Piperites

Subseccidn Piperites

L. torminosus (Schaeff.) Gray,
1821

Subseccion Scrobiculati Hesler et Smith

L. scrobiculatus (Scop.) Fr., 1838

Subseccion Croceini (Burl.) Sing.

L. croceus Burl., 1908

Subgénero Tristes Hesler et Smith

Seccidn Violaceo-Maculati Hesler et Smith

L. subpalustris Heslery A. H. Sm.,
1979

Seccion Pseudomyxacium Hesler et Smith

L. kauffmanii Hesler y A. H. Sm.,
1979

Seccion Tristes

L. maculosus Murrill, 1916

Seccion Colorati (Bat.) Hesler et Smith

L. glyciosmus (Fr.) Fr., 1838

Subgénero Russularia (Fr.) Kauffm.

Seccién Triviales Hesler et Smith

L. affinis viridilactis (Kauffman)
Hesler y A. H. Sm., 1979

Seccidn Pseudo-Aurantiaci Hesler et Smith

Subseccion Pseudo-Aurantiaci

L. substriatus A. H. Sm., 1960

Subseccion Quieti

L. quietus (Fr.) Fr., 1838

Seccion Thejogali Hesler et Smith

L. thejogalus (Fr.) S. F. Gray 1821

Seccion Russularia

L. subdulcis (Pers.) Gray, 1821

Seccion Subsquamulosi Hesler et Smith

L. alpinus Peck, 1875

Tabla 3. Clasificacion del género Lactarius propuesta por Heilmann-Clausen y cols. (1998)

Taxon infragenérico

Especie Tipo

Subgénero Piperites (Fr.) Kauffman

L. torminosus (Schaeff.) Gray,
1821

Seccion Atroviridi Hesler y A.H. Sm.

Seccion Glutinosi Quél.

Subseccidn Pyrogalini Singer

Subseccién Trivialini (Hesler y A.H. Sm.)

Subseccién Pallidini Bon

Seccion Uvidi (Konr.) Bon

15



Subseccion Uvidini Konr.

Subseccidn Aspideini Singer

Seccidn Zonarii Quél.

Subseccion Scrobiculati Hesler y A.H. Sm.

Subseccidn Croceini (Burl.) Singer

Subseccion Zonarii Quél.

Seccion Dapetes Fr.

Seccion Piperites Fr.

Seccion Colorati (Bat.) Hesler y A.H. Sm.

Subseccion Coloratini (Bat.) Singer

Subseccién Rufini Singer

Subgénero Russularia (Fr.) Kauffman

L. subdulcis (Pers.) Gray, 1821

Seccién Russularia Fr.

Seccién Tabidi Fr.

Seccién Olentes Bat.

Subgénero Plinthogalus (Burl.) Hesler y A.H. Sm.

L. lignyotus Fr., 1857

Seccion Plinthogali (Burl.) Singer

Subgénero Lactifluus (Burl.) Hesler y A.H. Sm.

L. volemus (Fr.) Fr., 1838

Seccion Lactifluus (Burl.) Hesler y A.H. Sm.

Subgénero Lactarius (Fr.) Pers.

L. piperatus (L.) Pers., 1797

Subgénero Lactariopsis (Henn.) R. Heim.

L. zenkeri (Henn.) Singer 1942

Seccion Albati (Bat.) Singer

1.6 Género Lactarius
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1.6.1 Biologia del género Lactarius

Desde 1924 que Melin confirmd con éxito que Lactarius es ectomicorrizogeno, se planted que
todas las especies del género son ectomicorrizgenas obligadas, ya que se ha demostrado que
no pueden degradar compuestos como la celulosa y la lignina (Hutchison 1999). Aunque
algunas especies se llegan a encontrar sobre troncos, dichas especies no son saprobias, ya que
sus hifas estdn conectadas con el suelo (Hesler y Smith 1979). Asi, Lactarius es uno de los
géneros mas grandes formadores de ectomicorrizas (cuenta con mas de 500 especies descritas),
se encuentra en casi todos los ecosistemas con alto grado de especificidad del huésped y sus
especies fungen como colonizadoras en etapa tardia (Hutchison 1999, Le y cols. 2007).

La interaccion simbidtica ocurre entre sus hifas y las raices de plantas lefiosas, formando
un manto alrededor de las raices, ademas de que el hongo también desarrolla una estructura
donde se lleva a cabo la transferencia de nutrientes Ilamada red de Hartig, que se desarrolla a
través del apoplasto del cortex de la raiz y que es en donde entran en contacto a nivel celular
ambos organismos y donde ocurre el intercambio del carbono fijado por la planta por nutrientes
minerales (P, Zn, N, Ca, Na y K), agua y proteccién (Pérez-Moreno y Read 2004, Bruns y cols.
2002, Galindo-Flores y cols. 2015).

1.6.2 Distribucién y ecologia

Aunque el género Lactarius fue descrito en Europa, se considera de presencia cosmopolita, es
decir, se encuentra también en América, Asia, Oceania y Africa, principalmente en zonas
templadas donde pueden ser bastante abundantes (Hesler y Smith, 1979, Oros-Ortega y cols.
2017), aunque actualmente se esta estudiando con mayor ahinco en zonas tropicales (Morris y
cols. 2008, Looney y cols. 2016). Se encuentra en diferentes ecosistemas como bosques
templados, boreales, mediterraneos, de coniferas, tropicales y selvas, principalmente a nivel de
suelo, afines a suelos acidos (Hesler y Smith 1979, Hutchison 1999, Wisitrassameewong y cols.
2016, Adamcik y cols. 2019).

Se encuentra asociado principalmente a pinédceas y arboles caducifolios como fagaceas y

betulaceas, con quienes se estima que se asociaron hace aproximadamente 157.78 millones de
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afios (Wisitrassameewong y cols. 2016). Hasta el momento se sabe que las especies
pertenecientes a Lactarius tienden a ser especialistas con su hospedero (Bruns y cols. 2002,
Wisitrassameewong Yy cols. 2016, De Crop y cols. 2016), relacionandose solo con una especie
0 un género de arboles como L. quietus que se asocia solo con Quercus o L. blennius que se
asocia con Fagus (Heilmann-Clausen y cols. 1998).

Vétrovsky y cols. (2020) reportaron, que existen alrededor de 88,636 de secuencias de
Lactarius en las bases de datos, muestreadas entre 2016 y 2018, que han ayudado a delimitar
especies, a realizar hipdtesis filogenéticas mas exactas, asi como definir su presencia en ciertos
territorios. De esta manera se conoce mejor qué especies forman parte o no de la micobiota de
los paises, trabajo que se sigue realizando no solo en este grupo (Kéljalg y cols. 2013, Varga 'y
cols. 2019, Rannala 2020).

1.6.3 Macromorfologia

1.6.3.1 Color.

Morfol6gicamente Lactarius es muy diverso, resaltando que los esporocarpos son de una amplia
gama de colores, y usualmente el color presente en el pileo lo esté en el estipite pero mas tenue.
La coloracion es uno de los caracteres mas importantes para distinguir entre especies y de
especial utilidad ya que los pigmentos no se disuelven con el agua, sin embargo, se pueden
tornar ligeramente blancos con la edad y en climas secos, mientras que algunas especies se
tornan oscuras 0 mas intensas con la humedad. El color en el estipite tiende a oscurecerse con
la edad (Heilmann-Clausen y cols. 1998, Hesler y Smith 1979).

El color en las ldminas es mas palido en los ejemplares jovenes, las cuales con la
maduracion de las esporas se vuelven mas coloridas, en especial las especies que tienen esporada
de un color mas distintivo. El color del latex es mayoritariamente blanco, crema o acuoso
inmediatamente despues de ser exudado, pero tiende a cambiar después de un momento de
exposicion, dicha reaccion permite diagnosticar a nivel de subgénero, el latex también puede

Ilegar a manchar el color de la trama (Hesler y Smith 1979).

1.6.3.2 Textura superficial.
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La textura en la superficie del pileo de Lactarius varia mucho y es de los caracteres mas
importantes, principalmente para distinguir entre secciones y subgéneros. Macroscopicamente
se distinguen superficies pegajosas o0 viscosas (Subgénero Piperites), pilosas (Seccion Piperites
y Scrobiculati), secas y lisas (Subgénero Russularia), secas-aterciopeladas (Subgénero
Plintogalus) y con sensacién a fieltro o escamosas (Seccion Colorati). Usualmente la textura
macroscopica se ve reflejada en la estructura microscépica del pileipellis (Hesler y Smith 1979,
Heilmann-Clausen y cols. 1998).

El estipite suele ser seco y liso, sin embargo, también pueden ser pegajosos y aterciopelados.
Una caracteristica especial en el estipite de este género son los escrobiculos, los cuales se
observan como hoyos superficiales, estos estan presentes en muchas especies principalmente
del subgénero Lactarius, estos se desarrollan en especimenes jovenes donde pequefias gotas se

adhirieron al estipite (Hesler y Smith 1979).

1.6.3.3 Sabor y olor.

Muchas especies tienen un sabor acre fuerte, también se puede percibir como ardiente, en otras
especies se puede percibir un sabor suave, amargo o ligeramente acido. El latex también presenta
un sabor acre por lo que algunos especimenes secos 0 viejos presentan un sabor suave, a
comparacion de los méas jovenes de la misma especie; otras especies tienen el mismo sabor en
el latex y trama, por lo que es importante probarlos por separado (Hesler y Smith 1979,
Heilmann-Clausen y cols. 1998).

En cuanto al olor, la mayoria de las especies de Lactarius tienen un aroma afrutado, pero
en algunas es especiado. El olor en Lactarius es duradero, llegdndose a intensificar en

especimenes secos (Hesler y Smith 1979).

1.6.3.4 Utilidad.

Por ser un género ectomicorrizogeno su principal valor se encuentra en la silvicultura. También,
son considerados recursos naturales no maderables, ya que varias especies son comestibles y
tienden a ser muy apreciadas por su valor culinario y comercial, aportando un ingreso a las
familias, de las poblaciones aledafias a los bosques. Entre las especies que destacan por su

comestibilidad se encuentren: Lactarius deliciosus, L. salmonicolor, L. sanguifluus, L.
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rubrilacteus, L. subpurpureus, L. chelidonium. L volemus, L. hygrophoroides, L. corrugis y L.
indigo. Las especies que no son comestibles no son mortales, por lo que simplemente no tienen
valor culinario o solo llegan a causar leves malestares (Hesler y Smith 1979, Niveiro y cols.
2009, Bello-Cervantes 2019).

1.7 Subseccién Croceini

De acuerdo con Hesler y Smith en 1979, Croceini agrupa a las especies de Lactarius que se
distinguen morfolégicamente por presentar un pileo glabro, mas o menos viscoso, a menudo
zonado, con el margen entero o pruinoso o muy poco aterciopelado, latex de color blanco que
cambia rapidamente a color amarillo o0 mancha los tejidos de amarillo, pileipellis en forma de
un ixocutis y abundantes cistidios en el himenio. De acuerdo con Heilmann-Clausen y cols.
(1998) las especies pertenecientes a Croceini cuentan con un carpéforo de seco a viscoso, suave,
los especimenes jovenes a veces tienen el margen velutinoso, el latex se torna amarillo y tienen

abundantes macrocistidios.

De acuerdo con Hesler y Smith (1979), el grupo se encontraba conformado por 10 especies:
Lactarius vinaceosporus, L. carolinensis, L. maculatipes, L. incarnato-zonatus, L. croceus, L.
ausablensis, L. colorascens, L. chrysorrheus. L. albolutescens y L. vinaceorufescens; cuya
especie tipo es Lactarius croceus. Se han descrito especies adicionales de Croceini, las cuales
son: Lactarius xanthogalactus Peck; L. lacteolutescens Montoya, Bandala y G.Moreno; L.
xanthogalus Verbeken y E. Horak; L. indochrysorrheus K.Das. y Verbeken; L. citrinus H. Lee,
Wisitr. y Y.W. Lim y L. lutescens H. Lee, Wisitr. y Y.W. Lim. Por lo que hasta el momento se
conocen 16 especies pertenecientes a Croceini, encontrandose principalmente en bosques del
hemisferio norte (Verbeken y Nuytinck 2013), a excepcion de Lactarius xanthogalus descrito
en Papua Nueva Guinea, sin embargo, con una vista rapida a paginas que son una base de datos
abiertos en linea como lo es GBIF nos podemos percatar que varias de estas especies tienen

registrada una distribucion mucho mas amplia llegando a zonas tropicales en América.
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1.8 Herramientas moleculares para la delimitacion de especies

Las especies son una de las unidades fundamentales de la biologia y su estudio se vincula a los
procesos de especiacion. Debido a esto son de interés para la biologia evolutiva, diversidad,
ecologia, y biogeografia de los organismos, incluyendo a los hongos (De Queiroz 2005, Sato y
cols.2020). Dado que la especiacion es un proceso continuo, se han implementado diferentes
herramientas para su delimitacion, aunadas a diferentes conceptos de especie (De Queiroz 2007,
Martinez 2015, Matute y Sepulveda 2019). EI concepto biologico de especie es uno de los
pilares, pero de poca utilidad para especies que no se reproducen Unicamente de manera sexual,
como los hongos (Matute y Sepulveda 2019).

Para poder delimitar especies se pueden utilizar diferentes lineas de evidencias (morfologia
comparada, filogenia, ecologia, etc.) y enfoques los cuales pueden ser a nivel genético hasta
biogeografico como: topologia de arboles filogenéticos, morfometria, marcadores moleculares
para evaluar distancias (p) génicas, presencia o ausencia de flujo génico, modelaje de nicho
ecologico, entre otros. (DeSalle y Siddall 2005, Martinez 2015).

El reconocimiento y clasificacion de las especies sigue siendo un punto de discusion, ya
que tanto las evidencias utilizadas para su delimitacion como los conceptos para definirlas solo
toman en cuenta un enfoque o solo una parte del espectro de la especiacion (genético, molecular,
ecologico, aislamiento, fenético, genealdgico. monofilético, etc.). La taxonomia integradora
unifica varias evidencias, lo que proporciona mayor evidencia para delimitar linajes, mejores
conclusiones y fortalece las hipétesis (DeSalle y Siddall 2005, De Queiroz 2007, Martinez
2015).

Bajo el concepto unificado de especie, cada evidencia que anteriormente ayudaba a definir
cada concepto es ahora una de las muchas evidencias de la especiacion, por lo que todas son
igual de importantes y el uso de varias puede aportar robustez a una hipétesis dada (DeSalle y
Siddall 2005, De Queiroz 2007).

Las evidencias mas utilizadas actualmente son los métodos de delimitacion molecular, los
cuales se fundamentan en el grado de aislamiento genético entre especies, la mayoria de los
métodos se basan en patrones observados en arboles filogenéticos, entre los que se encuentran:
Poisson Tree Process (PTP; Zhang y cols. 2013), General Mixed Yule Coalescent (GMYC; Pons
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y cols. 2006) y Bayesian Phylogenetics and Phylogeography (BPP; Yang y Ranala 2010),
mientras que Automated Barcode Gap Discovery (ABGD; Puillandre y cols. 2012) solo se basa
en distancias genéticas.

Los diferentes enfoques moleculares para detectar los limites de las especies en hongos se
centraron en detectar diferencias entre agrupaciones genéticas. Los enfoques se pueden dividir
en los que buscan la concordancia genética y los que se basan en coalescencia. La coalescencia
se basa en comprender la relacion de las especies hasta un ancestro comun (De Queiroz 2007).
Uno de los métodos de coalescencia es usar diferentes patrones de ramificacion intraespecifica
para distinguir entre especies y poblaciones, bajo el supuesto de que intraespecificamente los
eventos de ramificacion seran mas frecuentes que interespecificamente, esta es la base de
GMYC y PTP (Matute y Sepulveda 2019).

De las 144 mil especies actualmente registradas de hongos (Aguirre-Acosta y cols.
2014, Willis 2018) la mayoria fueron determinadas Unicamente mediante morfologia, lo cual ha
generado diferentes controversias, principalmente por la existencia de un gran ndmero de
especies cripticas (Zuluaga y cols.2011, Schoch y cols. 2014, Hawksworth y cols. 2011). El uso
de las herramientas moleculares ayudé a aclarar muchas relaciones no solo a nivel de especie,
sino se han reestructurado varios grupos, como sucedid en los russulaceos (De Crop, 2016, De
Crop y cols 2017); actualmente se han utilizado los métodos de delimitacion en hongos
Ascomicota como lo realizado por Maharachchikumbura y cols. (2021) donde utilizaron 6
métodos de delimitacién (ABGD, bPTP, GMYC, TCS, STACEY y BPP) para la delimitacion
del género Phyllosticta. Las herramientas moleculares nos han ayudado a aclarar las relaciones
evolutivas y por consecuencia a reestructurar las clasificaciones (Aguirre-Acosta E. y cols.
2014, Schoch y cols. 2014, Hawksworth y Lucking 2018, Willis 2018).

1.9 Marcadores moleculares para hongos

Los datos moleculares al igual que los morfoldgicos son utilizados para establecer hipétesis de
relaciones filogenéticas, estimar variacion en poblaciones y probar hipétesis de adaptaciones
ecologicas. Estos caracteres moleculares son utilizados para estudiar a todos los seres vivos, lo
que permite establecer hipotesis de homologia, existen diferentes tipos y se distinguen por su

capacidad de detectar polimorfismos (Alcantara 2007).

22



Los caracteres moleculares aun no son considerados parte de la descripcion de las especies,
pero es importante incluirlas en el diagndstico (Rannala 2020). Los caracteres moleculares
pueden provenir de biomoléculas como proteinas y secuencias génicas. En el caso de las
secuencias génicas la delimitacion de especies es basada en secuencias de ADN: ADN nucleolar
(nADN), ADN de cloroplasto (clADN), ADN mitocondrial (mtADN) y ADN ribosomico
(rADN), las cuales han ayudado a la identificacion de especies, ya que contienen informacion
sobre el grado de aislamiento genético entre ellas. De esta forma, en especies cripticas, las
poblaciones aisladas son especies putativas o potenciales (Paz y cols. 2011, Kéljalg y cols.2013,
Pons 2006, Rannala 2020).

En el 2003, el Cddigo de Barras de la vida (DNA Barcoding) fue propuesto por Hebert y
colaboradores, a grandes rasgos se basa en el uso de una region de ADN estandarizada para
identificar rapidamente a una especie mediante solo una muestra de tejido del organismo. Se
obtiene la secuencia especifica del grupo al que pertenece el organismo a identificar y se
compara con las secuencias de otros organismos que se encuentran almacenadas en una base de
datos (Paz y cols. 2011). Asi, se han establecido diversos porcentajes de variacion en el Cédigo
de Barras por taxones, en el caso de los eucariotas es 1.5%, este es también utilizado en hongos
macroscopicos (1.5 - 2%), mientras que para hongos microscépicos es de 1% (Kadljalg y cols
2020).

Estas secuencias tienen dos principales usos, uno que tiene una funcién diagndstica, ya que
nos permite distinguir entre especies y otro para delimitar a las especies, en ambas, los tipos y
cantidad de datos requeridos son diferentes. DeSalle y Siddall (2005) lo representa mediante un
circulo llamado “circulo taxonémico”, el cual representa el enfoque de taxonomia integradora,
en el cual proponen el uso de caracteres moleculares en la taxonomia, pero no como la Unica
fuente de informacion para reconocer o delimitar especies con diferentes evidencias
(morfologia, reproduccién, ADN, geografia y ecologia).

Se propuso el uso del ITS y de la subunidad grande del ADNr (LSU, por sus siglas en
inglés) como cddigos de barras y, aungque ain no existe un consenso para su uso en los hongos,
estos se han usado para identificar (Paz y cols. 2011) y delimitar las diversas especies
(Rosenblad y cols. 2016). La region ITS ha sido la mas utilizada en hongos ya que cuenta con

ciertas regiones de rapida evolucion que lo han convertido en una piedra angular en la inferencia
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filogenética (Rosenblad y cols. 2016). Actualmente se considera como una fuente adicional para
el descubrimiento de especies nuevas, asi como una ayuda para su reconocimiento y
delimitacion (Paz y cols. 2011, Kdljalg y cols.2013).

Aunque hay muchas copias de ITS por genoma, este puede llegar a ser muy variable en
algunas especies, lo que hace que no delimite a todas las especies, pero si a la mayoria.
Actualmente se estan investigando otras regiones que pueden ayudar a delimitar e identificar las
especies, por ejemplo, regiones del ADN ribosémico nuclear nSSU vy tres de genes codificantes
(RPBL1, RPB2 vy la proteina de mantenimiento de minicromosomas MCM7) (Paz y cols. 2011,
Kdljalg y cols. 2013, Oros y cols. 2017).

La delimitacion de especies se puede definir como la préctica que ayuda a determinar qué
grupo de organismos constituyen especies o linajes diferentes (Rannala 2020). Los caracteres
morfol6gicos han sido la principal fuente de informacion para la taxonomia fungica, estos se
hicieron cada vez mas minuciosos, posteriormente se agregaron mas y diferentes, tales como
caracteres fisioldgicos y quimicos (Morrone 2013). Los caracteres morfoldgicos llegan a ser
bastante plasticos, especialmente en ciertos grupos de organismos, como los hongos, por lo cual
pueden ser poco informativos (Wisitrassameewong y cols. 2016, Rannala 2020).

De hecho, muchas especies de hongos que se identifican como especies cosmopolitas son
complejos de especies cripticas, especies que a nivel practico no se pueden distinguir por su
apariencia (morfoldégicamente irreconocibles) (Séaez 2009). Wisitrassameewong y cols. (2016)
afirmaron que muchas especies no tienen una distribucion cosmopolita, sino que el endemismo
regional es mas comun, por lo que es necesario tomar en cuenta muchos caracteres incluyendo
los ecoldgicos para delimitar a las especies.

La capacidad de detectar polimorfismos a través de los caracteres moleculares, ayuda a
separar de manera mas puntual a las especies dentro de un taxén dado, ya sea basandose en
filogenias previamente realizadas o en un grupo de secuencias correctamente alineadas, ya que
de esta se forman las hipdtesis de homologia (De Luna y Mishler 1996, Alcantara 2007).

Con la incorporacion de las técnicas moleculares en los estudios sisteméticos, la
herramienta mas utilizada para delimitar especies en la mayoria de los grupos es la filogenética,

en la cual los grupos se pueden definir por un nimero determinado de caracteres, en principio
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autapomorfos (Gnicos y exclusivos del taxon), que dan la evidencia de que dicho linaje es
monofilético (Aguileray Silva 1997).

2 ANTECEDENTES

2.1 Andlisis filogenéticos con en el género Lactarius

El objetivo de los analisis filogenéticos es obtener una hipotesis de filogenia que refleje la
historia evolutiva en cierto grupo taxonémico (Hibbett y cols. 2018). En el pasado, la
clasificacion de la familia Russulaceae se basaba principalmente en el tipo o forma del
esporocarpo, ubicando a las especies agaricoides dentro de los géneros Russula Pers. y Lactarius
Pers. Sin embargo, la clasificacion cambi6 cuando se aclard que otras formas del esporocarpo
que se habian clasificado en géneros diferentes como las pleurotoides, secuestradas y con velo
se derivaron tanto de Russula como de Lactarius y su ubicacion como parte de estos dos géneros
se sustentd con andlisis morfologicos y moleculares (Buyck y Horack 1999, De Crop 2016).

El género Lactarius fue descrito en 1797 y actualmente tiene descritas mas de 500 especies.
La utilizacion de caracteres moleculares ha influido en la clasificacion tradicional, generando
hipétesis que han servido como base para la construccion de nuevas clasificaciones, han
ayudado a inferir relaciones filogenéticas, aclarar procesos evolutivos y explicar la variabilidad
genética. A pesar de que Lactarius es de los géneros mas estudiados, aun se desconoce mucho
de su diversidad (Le y cols. 2007, Wisitrassameewong y cols. 2016).

Anteriormente Lactarius comprendia varios subgéneros (Tablas 1, 2). Actualmente, son
aceptados tres subgéneros: L. subg. Russularia (P. ex Burl.) Kauffman, L. subg. Piperites (P. ex
J. Kickx f.) Kauffman y L. subg. Plinthogalus (Burl.) Hesler y A.H. Sm. (Triantafyllou y cols.
2015, Wisitrassameewong y cols. 2016). Para llegar a ello, la clasificacion ha sufrido
innumerables cambios con base en herramientas moleculares y morfoldgicas principalmente
(Millery cols. 2001, Verveken 2014). Sin embargo, aun es necesario incluir aspectos ecoldgicos

€cOomo su asociacién micorrizica.

2.2 Clasificacion de Lactarius subseccion Croceini

25



En 1908 Burlingham introduce el grupo Croceae del género Lactaria (forma ortografica de
Lactarius) sin definir un rango taxonémico especifico para ubicar a Lactaria crocea y especies
afines. Posteriormente, en 1962, Singer propuso formalmente al grupo como la subseccién
Croceini del género Lactarius seccion Lactarius (Hesler y Smith 1979). Hesler y Smith (1960)
lo elevaron a nivel de seccion bajo el nombre de Crocei. Sin embargo, en clasificaciones
posteriores como la de Hesler y Smith (1979) y Heilmann-Clausen y cols. (1998) fue clasificado
como subseccidn dentro del subgénero Piperites, pero en la seccion Piperites y en la seccién
Zonarii, respectivamente.

Le y cols. (2007) concluyeron que el Unico clado bien soportado dentro del subgénero es la
seccion Deliciosi y ademéas observaron problemas en la delimitacion de los subgéneros
Lactarius y Russularia. En la actualidad el subgénero Piperites se considera un sinénimo del
subgénero Lactarius (Buyck y cols. 2008) y existen muy pocos analisis filogenéticos
representativos para aclarar las relaciones entre los diferentes grupos dentro de este subgénero,
Lee y cols. (2019) encontraron en su estudio que molecularmente el subgénero Lactarius no es
monofilético.

Actualmente se considera que Croceini se encuentra dentro del subgénero Lactarius. Sin
embargo, Das y cols. (2015) utilizando datos moleculares para ubicar cuatro especies nuevas,
mostraron que Lactarius indochrysorrheus K. Das y Verbeken, Lactarius chrysorrheus Fr., y
secuencias afines a Lactarius chrysorrheus, forman un clado que se agrupa dentro del subgénero
Russularia, relacionandose con secuencias de L. quietus (Fr.) Fr., L. helvus (Fr.) Fr., L. subdulcis
(Pers.) Gray, y L. rufus (Scop.) Fr.

Posteriormente, Wisitrassameewong y cols. (2016) realizaron un estudio sobre la diversidad
y relaciones evolutivas de Russularia, encontrando que las secuencias de Lactarius
chrysorrheus y L. vinaceorufescens A. H. Smith, especies pertenecientes a la subseccion
Croceini, se agruparon con una secuencia de Lactarius aff. subzonarius Jahn, del subgénero
Russularia, por lo que en dicho estudio las incluyeron en dicho subgénero.

Barge y Cripps (2016) realizaron un analisis filogenético de las especies de Lactarius
encontradas en Yellowstone utilizando datos moleculares, encontrando que una secuencia

identificada como Lactarius chrysorrheus se agrup6 en el mismo clado que Lactarius helvus y
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L. camphoratus, dos especies pertenecientes al subgénero Lactarius. Dichos autores no
discutieron este resultado.

Lee y cols. (2019) realizaron una revision taxondmica del género Lactarius en Corea
basadndose en caracteres moleculares y encontraron que, las especies de Croceini: Lactarius
chrysorrheus, L. vinaceorufescens, Lactarius lutescens, H. Lee, L. citrinus H. Lee, L.
xanthogalactus Peck, los cuales se anidaron dentro del clado del subgénero Russularia, muy
cerca a L. brachycystidiatus X.H. Wang. Dichos autores, fueron los unicos que discutieron su
posicion filogenética e hicieron una comparacion morfolégica de las especies y grupos
implicados. Morfoldgicamente afirman que 9 de las 16 especies coreanas que se agruparon en
su arbol dentro del subgénero Russularia tienen latex blanco. Mientras que la decoloracién
amarilla del latex y la zonificacidn del pileo son caracteres compartidos entre las especies del
grupo chrysorrheus (L. chrysorrheus, L. citrinus, L. indochrysorrheus, L. lutescens, L.

vinaceorufescens y L. xanthogalactus)

Pudimos observar gque en todos los trabajos las especies de Croceini se agrupan dentro del
subgénero Russularia, pero relacionandose con diferentes especies pertenecientes a diferentes
secciones dentro de este. La mayoria de los miembros del subgénero Russularia tienen el pileo
con una superficie seca y basidiomas de color marrén anaranjado a marron rojizo, tallo seco
blanco con latex blanco lechoso o acuoso, en algunas especies volviéndose amarillo azufre

(Heilmann-Clausen et al. 1998, Wisitrassameewong 2015, Wisitrassameewong et al. 2016).

Las especies pertenecientes a la seccion Subscuamulosi se distinguen porque la superficie
del pileo es seca y fibrilosa a escamosa al principio, o himeday + glabra y en algunos se vuelve
fibrilosa a areolada al desvanecerse (si es escamosa, las escamosas se componen de fasciculos
de hifas), con el margen barbudo (estrigoso) y latex blanco como leche que no presenta cambios
(Hesler y Smith 1979). Representadas en los estudios por las especies Lactarius helvus y L.

subzonarius.

La seccion Pseudo-Aurantiaci que vemos representada en estos estudios por la especie
Lactarius quietus suelen tener el pileo zonado, viscoso que seca rapidamente, un margen

desnudo a poco pruinoso con presencia de queilo, pleuro y macrocistidios en el himenio y
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exudacion de latex blanco a blanco acuoso que cambia a amarillo. (Hesler y Smith 1979, Lee y
cols. 2019).

Las especies pertenecientes a la seccion Russularia tienen el pileo mayormente seco, el
estipite, llega a ser viscoso al principio y se seca muy pronto, usualmente de basidiocarpos
fragiles y de tamafio pequefio a mediano, y exuda un latex blanco que no cambia (Hesler y Smith

1979). En los estudios es representado por las especies Lactarius subdulcis, y L. lanceolatus.

La seccion Olentes se caracteriza por una estructura de la pileipellis en forma de
hipoepitelio, el margen del pileo no es tomentoso y exuda latex blanco que no tiene cambios al

exponerse al aire. En los estudios es representado por la especie Lactarius camphoratus.

Finalmente, la especie Lactarius brachycystidiatus con quien aparece asociado el grupo
Croceini Unicamente en Lee y cols. (2019) se caracteriza por tener el pileo con una superficie
seca, lisa 0 con escamas adnatas a veces con brillo sedoso, exuda un latex blanco acuoso que no
presenta decoloracidon al exponerse al aire, el estampado de sus esporas es blanco. Esta especie
fue descrita hace poco en 2017 donde propusieron colocarla tentativamente en la seccion
Colorati perteneciente al subgénero Lactarius ya que posee un pileo escamoso con hifas
bastante anchas en la pileipellis y las basidiosporas reticuladas, sin embargo,

Wisitrassameewong et al. (2014) y Lee y cols. (2019) la ubican dentro de Russularia.

3 JUSTIFICACION

En los esquemas de clasificacion actuales del género Lactarius no reflejan las relaciones
filogenéticas de Croceini respecto a otras secciones 0 subsecciones, por lo que el presente
estudio generara informacion sobre las relaciones filogenéticas de la subseccion Croceini. Los
métodos de delimitacion de especies basados en caracteres moleculares nos permitiran
reconocer de forma mas objetiva el nimero de especies que forman la subseccion Croceini, por
lo que la presente tesis pretende contribuir al conocimiento general de Lactarius subseccion

Croceini a nivel mundial.
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4 HIPOTESIS
e Las especies de la subseccion Croceini se agruparan dentro del subgénero Russularia.

e Seraun grupo hermano de la seccion Pseudo-Aurantiaci.

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo General:

Evaluar con base en caracteres moleculares las relaciones filogenéticas y la delimitacion

molecular de especies de la subseccion Croceini.

5.2 Objetivos Particulares:

1. Establecer las relaciones filogenéticas de las especies que forman la subseccion Croceini
y evaluar la posicion sistematica de esta subseccidn dentro de los subgéneros y secciones

de Lactarius.

2. Delimitar con base en la region ITS (ITS1, 5.8S e ITS2) las diferentes especies que
integran a la subseccion Croceini del género Lactarius, utilizando al menos tres

métodos.
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6 METODOLOGIA

6.1 Bases de datos y muestreo taxonémico

En el presente trabajo se utilizé la region ITS (ITS1, 5.8S e ITS2) ya que es el marcador
generalmente utilizando en hongos (Rosenbland y cols. 2016). Las secuencias de ITS de los
especimenes del género Lactarius se obtuvieron de las bases de datos GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y UNITE (https://unite.ut.ee/). En total se incluyeron
185 secuencias de la region ITS pertenecientes a los tres subgéneros de Lactarius (L. subg.
Russularia, L. subg. Piperites y L. subg. Plinthogalus) (Tabla 4), dando énfasis a especies de
los subgéneros Russularia y Lactarius (Piperites) (Anexo 1), asi como a secuencias de especies
pertenecientes a la subseccion Croceini, sobre todo a aquellas relacionadas con L. chrysorrheus
(Tabla 3). También se incluyeron secuencias de taxones de las subsecciones Scrobiculati,
Zonarii y Lactarius que se han relacionado anteriormente con Croceini dentro del subgénero
Lactarius (Hesler y Smith 1979, Heilmann-Clausen y cols. 1998).

Las secuencias que forman la matriz de caracteres (Apéndice 1) se seleccionaron buscando
gue contaran con una mayor robustez informativa, ya sea que fuesen del holotipo o que fueran
una secuencia de referencia. Las secuencias fueron alineadas con el programa MAFFT (Multiple
sequence Alignment using Fast Fourier Transform) versidn 7 en linea (Katoh y Standley 2013),
con las opciones predeterminadas. Una vez obtenido el alineamiento, se edité manualmente. El
alineamiento consta de 761 caracteres incluyendo gaps.

Aunqgue a Croceini actualmente esta constituido por 16 especies, en las bases de datos solo estan
presentes 9 especies (Lactarius maculatipes, L. croceus, L. colorascens, L. chrysorrheus, L.
vinaceorufescens, L. indochrysorrheus, L. xanthogalactus, L. citrinus y L. lutescens) para el
presente estudio se tomaron en cuenta 5 de ellas (L. colorascens, L. chrysorrheus, L.
vinaceorufescens, L. indochrysorrheus, L. xanthogalactus). Ya que se realizé una basqueda en
blast con la secuencia de Lactarius chrysorrheus que es material de referencia y estas especies

mencionadas eran las mas cercanas.
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Tabla 4. Secuencias que pertenecen a la subseccion Croceini incluidas en el estudio, con el nombre
gue le asignamos a la secuencia, su nimero de acceso y procedencia,

Subseccion Croceini (Burl.) Sing.

Nombre de la secuencia
ECM_Quercus
ECM_Quercus
ECM_Quercus
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Quercus_petraea
ECM_Quercus
ECM_Quercus
ECM_Quercus
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Quercus
ECM_Lactarius
ECM_Quercus
ECM_Quercus
ECM_Lactarius
ECM_Quercus
ECM_Quercus
ECM_Quercus
ECM_Quercus
ECM_Quercus
ECM_Quercus
Lactarius_chrysorrheus_RefSeq
ECM_Quercus
ECM_Quercus
ECM_Quercus
ECM_Quercus
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Quercus
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Quercus
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_obscuratus
ECM_Pinus_sylvestris
ECM_Quercus
ECM_Lactarius_chrysorrheus

# de Acceso
UDB0786458
UDB0786459
UDB0787208
KT165289
FM995570
UDB0786650
UDBO0787211
UDB0786460
KF133261
UDB0786461
FJ210740
UDB0787214
UDB0787213
DQ990840
UDB0787212
UDB0786467
UDB0786463
UDB0788014
UDB0786464
uDB0787210
UuDB011470
KY794693
UDB0788016
UDB0788018
UDB0787911
UDB015752
JF908324
KT165286
UDB0788015
UDB019764
UDB0787368
KJ742396
KJ742397
UDB000864
MF352750
uUDB0788012
KX449473

Procedencia
Hungria
Hungria
Austria
Italia
Francia
Hungria
Austria
Hungria
Italia
Hungria
Italia
Austria
Austria
Italia
Austria
Hungria
Hungria
Francia
Hungria
Austria
Estonia
Alemania
Francia
Francia
Francia
Estonia
Italia
Eslovaquia
Francia
Estonia
Reino Unido
Bélgica
Francia
Alemania
Reino Unido
Francia
Francia



ECM_Quercus_suber
ECM_Quercus_petraea
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Abies_balamifera
ECM_Abies_balamifera
ECM_Picea_rubens
ECM_Pinus_clausa
ECM_Pinus_clausa
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Lactarius
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Quercus
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius
ECM_Castanea_dentata
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Pinus
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_parallelus
ECM_Abies_balamifera
ECM_Lactarius
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_vinaceorufescens
ECM_Pinus_banksiana
ECM_Pinus
ECM_Betula_papyrifera
ECM_Pinus_ponderosa
Lactarius_vinaceorufescens
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Betula_papyrifera
Lactarius_vinaceorufescens
ECM_Pinus_thunbergii
Lactarius_indochrysorrheus
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_hatsudake
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_aff_chrysorrheus
Lactarius_aff_chrysorrheus
Lactarius_cremicolor

AM930233
KM576492
KT165290
MK069510
MK069511
MK069512
KX899308
KX899734
GU256225
KX816119
EU569286
MK397223
FJ196932
MNG612772
KF937341
MG674538
MK167433
MT560360
MT522558
MK167405
MH984997
MK069509
KF359597
FJ596871
KJ705219
FJ769539
MH809946
KC876312
MG761555
MK131496
KT875046
KC876313
KJ705217
LC029804
KJ742391
KC185407
MH984970
MH910553
KJ742398
KJ742399
MH984942

Portugal
Francia
Bélgica
Canada
Canada
Canada
USA
USA
USA
USA
México
México
México
Colombia
Colombia
USA
China
China
China
China
Corea del Sur
Canada
USA
USA
Canada
USA
Canada
Canada
USA
Canada
México
Canada
Canada
Japén
India
Taiwan
Corea del Sur
USA
USA
USA
Corea del Sur
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Lactarius MH985024 Corea del Sur

ECM_Pinus_amamiana LC364251 Japon
Lactarius_chrysorrheus AF096983 Espafia
ECM_Lactarius KJ173926 China
Lactarius_colorascens MT237509 USA
Lactarius_xanthogalactus EU726293 USA
ECM_Quercus_wislizeni EF411111 USA

ECM_Pseudotsuga_menziesii AM231787 USA
ECM_Pseudotsuga_menziesii AM231790 USA
ECM_Pseudotsuga_menziesii AM231788 USA
ECM_Pseudotsuga_menziesii AM231791 USA

Lactarius_xanthogalactus DQ974745 USA
ECM_Lithocarpus_densiflorus | DQ273390 USA
ECM_Pseudotsuga_menziesii AM231792 USA
ECM_Quercus_kelloggii KC791080 USA

6.1.1 Eleccion del grupo externo

El criterio de comparacion con el grupo externo es para enraizar las tipologias (Morrone,
2013), se utilizaron cinco especies del subgénero Plinthogalus (Lactarius lavandulus
<EF560675>, L. atromarginatus <UDBO039619>, L. fallax <JQ446103>, L. lignyotus
<UDBO000390>, L. fallax var. concolor <JQ446104>). Se eligié a Plinthogalus como grupo
externo ya que como uno de los tres subgéneros de Lactarius ayuda a probar bien las relaciones
de los otros dos subgéneros, donde se debate la posicion de Croceini dentro de los subgéneros
Russularia y Lactarius, representar la mayor variacion posible encontrada en ambos grupos nos
ayudard a definir la posicién de Croceini, basdndonos en observaciones que realizaron

Wisitrassameewong y cols. (2015).

6.1.2 Criterios para la delimitar las especies

Se utilizo el criterio de integracion por congruencia para delimitar las especies, ya que se basa
en la congruencia que tienen los distintos métodos moleculares entre si, generando de esta

manera hipotesis mas robustas (Carstens y cols. 2013).
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Se realizd una matriz de la region ITS solo con los especimenes pertenecientes a Croceini
(tabla 3). Se utiliz6 jModelTest v. 2.1.10 para obtener el modelo evolutivo con el criterio de
informacién de Akaike (AIC) = TIM1ef+G vy el criterio de informacion Bayesiano (BIC) =
K80+G. A priori se observaron las distancias genéticas (Neighbor Joining (NJ)) basandose en
el umbral de distancia promedio >2% del codigo de barras como diferentes especies putativas
(Kdljalg y cols. 2020).

Los métodos utilizados fueron Unicamente moleculares, utilizando los siguientes métodos:

1) Basados en distancias genéticas (Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD)).

2) Basados en métodos de descubrimiento sin particiones a priori (Automatic Barcode Gap
Discovery (GMYQC)).

3) Basados en arboles filogenéticos bajo el criterio de monofilia (Maximum Likelihood

(ML), Bayesian Inference (Bl), Poisson Tree Processes (PTP)).

Como criterio preliminar el andlisis de distancia genética (p) con NJ se realizd en el
programa MEGA X v. 10.2.6 (Kumar y cols, 2018), para lo cual se utilizé un nimero de réplicas
de Bootstrap de 10,000, tipo de sustitucion = nucleédtido, con el modelo Kimura de 2 parametros,
incluyendo d: Transiciones + Transversiones, las tasas entre sitios con Distribucion Gama (G)
y el tratamiento de datos faltantes con eliminacion por pares.

El método ABGD detecta brechas en el “barcode”, pudiéndolo asimilar como diferencias
(variacion) dentro de la poblacién, estimando el umbral entre la variacion intra e interspecifica.
Aunque es uno de los métodos mas eficientes, tiende a dividir en exceso, ya que utiliza una
particion recursiva con un rango de divergencia intraespecifica previa y ancho de brecha
relativa, generando de esta manera agrupaciones que son hipotesis de especies (Rannala y Yang
2020). Este andlisis se realizo con el alineamiento previamente realizado en MAFFT utilizando
la version en linea de ABGD (https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/ ) con las opciones
predeterminadas: Pmin=0.001. Pmax0.1, Pasos=10, X (ancho de espacio relativo) =1.5, Nb
bins=20 y usando matrices de distancia K2P no corregidas; se utilizaron particiones recursivas
e iniciales.

El método GMYC utiliza un enfoque de probabilidad para identificar el limite entre el

proceso de Yule y la coalescencia intraespecifica, asumiendo que los tiempos de coalescencia o
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longitudes de ramas se dividen en intraespecificos e interespecificos (Rannalay Yang 2020, Luo
2018). Para este analisis fue necesario usar un arbol ultramétrico, el cual se obtuvo utilizando el
programa BEAST v1.10.4. EIl alineamiento fue ingresado en BEAUTI, aplicando un reloj
relajado (uncorrelated relaxed clock) Lognormal. El programa se corrio 20,000,000
generaciones, para obtener un archivo “.xml” que posteriormente se procesé en BEAST. La
convergencia de las cadenas de Markov se evaluaron con TRACER 1.6 hasta que el Burn-In fue
el deseado. Se obtuvieron ocho arboles que fueron unidos con LogCombiner v1.10.4.. El arbol
resultante, se analizd6 con TreeAnnotator v1.10.4 para asi obtener el arbol ultramétrico.
Posteriormente se corrieron los scripts adecuados en el programa R mediante el paquete Splits.

El método PTP requiere una estimacion del arbol filogenético con longitudes de rama de la
cantidad de cambio genético, por lo que se procesa con dos arboles diferentes, uno obtenido por
MV vy otro por IB, lo que ayuda a identificar los puntos de transicion entre los eventos de
ramificacion inter e intraespecificos (Rannala y Yang 2020, Luo y cols. 2018). Este método
utiliza arboles calibrados por sustitucion (no ultramétricos). El arbol para tal finalidad fue
obtenido con el programa raxmlGUI 2.0 (https://species.h-its.org/), con las opciones
predeterminadas: arbol enraizado, generaciones MCMC = 100 000, Thinning= 100, Burn-in=
0.1, Seed=123.

Una vez obtenidos los resultados de cada analisis sobre la imagen del arbol ML se colocaron
los rectangulos que representan a cada una de las especies de acuerdo a cada uno de los analisis,
posteriormente se observo las que coincidian entre la mayoria de los analisis y se colorearon

para identificar a las que se tomaron en cuenta como una especie.

6.2Analisis filogenéticos
Se realizaron dos tipos de analisis filogenéticos, uno de Maxima Verosimilitud (MV) con el

programa IQTree (Posada y Buckley, 2004) y otro de Inferencia Bayesiana (I1B) con el programa
MrBayes (Ronquist y Huelsenbeck 2003).

El anélisis de MV se realizd utilizando el ultrafast (-bb) con 1000, con un modelo
TVM+F+R4 obtenido con la seleccion automatica del mismo programa. El de IB se realiz en

Mr. Bayes con 20 millones de generaciones, con un modelo K80, para obtener los valores de
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soporte de ramas. Se utilizd el programa Tracer (Rambaut y cols. 2018) para observar los valores
de Tamafio Efectivo de la Muestra (ESS) y determinar si el andlisis de IB alcanz6 la
convergencia, aceptandose unicamente al ser alcanzado.

Se empleo el arbol de MV para representar la filogenia de las especies estudiadas ya que es
el més resuelto y se editd con el programa FigTree (Rambaut y Drummond 2018). Para los
andlisis se consideraron como valores significativos >80% Bootstrap y >.95 Probabilidades

Posteriores (PP).
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7 RESULTADOS

7.1 Analisis filogenético

Los dos métodos utilizados, MV e IB de laregion de ITS, generaron arboles con topologias muy
similares (Figura 4 y Figura 5), con poca variacion en los clados formados y en los valores de
soportes de ramas. En ambos arboles se observan agrupados los especimenes en tres grandes
clados que representan los tres subgéneros de Lactarius: L. subg. Russularia, L. subg. Lactarius
y L. subg. Plinthogalus. Tanto Plinthogalus como Lactarius tienen muy buen soporte de rama,
en comparacién con Russularia, que en ambos analisis (ML e I1B) presenta un soporte de rama
bajo (40 de Bootstrap / 0.6 de PP).

En la Figura 4 se puede observar que el subgénero Russularia se agrupa con el subgénero
Lactarius con un soporte de rama robusto de 100% de Bootstrap y 1 de PP y el clado hermano
de ambos es el subgénero Plinthogalus.

Dentro del subgénero Russularia los clados internos presentan buen soporte de rama, pero
observamos que en ambos arboles (ML e IB) la seccion Olentes aparece como una seccién
polifilética dentro del subgénero Russularia. Asi como la seccion Pseudo-Aurantiaci se
encuentra dentro del subgénero Russularia en el arbol de ML, mientras que en el arbol IB se
encuentra como grupo hermano de los subgéneros Russularia y Lactarius (Figura 5).
Adicionalmente este ultimo esta menos resuelto al interior del subgénero Russularia, aunque
recupera los mismos grupos (Olentes, Russularia y las secuencias de Lactarius helvus y L.
brachycystidiatus) que los obtenidos por el anélisis de MV (Figura.4), por lo que preferimos

basarnos en este Gltimo para los siguientes analisis.
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Figura 4. Arbol de Méaxima Verosimilitud en donde se resumen los principales clados formados para el
género Lactarius con un breve desglose de los taxones formados dentro de cada subgénero y la ubicacion
de la subseccién Croceini. Los nimeros sobre las ramas representan los valores de soporte de Bootstrap
y PP respectivamente (valores Bootstrap > 80% y PP >.95).
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Figura 5 Arbol de Inferencia Bayesiana en donde se resumen los principales clados formados para el
género Lactarius con un breve desglose de los taxones formados dentro de cada subgénero y la ubicacion
de la subseccion Croceini, en color negro. Los nimeros sobre las ramas representan los valores de
soporte de probabilidades posteriores, los soportes de ramas presentan los valores de probabilidades
posteriores (valores significativos >.95).

Dentro del subgénero Russularia encontramos representado un clado conformado por las
especies pertenecientes al subgénero Croceini. Observamos que una secuencia reconocida como
Lactarius brachycystidiatus y la seccion Olentes fueron los méas cercanos a Croceini, en el arbol
ML, sin embargo, no tienen buen soporte de ramas.

Como se puede observar en la Figura 6, el clado Croceini esta conformado por 10 clados.
El primer clado se encuentra bien soportado con un valor de Bootstrap de 99% y PP de 1y esta
constituido Unicamente por secuencias europeas, teniendo asi una distribucién paleartica. En
dicho clado se encuentra la secuencia de referencia de Lactarius chrysorrheus. La relacién del
clado 1 con los clados 2 y 3+4 no esta resulta. El clado 2 esta bien soportado (100% Bootstrap
y 1 PP) y se constituye con secuencias provenientes de Norteamérica, especificamente de

Estados Unidos y Canada, por lo que su distribucion es neértica.
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El clado 3 también tiene buen soporte de rama (100% de Bootstrap y 1 de PP) y esta
constituido por secuencias que provienen de México, Colombia y Estados Unidos, por lo que
abarca dos regiones biogeograficas, la neartica y la neotropical. Esta conformado ademas por
dos clados bien definidos, uno con secuencias provenientes de Colombia y otro por secuencias
de México. Ambos tienen buen soporte (100% de Bootstrap y 1 de PP), y su grupo hermano lo
constituye la secuencia proveniente de Estados Unidos (ECM Castanea dentata MG674538).

El clado 4, clado hermano del clado 3, se encuentra en la zona paleartica ya que esta
conformado por secuencias provenientes de Asia (China y Corea). Este clado tiene un buen
soporte de rama (100% de Bootstrap y 1 de PP).

El clado 5 se encuentra conformado por secuencias provenientes de Estados Unidos, es
grupo hermano del clado 1+2+3+4, y tiene muy buen soporte de rama (100% de Bootstrap y 1
de PP). Las relaciones entre este clado, el clado 6 y una secuencia identificada como L.
colorascens no estan resueltas.

El clado 6 se encuentra conformado por dos sub-clados, uno con secuencias de
Norteamérica (Canada, Estados Unidos y México), por lo que se encuentra en la region
biogeografica Neartica, y otro mas constituido por secuencias de Asia (Corea, Japon, India 'y
Taiwan), pertenecientes a la region biogeogréfica Indomalaya u oriental. El clado 6 se encuentra
bien soportado solo por 99% de Bootstrap y es el grupo hermano del clado 7. Este ultimo se
encuentra conformado por secuencias provenientes de Estados Unidos por lo que tiene una
distribucion neértica, el clado tiene un soporte de 100% de Bootstrap y 1 de PP.

El clado 8 se posiciona como clado hermano del clado 6+7 y esta conformado por especies
provenientes de Asia (Coreay Japon), por lo que su distribucién es paleartica. Su soporte, 100%
de Bootstrap y .99 de PP. Finalmente, el clado 9 se posiciona como grupo hermano del resto de
Croceini conformado por 2 secuencias, una proveniente de Espafia y otra de China, por lo que

su distribucidn es paleéartica y tiene un soporte de 100% de Bootstrap y 1 de PP.
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Figura 6. Arbol MV a partir de la region ITS, muestra con mejor detalle la subseccion Croceini. Los
soportes de ramas presentan los valores de Bootstrap (azul), y probabilidades posteriores (negro). A la
derecha se observan los principales clados en los que se puede dividir el arbol de acuerdo a su soporte

de rama. Arbol completo en Anexo 4.
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7.2 Analisis de distancias genéticas (p)

Los analisis de distancias génicas (p) con la region ITS mostraron 10 agrupamientos como se
muestra en la Figura 7. La tabla que muestra los valores de las distancias genéticas entre los
grupos y el arbol de distancias genéticas desglosado se encuentran en el Apéndice 2 y Apéndice
3, respectivamente.

Los grupos mas robustos (99%) del Bootstrap corresponden al grupo 6 compuesto por
especimenes que se encuentran en Asia en la region Oriental, y a los grupos 4 y 9 compuestos
por especimenes que se encuentran en la zona Neartica; seguidos por los grupos 5y 10 que
presentan un 98% de Bootstrap, compuestos por especies provenientes del neartico y paleértico
(Espafa y China), respectivamente, por lo que podemos observar que son afines a climas frios
y su distribucidn se encuentra principalmente en el hemisferio norte. El grupo 2, compuesto por
especies provenientes de la zona neotropical, mas especificamente de Colombia, tiene un
soporte de 81% de Bootstrap. Los grupos que presentan un valor menos significativo son 1, 7,
3y 8, con valores de 77%, 71%, 67% y 40% respectivamente.

El grupo 1, que es en donde se encuentra la secuencia de referencia de Lactarius
chrysorrheus (Apéndice 3), constituyen secuencias provenientes principalmente de Europay se
agrupa de manera indefinida con el grupo 2+3+4+5+6, presentando distancias (p) genéticas de
2.4%, 2.6%, 3.2% 2.3% y 3.3% con cada uno respectivamente y con el grupo 7+8+9+10,
presentando distancias (p) genéticas de 1.7%, 1.9%, 3.7% y 3.3% con cada uno respectivamente.

El grupo 2 se encuentra constituido por secuencias de origen principalmente colombiano y
una secuencia estadounidense, se agrupa con el 3 con un soporte de 31% de Bootstrap y con una
distancia (p) genética del 2.4%. El grupo 3, se haya constituido por secuencias de origen
mexicano. En ambas agrupaciones se encuentran secuencias identificadas como Lactarius
chrysorrheus y constituyen un grupo con la secuencia identificada como Lactarius colorascens
(Figura 7), con un Bootstrap del 21%.

El grupo 4 tiene la mayoria de las secuencias que lo integran sin identificar, solo una esta
identificada como Lactarius chrysorrheus. Este grupo se encuentra relacionado con el grupo 2
+ 3 con un soporte de Bootstrap del 7% y con distancias (p) génicas de: 4.4% y 4.8%

respectivamente.
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En el grupo 5, al igual que la anterior, no se reconoce alguna especie en particular, ya que
todas las secuencias fueron obtenidas de raices (micorriza <ECM>), por lo que los autores de
dichas secuencias no identificaron las secuencias. El grupo 5 se asocia con el grupo: 2+3+4 con
un valor de Bootstrap de 2% y con distancias (p) genéticas de: 3.9%, 4.1% y 3.8%,
respectivamente.

El grupo 6, al que pertenecen tres secuencias identificadas como Lactarius chrysorrheus y
una como L. parallelus provenientes de China y Corea del Sur respectivamente, se asocia con
la agrupacion: 2+3+4+5, con un valor de Bootstrap muy bajo 17 % y presenta distancias (p)
genéticas de: 3.7%, 3.9%, 5.5% y 4.4%, respectivamente, con cada grupo.

El grupo 7 se encuentra constituido por secuencias asiaticas provenientes de Corea y Japén,
de las cuales una esta identificada como Lactarius cremicolor. Este grupo es cercano al grupo
8+9 con un soporte de Bootstrap de 64% con los cuales presenta distancias (p) genéticas de
0.8% y 2.5%, respectivamente.

El grupo 8 presenta un soporte de Bootstrap muy bajo (40%) e incluye tres secuencias
identificadas como L. chrysorrheus, tres como Lactarius vinaceorufescens, una como L.
indochrysorrheus, una como L. hatsudake y ocho sin identificar (Apéndice 3). Dichas
secuencias provienen de paises americanos y asiaticos. Este grupo se agrupa con el grupo 9 con
un soporte de Bootstrap de 53% y una distancia (p) genética de 2.3%. Este Gltimo se encuentra
constituido por secuencias que se identificaron como Lactarius chrysorrheus provenientes de
Estados Unidos.

El grupo 10 esta conformado Unicamente por 2 secuencias, una proveniente de Espafia y la
otra de China. La secuencia proveniente de Espafia estd identificada como Lactarius
chrysorrheus. Este grupo es cercano al grupo 7+8+9 con un soporte de Bootstrap de 49% y

presenta distancias (p) genéticas de: 3.3%, 3.5% y 5.1%, respectivamente.
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Figura 7 Arbol de distancias genéticas colapsado de la region ITS, se muestran los principales grupos
obtenidos en el andlisis. Numeros sobre las ramas indican valores de soporte de Bootstrap. Los nimeros
del lado derecho representan los clados obtenidos con su respectiva ubicacion a grandes rasgos.

7.3 Delimitacion de especies con métodos moleculares

Se delimitaron entre 13 y 65 especies, dependiendo del método utilizado, el método que

delimit6 menos especies fue ABGD con PI, mientras que el método que mas dividio especies es

PTP con IB, consiguiendo dividir 65 especies, compartiendo solo 8 con los demas métodos, el

método que menos dividid fue el de distancias (p) genéticas por NJ, dividid 12 (si se toman en
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cuenta las 2 secuencias que no se agrupan bien con las deméas) compartiendo 9 con los demés
métodos, de manera muy similar al resultado de ABGD con PI (Figura 8).

Solo 3 especies fueron delimitadas por todos los métodos de delimitacion (Figura 8,
especies:7, 10 y 12), las 3 con distribucion en América. Las primeras dos se encuentran
conformadas por una sola secuencia, la constituida por la secuencia nombrada para esta
investigacién como ECM_Castanea_dentata_ MG674538 _US, observada en la Figura 8 con las
barras de color rosa claro, y la denominada: Lactarius_colorascens MT237509 US,
representada por las barras de color verde claro. La ultima especie delimitada por todos los
métodos es la representada por barras de color rosa, se encuentra constituida por tres secuencias
con clave: MH910553, KJ742399 y KJ742398, provenientes de Estados Unidos.

Se tuvo conflicto al decidir cuantas especies se encontraban en el clado 9 (Figura 6), ya que
sus secuencias, provenientes de Corea y Japon, fueron delimitadas de manera similar por 2
métodos cada una, GMYC y ABGD con Pl indican que son una sola especie, mientras que PTP
con ML e IB indican que son dos especies (Fig. 8), se decidié que esas 3 secuencias pertenecen
a una sola especie, por su cercania geografica, porque coincidian con los resultados de NJ y
finalmente porque dos andlisis que ocupen recursos diferentes la delimitan. Por lo que se
obtuvieron 15 especies en total.

Adicionalmente, se observaron los hospederos con los cuales se encontraban asociados, se
observé a la familia Fagaceae predominante en los taxones, siendo el género Quercus el méas
asociado a diferentes especies. La mayoria de las especies se asociaron a una sola familia de
plantas, la especie 1y 9 se asociaron a 2 familias diferentes: Pinaceae y Fagaceae y la especie

11 se asocid con: Fagaceae y Betulaceae.
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Figura 8. Arbol de ML a partir de la region ITS, los soportes de ramas presentan los valores de Bootstrap
(azul), y probabilidades posteriores (negro). Se representan los distintos métodos de delimitacion de
especies: GMYC, PTPy ABGD, los dos Gltimos con sus variantes, las cuales son: Maxima Verosimilitud
(MV) e Inferencia Bayesiana (I1B) para PTP; Particiones Iniciales (PI) y Particiones Recursivas (PR) para
ABGD. Numeros bajo las columnas representan el nimero de especies encontradas en cada analisis.
Colores en las barras corresponden a las especies que delimitaron de manera similar, las cuales se
enumeran a la derecha del diagrama. Arbol completo en Anexo 5.
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8 DISCUSION

8.1 Analisis Filogenético

En la taxonomia tradicional, la subseccion Croceini se ha clasificado dentro del subgénero
Piperites (actualmente subgénero Lactarius) por Hesler y Smith (1979) y Heilmann-Clausen y
cols. (1998) e incluye al grupo de L. chrysorrheus, el cual se ha clasificado dentro del subgénero
Piperites, tanto por Hesler y Smith (1979) como por Heilmann-Clausen y cols. (1996). El
subgénero Piperites corresponde actualmente con el subgénero Lactarius y dentro de este
subgénero la subseccion Croceini se ha relacionado principalmente con la subseccién
Scrobiculati debido al color del latex, blanco al principio, cambiando a amarillo al contacto con
el aire. Sin embargo, Hesler y Smith en 1979 notaron que dichos caracteres no son tan
contundentes y sugirieron que no existe una linea clara entre la subseccion Croceini comparada
con la subseccion Pseudo-Aurantiaci en Russularia.

En el analisis filogenético realizado tanto por MV como por IB podemos observar cémo se
agrupan las subsecciones dentro de los 3 subgéneros. La subseccion Croceini se ubicoé dentro
del subgénero Russularia. Las especies de Croceini comparten caracteristicas como: zonacion
y el latex que amarillea rdpidamente son caracteristicas que encajan dentro de la clasificacion
en L. subg. Lactarius, como lo hicieron Hesler & Smith (1979) y Heilmann-Clausen et al.
(1998). Las caracteristicas que comparten con el subgénero Russularia son el basidiocarpo seco
y el pileo lampifio (Wisitrassameewong y cols. 2016)

Podemos observar que en el arbol de IB no se observa resuelto, en el arbol ML aunque se
encuentra visualmente resuelto no tiene buen soporte de ramas entre las secciones. En este
ultimo Croceini se encuentra como grupo hermano de Lactarius brachycystidiatus coincidiendo
con los resultados de Lee y cols. (2019) y estos dos como hermanos de una parte de la seccion
Olentes (Figura 4).

L. brachycystidiatus es una especie descrita de China que fue tentativamente ubicada en la
seccidn Colorati por sus caracteristicas morfoldgicas: pileo seco, de color pardo rojizo, a veces
escamoso Yy latex acuoso sin cambios de color (Wang 2017). Lactarius brachycystidiatus y las
especies que pertenecen a la seccion Croceini tienen caracteres comunes como un pileo zonado,

seco y lampifio, ademas del basidiocarpo seco, encajando asi con el concepto morfoldgico de L.

49



subg. Russularia. La comparacion de la secuencia de su ITS con la de L. chrysorrheus a través
de Blast mostrd una similitud del 95%, de modo que tentativamente podria considerarse como
una especie de Croceini.

Como observaron Das y cols. (2015), Wisitrassameewong y cols. (2016) y Lee y cols.
(2019), Croceini no se relaciona en nuestro analisis con ningn grupo en particular del
subgénero Russularia, y las especies que utilizan como representantes de Croceini son Lactarius
chrysorrheus y L. vinaceorufescens.

Morfolégicamente, las especies pertenecientes a Russularia son visualmente mas esbeltas,
ya que el estipite es, en proporcién con el pileo, més delgado y el latex no tiende a cambiar de
color. Lactarius, por su parte, tiene un estipite usualmente mas corto y grueso, ademas de que
el cambio de color del latex es clave para este subgénero. En Croceini, las especies son un tanto
delgadas pero el latex si cambia de color a amarillo al exponerse unos minutos al aire.

Tanto el color del latex y el cambio de color del Iatex cuando se expone al aire son caracteres
importantes para definir grupos infragenéricos de Lactarius, especialmente en Lactarius subg.
Lactarius (Hesler y Smith 1979. Heilmann-Clausen et al. 1998). Lactarius subg. Russularia
muestra muy poca variabilidad en esta caracteristica, ya que mayoritariamente no existe el
cambio de color del latex (Hesler y Smith 1979) y muchas especies poseen latex transparente a
blanco acuoso que no cambia, o en algunos casos, el inico cambio que se puede observar es a
un color amarillento (palido a amarillo brillante o color azufre). El latex fuertemente amarillento
es una caracteristica diagnostica para el grupo de Lactarius chrysorrheus (Hesler y Smith 1979,
Heilmann-Clausen y cols. 1998). Wisitrassameewong y cols. (2016) afirman que el latex que se
vuelve amarillo aparentemente tiene multiples origenes por lo que, contiene poca informacién
filogenética, adicionalmente el latex acuoso no parece dar informacion taxonémica a nivel de

seccion.

8.2 Delimitacion de especies

En total se recuperaron 15 especies, coincidiendo de manera muy estrecha con el nimero de
especies reportadas para la subseccion Croceini (16 especies), de las cuales, la mayoria habian

sido descritas en Norte América. Sin embargo, de acuerdo con la informacién dada en las bases
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de las matrices de caracteres moleculares obtenidas y la delimitacion de especies, podemos
observar que Croceini tiene un patron de distribucion principalmente septentrional
encontrandose tanto en el Neartico y Paleartico (Figura 9), asociandose principalmente con tres
familias de hospederos: Fagaceae, Pinaceae y Betulaceae (Figura 10).

Las 3 especies agrupadas en el clado 1 se distribuyen en Europa, compartiendo distribucion
en varios paises. Podemos correlacionar a la especie 1 con Lactarius chrysorrheus ya que en
ella se encuentra la secuencia de referencia, ademas de coincidir con la especie original que fue
descrita en Europa asociada con fagaceas. Sin embargo, de Europa se conoce solo una especie
que es Lactarius chrysorrheus y nuestros resultados delimitaron 3 especies, por lo que existe
una subestimacion de la diversidad de ese continente.

En los hongos ectomicorrizdgenos se considera que existe una fidelidad alta a su hospedero,
incluyendo al subgénero Lactarius (Hutchison 1999), sin embargo estudios actuales afirman que
el grado de especificidad varia entre los hongos, a los russuléceos se les ha llegado a considerar
mas generalistas (Looney y cols. 2018), en nuestro estudio podemos observar que esta especie
(especie 1) que se asocia a la familia Fagaceae y Pinaceae, ocurre lo mismo al menos con otras
2 mas (especie 9y especie 11) que se asocian con hospederos de diferentes familias (Figura 10),
coincidiendo con lo mostrado por Wisitrassameewong y cols. (2016) en varias especies del
subgénero Russularia.

Del clado 4 la especie 5 sobresale ya que ademas de estar presente en el hemisferio austral,
en Colombia, que es una zona tropical, se encuentra asociada a Pseudomonotes (Da Marcela y
cols. 2014) este es endémico del Amazonas en Colombia, pertenece a la familia
Dipterocarpaceae, donde pudo haber ocurrido un salto de hospedero por sobrelapamiento de
habitat con Quercus, que es, hasta donde se tiene conocimiento, el limite de la distribucion de
las fagaceas en América (Rodriguez-Correa y cols. 2015, Wu y cols. 2000).

La especie 6 solo se encuentra en México, asi que podria corresponder con la Unica especie
descrita en Mexico para Croceini, que es Lactarius lacteolutescens, sin embargo, no es posible
corroborarlo ya que no se tiene registro genético de esa especie.

De este clado, también podemos observar que la mayoria se distribuyen en América, salvo
la especie 8, que procede de Asia, esta especie se encuentra como mas cercana filogenéeticamente

a las especies 5, 6 y 7. Se ha reportado antes la relacion biogeogréafica existente para los
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macrohongos de Norteamérica y Asia (Mueller y cols. 2001, Wu y cols. 2000). Llamado “anfi-
Pacifico” que observamos también en la especie 11 (Figura 8).

La especie 9 contiene a dos secuencias identificadas como Lactarius xanthogalactus, se
observa que se asocia a las familias Pinaceae y Fagaceae, esta especie fue descrita y mayormente
observada en el oeste de Estados Unidos, en California en bosque de Quercus (Peck 1907). Sin
embargo, Hesler y Smith (1979) argumentaron que no se trata de una especie diferente y que es
L. vinaceorufescens ya que comparten caracteristicas similares y fueron recolectados en
California, argumentaron que se ha reportado en algunos especimenes de L. vinaceorufescens
el cambio de color a amarillo en el latex, e incluso puede ser confundido con L. chrysorrheus,
por lo que decidieron no incluirla en su clasificacién. Sin embargo, en nuestro andlisis si
aparecen como especies diferentes.

La secuencia nombrada Lactarius_colorascens_ MT237509 _US forma un taxon propio
nombrado en este trabajo como especie 10, misma que fue delimitada por todos los métodos
utilizados. Se encuentra en Estados Unidos. Es muy probable que esta secuencia/especie
corresponda con Lactarius colorascens descrita para la subseccion Croceini, ya que se
encuentran en una ubicacién geogréafica cercana, fue descrita con material de Michigan, New
York y Tennessee y la secuencia procede de North Carolina, no se especifica su hospedero en
ambos casos.

La especie 11 es particularmente interesante, ya que los dos subclados que lo componen
incluye secuencias de L. vinaceorufescens y L. indochrysorrheus, respectivamente,
representando dos regiones biogeograficas distintas, se encuentra en paises de América del
Norte (USA, Canada y México) y de Asia (Japon, India, Corea y Taiwan) (Figura 9). Podemos
observar que geograficamente se encuentran en regiones biogeogréaficas diferentes, L.
vinaceorufescens se encuentra en el neartico mientras que L. indochrysorrheus se encuentra en
el indomalayo, separados el océano pacifico.

De acuerdo con la informacion de las secuencias, se asocia principalmente con Pinaceas y
Betulaceas (Tabla 6 y Figura 10). Este patron de distribucion se denomina “anfi-Pacifico”, y es
un patrén biogeografico que se ha descrito en diversos grupos de plantas (Yang y cols. 2017),
por lo que muchos linajes de hongos ectomicorrizoégenos podrian haber migrado con sus plantas

hospederas a traves de la region de Beringia desde finales del Cretécico (84ma) (Halling y cols.
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2008, Wen y cols. 2016). Este patron se ha observado previamente en Russulaceae, en los

géneros Lactifluus y Multifurca (Wang y cols. 2018).

En términos generales morfolégicamente ambas especies son muy parecidas, sin embargo,

si existen diferencias macro y microscopicas entre ambas especies (Tabla 5). En la descripcién

realizada por Das y cols. (2015) de Lactarius indochrysorrheus indica que esta se asemeja a L.

chrysorrheus y L. vinaceorufescens, con las cuales comparte caracteristicas como: zonacion,

colores de sombrero similares y latex que se tifie rapidamente de azufre a amarillo verdoso.

Hesler y Smith (1979) mencionan que se considera que L. vinaceorufescens es mas cercano a L.

colorascens, pero de acuerdo a los andlisis de delimitacion vemos que posiblemente L.

vinaceorufescens y L. indochrysorrheus son una sola especie y de no serlo son especies

filogenéticamente muy cercanas y ambas muy cercanas a la especie 12. Pero, como se ha

discutido en el parrafo anterior este tipo de distribucion se produjo al menos hace 84ma y la

biota, en especial la micobiota se han diferenciado mucho lo que hace més complicado

considerarlas como una sola especie.

Tabla 5 Diferencias entre Lactarius vinaceorufescens y Lactarius indochrysorrheus, obtenido de las
descripciones de Hesler y Smith (1979) y Das y cols. (2015) respectivamente

Lactarius vinaceorufescens

Lactarius indochrysorrheus

4-12 cm de didmetro

2.5-7 cm de diametro

Color rosa palido a vinaceo,

ennegrece con la edad.

Color naranja pardusco, rosado beige

a salmodn, color canela con la edad.

cerca del estipite

Pileo Poco pubescente a glabro, viscoso | Superficie suave a grasienta o viscosa
Pileipellis con una delgada ixocutis | Pileipellis con ixocutis, <170 pm, con
de hifas gelatinosas de unos 2 um una capa gelatinosa que en su mayoria

se extiende 1015 um
i Blanco, pronto brillante "amarillo | Abundante,  blanco, = cambiando

Latex estroncio". rapidamente a amarillo verdoso.

Laminas subdecurrentes, estrechas, | Laminas subdecurrentes, apifiadas (18
Himenio | se bifurcan con bastante frecuencia | 22/cm)
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Color "beige vinaceo pélido",

pronto manchadas, tefiidas de rosa,

finalmente de un marrén rojizo.

Color amarillo pélido con el tiempo,
manchadas de rosa, finalmente de

marron a marron rojizo.

Tamario de basidio 28-33%8-10 um

Tamarno de basidio 30—44 x 9—13 um

Pleuromacrocistidios 32—70 x 7,5—

11 pm

Pleuromacrocistidios 40-68 (80) x 9-
13 um

Queilocistidios 32-44 x 6-10 um

Queilocistidios 35-55 x 8-9 um

Estampado de esporas color blanco

Estampado de esporas crema palido

opaco a amarillento

Esporas _ _
Tamafio 6.5-8(9) x 6-7 um Tamafio 6.4-7.4-8.5%5.6-6.2-6.9 um
Placa suprahilar no amiloide Placa suprahilar amiloide
Estipite Tamarfio 40-70 x 10-25 mm Tamarfo 45-65 x 6-8.5 mm
oo Gregario bajo Pinus Gregario bajo Picea y Abies
Habitat

Material de Estados Unidos Material del norte de India

La especie 12 se encuentra Unicamente en Estados Unidos, delimitada como una sola por
todos los andlisis. No se tiene informacion de con que familia de &rboles se asocia. La especie
13 se encuentra tanto en Corea como Japén, la secuencia encontrada en Japén se reporta
asociada con Pinus. Ya que las poblaciones se encuentran separadas por el mar de Japén, es
posible que sea una especie que se esté diversificando. Las especies 14 y 15 se encuentran en
Espafia y China respectivamente, pero se encuentran formando un solo clado bien soportado
(100% de Bootstrap y 1 de PP), probablemente son especies recién diversificadas ya que tanto
NJ como GMYC las consideran como una sola.

El patrén de distribucion de las especies (Figura 9) se explica con la distribucion de sus
hospederos (Figura 10), las gimnospermas (Pinaceas) y angiospermas (Fagaceas y Betulaceas)
principalmente han migrado de Asia a Ameérica, siendo las gimnospermas las dominantes en
latitudes septentrionales (Wang y Ran 2014, Raven y Axelrod 1974, Halling y cols. 2008). La
ubicacion de las especies en un mapa nos ayudd a darle un contexto geogréafico a gran escala,

que nos puede dar indicios de que estas mismas se pueden delimitar biogeograficamente.
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De manera similar, Halling y cols. (2008) al realizar un estudio de Boletales (Fungi)
observaron que varias especies ectomicorrizicas obligadas de Boletales, tienen también una
distribucion anfi-pacifica, por lo que plantea tres hipdtesis de dispersion, entre ellas una
migracion por un puente terrestre. Sin embargo, las explicaciones dadas no son aun
concluyentes. Puntualizando que el entendimiento de los patrones de distribucion de sus plantas
asociadas es fundamental para comprender la distribucion biogeogréafica de estos hongos.

De Asia hay cuatro especies descritas (incluyendo las dos coreanas), con lo que estaria
subestimada la diversidad del grupo en ese continente, al igual que en Europa donde solo se
contemplaba una y de acuerdo a nuestros resultados son cuatro. En Norteamérica, por el
contrario, la biodiversidad del grupo podria estar sobrestimada, ya que tan solo de Estados
Unidos se han descrito 11 especies y nuestros resultados delimitan 6, pero en México se tiene
descrita una especie (Lactarius lacteolutescens), pero de acuerdo a nuestros resultados hay otra
especie en este territorio que se comparte con Estados Unidos y Canada. Adicionalmente, se
evidencia la distribucion del grupo en Sudamérica, con un taxdn posiblemente endémico de esa
region.

De ser Norteamérica en especial la zona mas septentrional (Estados Unidos-Canada) donde
se encuentren la mayoria de las especies de Croceini podria considerarse como un centro de
diversificacion, de no ser asi, se podrian sinonimizar aquellas entidades que son molecularmente
lo mismo.

Podemos observar un problema de falta de representacion de secuencias en las bases de
datos, es decir, es necesario obtener secuencias de los tipos o, al menos, tener mas secuencias
de referencia de ejemplares representativos de las localidades tipo. También existe la necesidad
de ampliar el muestreo de secuencias hacia zonas geogréaficas poco exploradas como lo es la
zona austral en hongos, ya que de acuerdo a nuestro trabajo al menos existe una especie de
Croceini en Colombia y de acuerdo con la literatura una méas en Papia Nueva Guinea.

Tambien se observa la importancia de la depuracion de las bases de datos ya que varias de
secuencias que se encuentran dentro del clado Croceini estan identificadas con nombres de
especies que no pertenecen realmente a este grupo como: L. hatsudake, L. cremicolor, L.

parallellus y L. obscuratus o se quedan identificadas como micorrizas de su hospedero.
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Tabla 6 Ubicacion y hospederos de las especies. De izquierda a derecha se encuentra la identificacion
de la especie, el color con el que es representada en la delimitacion de especies y para su ubicacion en
el mapa (Figura 8), asi como la planta a la que se encuentra asociada (hospedero).

Especie | Color Ubicacion Hospedero
1 Europa 1 Fagaceae, Pinaceae.
2 Bélgical Sin informacion.

3 Europal Fagaceae

4 Estados Unidos y Canada?2 Pinaceae

5 Colombia2 Sin informacion.

6 México2 Fagaceae

7 Estados Unidos2 Fagaceae

8 China'y Corea3 Pinaceae

9 - Estados Unidos2 Fagacea y Pinaceae

10 Estados Unidos?2 Sin informacion.

11 Canada, Es,t ados L_Jnidos,_ M,éXiCO’ Pinaceae y betulaceae
Corea, Japon, India y Taiwan23

12 Estados Unidos?2 Sin informacion

13 Corea y Japon3 Pinaceae

14 Espafial Sin informacién

15 China3 Sin informacion
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Figura 9 Distribucion de las especies de Croceini de acuerdo con la informacién obtenida de las
secuencias (a nivel de pais), los puntos representan a las secuencias de color a la especie a la que
pertenecen (de acuerdo a Figura 7), el tamafio de los puntos es de acuerdo con el nimero de secuencias
de esa especie que tiene cierto pais. Mapa realizado por la M. en C. Mayra Rocio Cortez Roldan.
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Especies

delimitadas
Lactarius obscuratus UDBOD0OS&4 DE
ECM Pinus sylvestris MF352750 UK )
Lactarius chrysorrheus KJ742397 FR
ECM Quercus UDBOTEE01Z FR [ ]
ECM Lactarius chrysorrheus KNX449473 FR
ECM Quercus suber AMS30233 PT ey
Lactarius chrysorrheus KJT42396 BE
— Lactarius chrysorrheus JF905324 IT
—ECM Quercus UDBO7BE015 FR ]
—ECM Quercus UDBO7E7368 UK
Lactarius chrysorrheus UDBO18764 EE
Lactarius chrysorrheus KT165286 SK
— Lactarius chrysorrheus UDB0O15752 EE
Lactarius chrysorrheus RefSeq UDB011470 EE
ECM Quercus KY794693 DE
ECM Quercus UDEOTES016 FR
ECM Quercus UDEBOTS8015 FR
ECM Quercus UDBOTE7311 FR ]
ECM CQuercus petrasa KM576492 FR )
Lactarius chryscimheus KT165290 BE
_|ECM GQuercus UDBEOTEG46T HU )
ECM Quercus UDEOTE7210 AT ]
ECM Quercus UDBO7E7212 AT
ECM Quercus UDEO7E7Z14 AT
ECM Quercus UDBOTEG4E1 HU [
_|ECM Quercus UDBOTET213 AT ]
99/1.0 ECM Quercus UDEOTS6463 HU
1 — EGCM Quercus UDBO738014 FR )
— ECM Lactarius FJ210740 IT
ECM Quercus UDEOTE7208 AT [
ECM Quercus UDEOTS645% HU
—ECM Quercus UDB07E5458 HU )
Lactarius chrysorrheus KT165239 IT
ECM Quercus petraea FM$35570 FR )
ECM Quercus UDBOTEGES0 HLI [ ]
ECM Lactarius DQE30840 T
—ECM Quercus UDBO7EE460 HU
ECM Quercus UDBO7ET211 AT [ ]
Lactarius chrysorrheus KF133261 IT
ECM Quercus UDBO786464 HU
ECM Lactarius KX&18118 US
100/1.0 ECM Picea rubens MK069512 CA
EGM Abies balamifera MKD63510 CA
ECM Abiea balamifera MKDE3511 CA 0
ECM Pinus clausa KX899734 Us 0
Lactarius chrysorrheus GU256225 US
ECM Pinus clavsa KX399308 Us

100/1.0,Lactarius chrysorrheus MNE12772 CO
04110 Lactarius KF937341 CO
i o Lactarius chrysorrheus EUS69288 MX

100/1.0/ 100/1 Lactarius chry MK397223 MX
I_ ECM CQuercus FJ196932 MX

ECM Castanea dentsts MGE74528 Us ]
Lactarius chrysorrheus MK167405 CHN
Lactarius parallclus MH984997 KR
ECM Pinus MT522556 CN )
Lactarius chrysorrheus MK167433 CN
Lactarius chrysorrheus MTS560260 CN
ECM Qercus douglasii DOST4745 US )
ECM Pseudotsuga menziesii AM221788 Us
ECM Quercus wislizeni EF411111 US
ECM Quercus wislizeni EU726293 US
ECM Pseudotsuga menziesii AM231787 Us )
ECM Pseudotsuga menziesii AM231790 Us
ECM Pseudotsuga menziesii AM231781 Us )
ECM Quercus kelloggii KCT91080 US )
ECM Pseudotsuga menziesii AM231792 USs )
ECM Lithocarpus densiflorus DO273390 US I

Lactarius col MT237509 US

FCM Abies balamifera MKDE9509 CA )

=
=
=

83.99] 100/1.0

81

100/1.0

Lactarius chrysomheus FJS36871 US
ECM Lactarius KF359587 US
Lactarius vinaccorufescens KJT0521% CA
100/1.0 ECM Pinus banksiana FJT69539 Us I
ECM Pinus MHE09946 CA NN
— ECM Betula papyrifera KCE762131 CA ]
—ECM Pinuzs pondercsa MGTE1555 LS
96~ Lactarius vinaceorufescens KJT05217 CA
Lactarius chrysorrheus KT875046 MX
— Lactarius vinaceorufescens MK131496 CA
- ECM Betula papyrifera KCB76212 CA [ ]
Lactarius hatsudake MHS84970 KR
~ECM Pinus thunbergii LC029304 JP
— Lactarius indochrysorrheus KJT423%1 IN
Lactarius chr KC185407 TWW
100/1.0 Lactarius chrysorrhens MH310553 US
Lactariug aff chrysorrheus KJ742398 US
Lactarius aff chrysorrheus KJ742398 US
Lactarius cremicolor MH984942 KR
lUUf-g_‘»_Lactarius MH985024 KR
ECM Pinus amamiana LC364251 JP
100/1.0 Lactarius chr rt AF096933 ES
L ECM Lactarius KJ173926 CN

Croceini

953/1.0 04

—
wn

0.02

Figura 10 Asociacion de las secuencias con su hospedero, de color verde pinéceas, color café fagiceas
y morado betuléceas.
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9 CONCLUSIONES

La subseccion Croceini se encuentra dentro del subgénero Russularia, pero es
necesaria mas informacion no solamente molecular para tener claras sus relaciones y

donde se ubica dentro es esta.

En el presente trabajo se reconocen 15 spp., en el clado Croceini, algunas de las cuales
posiblemente corresponden a las especies descritas, por lo que potencialmente podrian
existir una o dos especies nuevas para este grupo, sin embargo, es necesario mas

informacion, morfoldgica, ecoldgica y biogeografica.

En cuanto a los hospederos, se observa que varias especies de Lactarius perteneciente
al grupo Croceini se asocian con hospederos pertenecientes a diferentes géneros o

familias de plantas.

La distribucion mostrada nos puede indicar que hacen falta mas muestreo no solo en
los paises en los que se encuentran las secuencias, para conocer la ecologia, patrones
de distribucion, tendencias evolutivas, centros de diversificacion, en esta subseccién y

también del subgénero.
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10. PERSPECTIVAS

Podemos afirmar que Croceini pertenece al subgénero Russularia, sin embargo, es necesario un
mayor acervo de datos para que se resuelva filogenéticamente y realizar posteriormente una

clasificacion conforme a sus relaciones de parentesco.

Es necesario realizar una revision taxonémica del subgénero Croceini utilizando un enfoque
integrador para determinar mejor las especies que lo forman ya que actualmente no existe un

trabajo asi, posiblemente por su distribucion.

Es necesario recolectar ejemplares frescos de las especies pertenecientes a Croceini, para
tener datos morfoldgicos méas recientes de cada especie y conocer mejor su variacion

morfoldgica, asi como poder obtener datos moleculares de cada especie.

Posiblemente sea necesario buscar o utilizar otro gen 0 genes que permitan una mejor

resolucion filogenética a nivel de subgénero y para la delimitacion de las especies.

Finalmente se recomienda un mayor muestro en los paises donde han sido reportadas y
aledafios, para evitar la sub y sobrestimacion que observamos en el presente trabajo, mejorando

asi el conocimiento de la diversidad de Croceini y el subgénero Russularia a nivel global.
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ECM_Abies_balamifera
ECM_Abies_balamifera
ECM_Picea_rubens
ECM_Pinus_clausa
ECM_Pinus_clausa
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Lactarius
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Quercus
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius
ECM_Castanea_dentata
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Pinus
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_parallelus
ECM_Abies_balamifera
ECM_Lactarius
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_vinaceorufescens
ECM_Pinus_banksiana
ECM_Pinus
ECM_Betula_papyrifera
ECM_Pinus_ponderosa
Lactarius_vinaceorufescens
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Betula_papyrifera
Lactarius_vinaceorufescens
ECM_Pinus_thunbergii
Lactarius_indochrysorrheus
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_hatsudake
Lactarius_chrysorrheus
Lactarius_aff_chrysorrheus
Lactarius_aff_chrysorrheus

KX449473
AM930233
KM576492
KT165290
MK069510
MK069511
MK069512
KX899308
KX899734
GU256225
KX816119
EU569286
MK397223
FJ196932
MNG612772
KF937341
MG674538
MK167433
MT560360
MT522558
MK167405
MH984997
MKO069509
KF359597
FJ596871
KJ705219
FJ769539
MH809946
KC876312
MG761555
MK131496
KT875046
KC876313
KJ705217
LC029804
KJ742391
KC185407
MH984970
MH910553
KJ742398
KJ742399

Francia
Portugal
Francia
Bélgica
Canada
Canada
Canada
USA
USA
USA
USA
México
México
México
Colombia
Colombia
USA
China
China
China
China
Corea del Sur
Canada
USA
USA
Canada
USA
Canada
Canada
USA
Canada
México
Canada
Canada
Japon
India
Taiwan
Corea del Sur
USA
USA
USA
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78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118

Lactarius_cremicolor

Lactarius

ECM_Pinus_amamiana
Lactarius_chrysorrheus
ECM_Lactarius
Lactarius_colorascens
Lactarius_xanthogalactus
ECM_Quercus_wislizeni
ECM_Pseudotsuga_menziesii
ECM_Pseudotsuga_menziesii
ECM_Pseudotsuga_menziesii
ECM_Pseudotsuga_menziesii
Lactarius_xanthogalactus
ECM_Lithocarpus_densiflorus
ECM_Pseudotsuga_menziesii
ECM_Quercus_kelloggii
Lactarius_brachycystidiatus_Holotype
Lactarius_serifluus_RefSeq
Lactarius_fragilis
Lactarius_pseudofragilis_Holotype
Lactarius_olivaceofuscus_Holotype
Lactarius_camphoratus_RefSeq
Lactarius_helvus_RefSeq
Lactarius_fulvihirtipes_Holotype
Lactarius_alpinihirtipes_Holotype
Lactarius_aurantiobrunneus_Holotype
Lactarius_furfuraceus_Holotype
Lactarius_glabrigracilis_Holotype
Lactarius_strigosipes
Lactarius_asiae-orientalis_Holotype
Lactarius_orientaliquietus_Holotype
Lactarius_quietus_RefSeq
Lactarius

Lactarius_frustratus
Lactarius_quietus_var_incanus
Lactarius_cf _luteus

Lactarius
Lactarius_ambiguus_Holotype
Lactarius_inconspicuus_Holotype
Lactarius_conglutinatus_Holotype
Lactarius_imperceptus_RefSeq

MH984942
MH985024
LC364251
AF096983
KJ173926
MT237509
EU726293
EF411111
AM231787
AM231790
AM231788
AM231791
DQY74745
DQ273390
AM231792
KC791080
MF508954
UDB000867
MN612773
MG589763
MK351928
UDB000326
UDB001597
MK 253491
MG589784
MK351924
MH447566
KR025606
IN859141
MK253479
MH447589
UDB011494
MN612778
MK578698
MW899411
EU819481
MK351934
MH447587
KR025584
MK 253486
JQ272401

Corea del Sur
Corea del Sur
Japon
Espafa
China
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
China
Suecia
Colombia
China
China
Alemania
Reino Unido
China
China
China
China
Tailandia
México
China
China
Estonia
Colombia
USA
USA
USA
China
China
Tailandia
China
USA
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119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159

Lactarius_decipiens_RefSeq
Lactarius_kesiyae Holotype
Lactarius_dombangensis_Holotype
Lactarius_badiosanguineus_RefSeq
Lactarius_lachungensis_Holotype
Lactarius_atlanticus
Lactarius_fulvissimus
Lactarius_josserandii
Lactarius_sphagneti_RefSeq
Lactarius_rubrocinctus_RefSeq
Lactarius_sikkimensis_Holotype
Lactarius_atrii_Holotype
Lactarius_hetpaticus_RefSeq
Lactarius_subdulcis_RefS
Lactarius_lacunarum_RefSeq
Lactarius_flavigalactus_Holotype
Lactarius_lanceolatus
Lactarius_luculentus
Lactarius_aurantiacus
Lactarius_aurantionitidus_Holotype
Lactarius_lapponicus
Lactarius_substriatus
Lactarius_brunneohepaticus_RefSeq
Lactarius_cyathuliformis_RefSeq
Lactarius_herrerae_Holotype
Lactarius_obscuratus_RefSeq
Lactarius_tabidus_RefSeq
Lactarius_rufus_RefSeq
Lactarius_ciliatus_Holotype
Lactarius_subzonarius
Lactarius_torminosus_RefS
Lactarius_pseudodelicatus
Lactarius_aff wenquanensis
Lactarius_crassus
Lactarius_semisanguifluus_RefSeq
Lactarius_indigo

Lactarius_pseudohatsudake Holotype

Lactarius_sanguifluus
Lactarius_miniatosporus
Lactarius_deliciosus_RefS
Lactarius_dilutisalmoneus_Holotype

KF432973
KR025619
KT165258
KF432983
KT165283
JF908310
KT165244
MK 105613
KF432975
KF432977
KT165252
KT165241
UDB000861
UDB000042
KF432982
KT165264
KR090919
KR090920
KF432974
KT165237
KX394291
KR090969
HQ714702
HQ714785
KJ874336
HQ714758
EF493293
EF493296
MH984935
MH985020
UDB000375
KX394295
EF141537
KT968581
UDB000320
IN613159
KY174912
AF249291
EF685078
UDB002381
MF152847

Italia
Vietnam
India
Francia
India

Italia
Bélgica
Espafa
Alemania
Alemania
India

India
Bélgica
Dinamarca
Alemania
India

USA

USA
Eslovaquia
China
Finlandia
USA
Suiza
Francia
México
Francia
Suecia
Suecia
Corea del Sur
Corea del Sur
Finlandia
USA
Tailandia
USA
Alemania
México
China
Francia
México
Reino Unido
China
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Gp_1
Gp_4
Gp_3
Gp_2
Gp_6
Gp_8
Gp_9
Gp_7
Gp_10
Gp_5

160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185

Lactarius_yazooensis
Lactarius_zonarioides
Lactarius_intermedius_RefSeq
Lactarius_mexicanus
Lactarius_cinereoroseus
Lactarius_ustulatus_Holotype
Lactarius_alnicola
Lactarius_scrobiculatus
Lactarius_tuomikoskii
Lactarius_citriolens
Lactarius_cf _alnicola
Lactarius_aquizonatus_RefSeq
Lactarius_auriolla
Lactarius_leonis
Lactarius_subbrevipes_Holotype
Lactarius_pseudoscrobiculatus
Lactarius_maculatipes
Lactarius_psammicola
Lactarius_zonarius
Lactarius_yazooensis
Lactarius_cremicolor
Lactarius_fallax
Lactarius_lignyotus_RepS
Lactarius_fallax_var_concolor
Lactarius_lavandulus
Lactarius_atromarginatus

MK564564
MF152845
AF140256
MF040818
MH984937
MH985026
MH820031
AF140262
EF493292
DQ422003
MN190178
UDB000835
KF133257
UDB0780250
MF508935
MN134408
MHO016946
MH211715
JF908280
MN704813
MZ157230
JQ446103
UDB000390
JQ446104
EF560675
UDB039619

USA
Suecia
Italia
México
Corea del Sur
Corea del Sur
Meéxico
Alemania
Suecia
Suecia
USA
Suecia
Suecia
Estonia
China
Italia
USA
USA
Italia
China
China
USA
Alemania
USA
Tailandia
Laos

Apéndice 2 Tabla de Distancias (p) genéticas de los grupos pertenecientes a Croceini

Gp_1

0.03208
0.02695
0.02467
0.03393
0.01966
0.03718
0.01710
0.03334
0.02328

Gp_4 Gp_3 Gp_2

0.04828
0.04433
0.05583

0.02450

0.03924 0.03743

Gp_6 Gp_8

Gp_9

Gp_7

0.04443
0.06144
0.04178
0.05903
0.03851

0.03946
0.05452
0.03818
0.05194
0.04168

0.03463
0.04687
0.03299
0.05021
0.03935

0.04058
0.05937
0.03727
0.05806
0.04437

0.02329
0.00838
0.03530
0.02997

0.02501

Gp_10

0.05116 0.03351

0.04193 0.02744

0.04822

Gp_5
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Apéndice 3 Arbol de distancias (p)

ECM_Quercus_petraeca_KM576492_FR
Lactarius_obscuratus_UDB000864_DE
Lactarius_chrysorrheus_UDB019764_EE
Lactarius_chrysorrheus_RefSeq_UDBO011470
Lactarius_chrysorrheus_KT165286_SK
Lactarius_chrysorrheus_KJ742397_FR
Lactarius_chrysorrheus_JF908324_IT
ECM_Lactarius_chrysorrheus_KX449473_FR
ECM_Quercus_UDB0786464_HU
ECM_Quercus_UDB0788016_FR
ECM_Quercus_UDBO788016_FR
ECM_Quercus_UDB0787368_UK
ECM_Pinus_sylvestris_ MF352750_UK
Lactarius_chrysorrheus_KT165290_BE

86

ECM_Quercus UDBO787911_FR
Lactarius_chrysorrheus_KJ742396_BE

ECM Quercus UDBO788012 FR
ECM_Quercus UDBO786459 HU
ECM_Quercus UDBO787208 AT
56 JEcM_auercus_UDBD786458 HU
ECM_Quercus_UDBO786650_HU

ECM_Lactarius_DQ990840_IT
ECM_Quercus_UDB0786460_HU
ECM_Quercus_UDBO787211_AT
ECM_Quercus_UDBO787210_AT
ECM_Quercus_UDB0786461_HU
ECM_Quercus_UDB0787214_AT
ECM_Quercus_UDBO787213_AT
ECM_Quercus_UDB0787212_AT
ECM_Quercus_UDB0786467_HU
ECM_Quercus_UDB0788014_FR

77

ECM_Quercus UDB0786463 HU
ECM_Quercus_KY794693_DE
ECM_Quercus_UDB0788015 FR

desglosado

Lactarius_chrysorrtheus_UDB015752_EE

_EE

ILactanusich rysorrheus_KF133261_IT
ECM_Quercus_suber_AM930233_PT

Lactarius_chrysorrheus_KT165289_IT
ECM_Quercus_petraea_FM995570_FR

ECM_Lactarius_FJ210740_IT

81 ECM_Castanea_dentata MG674538_US
—| 99

jlLactarius_chrysorrheus_MN612772_CO

62
L

W actarius_KF937341_CO
92 Lactarius_chrysorrheus_EU569286_MX

ECM_Quercus_FJ196932_MX

Lactarius_chrysortheus_MK397223_MX
Lactarius_colorascens_MT237509_US

ECM_Picea_rubens_MKO069512_CA
ECM_Pinus_clausa_KX899308_US
ECM_Abies_balamifera_MK069511_CA

93

99 L ECM_Lactarius_KX81
Lactarius_chrysorrtheus_GU256225_US

ECM_Pseudotsuga_menziesii AM231791_US

ECM_Pseudotsuga_menziesii_AM231

ECM_Quercus_kelloggii_KC791080_US
ECM_Pseudotsuga_menziesii_AM231788_US
ECM_Lactarius_xanthogalactus_EU726293_US
ECM_Pseudotsuga_menziesii_AM231787_US
63 ECM_Pseudotsuga_menziesii_AM231790_US
ECM_ Lactarius_xanthogalactus_DQ874745_US
ECM_Quercus_wislizeni_EF411111_US 8

64

54

ECM_Abies_balamifera_ MK069510_CA
ECM_Pinus_clausa_KX899734_US

6119 _US

792_US

ECM_Lithocarpus_densiflorus_DQ273390_US

1 Lactarius_chrysorrheus_MK167433_CN

99] :ECMiP\nusiMTSZZ‘SSEiCN

Lactarius_chrysorrheus_MT560360_CN

Lactarius_chrysorrheus_MK167405_CN
Lactarius_parallelus_ MH984997_KR

7 1 Lactarius_cremicolor_MH984942_KR
_bLactanus_MH%SG%_KR
ECM_Pinus_amamiana_LC364251_JP

ECM_Pinus_ponderosa_MG761555_US

Lactarius_vinaceorufescens_KJ705217_CA
Lactarius_chrysorrheus_KT875046_MX
Lactarius_indochrysorrheus_KJ742391_IN
Lactarius_hatsudake_MH984970_KR
ECM_Pinus_thunbergii_LC029804_JP

Lactarius_chrysorrheus_KC185407_TW

ECM_Betula_papyrifera_KC876313_CA
ECM_Betula_papyrifera_ KC876312_CA
Lactarius_vinaceorufescens_MK131496_CA
ECM_Abies_balamifera_MK069509_CA

Lactarius_chrysorrheus_FJ596871_US

ECM_Lactarius_KF359597_US
ECM_Pinus_banksiana_FJ769539_US
Lactarius_vinaceorufescens_KJ705219_CA

ECM_Pinus_MHB809946_CA

Lactarius_chrysorrheus_ MH910553_US
99 3 te e oo =

Lactarius_aff_chrysorrheus_KJ742398_US

ILactar|usﬁaﬁfchryson'heusiKJMBGQiUS

9 8 yLactarius_chrysorrheus_AF096983_ES
1

0.004

ECM_Lactarius_KJ173926_CN
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Apéndice 4 Arbol de ML con los clados delimitados.

Croceini

Npons

Lactarius obscuratus UDBOOOSES DE
ECM Pinus sylvestris MF352750 UK
Lactarius chrysorrhous KJ742397 FR
ECM Quercus UDBOTEED1Z FR

ECM Lactarius chrysorheus KX449473 FR
ECM Quercus suber AMSI0233 PT
Lactarius chrysorrheus KJT42396 BE

ECM Quercuz UDBOTETI6E UK
Lactarius chrysorrheus UDBO19764 EE
Lactarius chrysorrheus KT1652868 SK

ECM Quercus UDBOTETS11 FR

ECM Quercus petraca KM5STE492 FR
Lactarius chrysorrheus KT165250 BE
ECM Quercus UDBOTEG46T HU
ECM Quercus UDBOTET210 AT
ECM Quercus UDBOTETZ12 AT

ECM Quercus UDBOTETZ14 AT

ECM Quercus UDBOTEE461 HU

ECM Quercus UDBOTET213 AT

ECM Quercus UDBOTBE463 HU

ECM Quercus UDBOTE8014 FR
ECM Lactarius FJ210740 IT

ECM Quercus UDBOTET208 AT

ECM Quercus UDBOTEG459 HU

ECM Quercus UDBOT86458 HU
Lactarius chrysorrheus KT185289 1T
ECM Quercus pefraca FMS95570 FR
ECM Quercus UDBOTE6650 HU

ECM Lactarius DQ990840 IT

ECM Quercus UDBOTEE4E0 HU
ECM Quercus UDBO7ET211 AT
Lactarius chrysorrheus KF133261 IT
ECM Quercus UDBOTBE4E4 HU
ECM Lactarius KX816118 US
ECM Picea rubens MKOG9512 CA

180010

23099

we

ECM Abies balamifera MKOSS510 CA
ECM Abies balamifera MKOE3511 CA
ECM Pinus clausa KX333734 US
Lactarius chrysorrheus GU256225 US
ECM Pinus clausa KXB99Z08 US
10010 (Lactarius chrysorrheus MNB12772 CO
Lactarius KF937341 CO
Lactarius chrysorheus EUSES286 MX
Lactarius chrysorrhous MK397223 MX
ECM Quercus FJ196932 MX
ECM Castanea dentata MGET4538 US
Lactarius chrysortheus MK167405 GN
Lactarius parallalus MHI84997 KR
ECM Pinus MTS52Z568 CN
Lactarius chrysortheus MK167433 CN
Lactarius chrysortheus MTS60350 CN
ECM Quercus douglasii DQST4TAS US
ECM Pzeudolsuga menziesii AM231788 US
ECM Quorcus wislizeni EF411111 US
ECM Quercus wislizeni EUT26291 US
ECM L us
ECM Psevdotsuga menziesli AM231790 US
ECM Pseudotsuga menzkesil AM231791 US
ECM Quercus kelloggii KCT91080 US
ECM Pseudotsuga menziesii AM231792 US
ECM Lithocarpus densiflorus DQ273390 US
Lactarius colorascens MT237509 US
ECM Abies balamifera MKOE3509 CA
Lactarius chrysorrheus FIS968T1 US
ECM Lactarius KF359597 US
Lactarius vinaceorufescens KJT05219 CA
ECM Pinus banksiana FJTE2519 US
ECM Pinus MHB09845 CA
ECM Betula papyrifera KC8T6313 CA
ECM Pinus ponderosa MGTE1555 US

0010

o= Lactarius vinaceorufescens KJT0OS521T Ca
Lactarius chrysorrheus KTAT5046 MX

Lactarius vinaceorufescens MK131496 CA
ECM Betula papyrifera KCETEI12 CA

Lactarius hatsudake MHSB45T0 KR

ECM Pinus thunbergii LC023804. JP

Lactarius indochrysomrheus KJ742391 IN
Lactarius chrysorrheus KC1B5407 TW
Lactarius chrysorrheus MH10553 US
Lactarius aff chrysorrheus KJT42358 US
Lactarius aff chryserrheus KJ7423%8 US

0010

Lactarius cremicolor MH384942 KR
Lactarius MHS85024 KR

|wm.n|:
[ECM Pinus amamiana LC364251 JP

10010

Lactarius chrysorrheus AF096983 ES

ECM Lactarius KJ173928 CN
Lactarius

Russularia

100/1.0

Subgénero Lact:

L=

Clado 1

Clado 2

Clado 3

Clado 4

Clado 5

Clado 6

Clado 7

Clado 8
Clado 9

Clado 10
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Apéndice 5 Arbol de ML, a la derecha.

NJ GMYC PTP ABGD
ML IB

o]
1
o]
w

Lactarius obscuratus UDB0008&4 DE
ECM Pinus sylvestris MF352750 UK
Lactarius chrysorrheus KJ742397 FR
ECM Quercus UDBO0788012 FR
ECM Lactarius chrysorrheus KX449473 FR
ECM Quercus suber AM930233 PT
Lactarius chrysorrheus KJ742396 BE
Lactarius chrysorrheus JF908324 IT
ECM Quercus UDB0788015 FR
ECM Quercus UDBO7B7368 UK
Lactarius chrysorrheus UDB019764 EE
Lactarius chrysorrheus KT165286 SK
Lactarius chrysorrhcus UDB015762 EE
Lactarius chrysorrheus RefSeq UDB011470 EE
ECM Quercus KY794693 DE
ECM Quercus UDBO0788016 FR
ECM Quercus UDB0738018 FR
ECM Quercus UDB0787911 FR
ECM Quercus petraca KM576492 FR
Lactarius chrysorrheus KT165290 BE
_|ECM Quercus UDBO0786467 HU

ECM Quercus UDB0787210 AT
ECM Quercus UDBO787212 AT
ECM Quercus UDBO0787214 AT
ECM Quercus UDBO0786461 HU
ECM Quercus UDBO787213 AT
s8i1.0 ECM Quercus UDB0786463 HU

1 (— ECM Quercus UDB0738014 FR
“— ECM Lactarius FJ210740 IT
ECM Quercus UDBO787208 AT
ECM Quercus UDB0786459 HU
—ECM Quercus UDB0786458 HU

Lactarius chrysorrheus KT165289 IT

ECM Quercus petraea FM995570 FR
ECM Quercus UDBO786650 HU
ECM Lactarius DQ890840 IT
ECM Quercus UDB0786460 HU
ECM Quercus UDBO787211 AT
Lactarius chrysorrheus KF133261 IT
ECM Quercus UDB0786464 HU
ECM Lactarius KX816113 US

ECM Picea rubens MK063512 CA
ECM Abies balamifera MK0D63510 CA
ECM Abies balamifera MK069511 CA
ECM Pinus clausa KX899734 US
Lactarius chrysorrheus GU256225 US
ECM Pinus clausa KX899308 US
Lactarius chrysorrheus MNE12772 CO

10010

a4 Lactarius KF937341 CO
Lactarius chrysorrheus EU569286 MX
1001.0 100r I" Lactarius MK397223 MX
L—EcMm Quercus FJ196932 Mx
90110 | ECM Castanea dentata MG674538 US

Lactarius chrysorrheus MK167405 CN
Lactarius parallclus MH984997 KR
ECM Pinus MT522568 CN
Lactarius chrysorrheus MK167433 CN
Lactarius chrysorrheus MT560360 CN
ECM Lactarius xanthogalactus DQS74745 US
ECM Pseudotsuga menziesii AM231788 US
ECM Quercus wislizeni EF411111 US
ECM Lactarius xanthogalactus EU726293 US
ECM Pseudotsuga menziesii AM231787 US
ECM Pscudotsuga menziesii AM231790 US
ECM Pseudotsuga menziesii AM231791 US
ECM Quercus kelloggii KC791080 US
ECM Pseudotsuga menziesii AM231792 US
ECM Lithocarpus densiflorus DQ273390 US
ctarius MT237509 US
ECM Abies balamifera MK069509 CA
Lactarius chrysorrheus FJ596871 US
ECM Lactarius KF359597 US
Lactarius vinaceorufescens KJ705219 CA
ECM Pinus banksiana FJ769539 US
ECM Pinus MH809946 CA
ECM Betula papyrifera KGB76313 CA
ECM Pinus ponderosa MG761555 US
Lactarius vinaceorufescens KJ705217 CA
Lactarius chrysorrheus KT875046 MX
Lactarius vinaceorufescens MK131496 CA
ECM Betula papyrifera KCB76212 CA
Lactarius hatsudake MH984970 KR
ECM Pinus thunbergii LC029804 JP
Lactarius indochrysorrheus KJ742391 IN
Lactarius chrysorrheus KC185407 TW
Lactarius chrysorrheus MH310553 US
Lactarius aff chrysorrheus KJ742399 US
Lactarius aff chrysorrheus KJ742398 US
Lactarius cremicolor MH984942 KR
"’“""ﬂ&tﬁarius MH985024 KR
ECM Pinus amamiana LC364251 JP
100110 Lactarius chrysorrheus AF096983 ES
ECM Lactarius KJ173926 CN

83099 10011.0

100/1.0

98]

Croceini

\ 98i1.0
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Lactarius brachycystidiatus Holotype MF508354 CN 12 16
Olentes -
Lactarius helvus RefSeq UDB001597 UK
Olentes
1001.0 | 1 TR Russularia )
a8i.0 . Bl Russufaria
I N Subgénero Lactarius

10010

Subgénero Plinthogalus
0.02
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