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Resumen

En la actualidad se desconocen qué especies de hongos se asocian a Monotropa
uniflora en México, el conocimiento sobre su identidad y diversidad posibilitard un mejor
entendimiento acerca de esta asociacion y de los patrones de distribucion y diversidad que
presentan las especies de la familia Russulaceae asociadas a esta planta. Por lo tanto este
trabajo tiene como objetivos conocer la diversidad de hongos de la familia Russulaceae
asociados con M. uniflora en el Parque Nacional La Malinche, asi como conocer qué especies
son las que se asocian con Monotropa uniflora. El sitio de muestreo del presente trabajo fue la
cafiada grande dentro del PNLM, donde se procedio a seleccionar 12 plantas de M. uniflora al
azar separadas por lo menos 100m una de otra, cada una se tomo como unidad de muestreo.
Dentro de las 12 unidades de muestreo se registraron 14 especies de Russulaceae, 5 del género
Lactarius y 9 de Russula. EI mayor nimero de especies dentro una unidad de muestreo fue de
8 y el menor de 2. En total se recolectaron 671 basidiomas, 131 pertenecientes a Lactarius y
540 a Russula, que representan el 19.5% y 80.5% respectivamente. Con base en el inverso de
Simpson (1-D) las unidades de muestreo con los valores mas altos fueron las unidades de
muestreo Mul, Mu5 y Mu7, considerando a estas como las mas diversas, por el contrario las
unidades que presentaron las diversidades mas bajas fueron la Mu8 y Mul0 con dos y cuatro
especies respectivamente. La riqueza de hongos de la familia Russulaceae asociada a las raices
de Monotropa uniflora es mas baja en comparacion con la diversidad observada alrededor de
las plantas, tres y 14 especies respectivamente. Se secuenciaron 13 de las 14 especies de
basidiomas y para las micorrizas se obtuvieron seis secuencias de las unidades de
muestroMu4, Mu6, Mu7, Mu9, Mul0 y Mul2, dichas secuencias fueron utilizadas en los
andlisis de maxima verosimilitud donde se observo que las micorrizas 4, 6, 9 y 10 se agrupan
dentro de la seccion urentinae, mientras que la Mul2 se agrupa dentro de la seccion
maculatinae y la micorriza 7 se agrupo dentro del subgénero Compacta seccion Plorantinae.
Russula fc. olivobrunnea se presenté en las raices micorrizadas de cuatro de las seis plantas de
M. uniflora estudiadas, fue la especie con mayor abundancia por nimero de basidiomas y la

especie mas abundante en seis de las diez unidades de muestreo en donde se presentd. Russula



aff. brevipes y R. aff. globispora, las otras dos especies presentes en las micorrizas de M.
uniflora, no estuvieron representadas en forma de basidiomas dentro de las unidades de
muestreo. La riqueza de hongos de la familia Russulaceae asociada a las raices de M. uniflora
es mas baja en comparacion con la diversidad observada alrededor de las plantas, tres y 14
especies respectivamente, La identificacion de las especies asociadas a las raices de
Monotropa uniflora con base en caracteres moleculares se ve limitada por el nimero de
secuencias que se pueden comparar. Sin embargo, su posicion sistematica a nivel de

subgéneros y secciones si es posible.

Vi
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INTRODUCCION

Los hongos de la familia Russulaceae se encuentran ampliamente distribuidos en varios
ecosistemas forestales (Singer 1986) y se han descrito aproximadamente 1250 especies a nivel
mundial. Los principales géneros son Russula y Lactarius, que representan aproximadamente
el 60 y 30% de la diversidad dentro de la familia respectivamente (Rinaldi y cols. 2008). El
resto de las especies se encuentran distribuidas en otros 2 géneros (Lactifluus y Multifurca)
que representan el otro 10 % de la diversidad de la familia (Buyck y cols. 2008). La mayoria
de las especies forman ectomicorriza, una asociacion entre el micelio del hongo y las raices de
las plantas, dicha asociacion promueve la captacion de nutrimentos, proporcionando diversos
beneficios fisiologicos y ecoldgicos a los simbiontes (Molina y cols. 1992; Read y Pérez-
Moreno 2003). La familia es frecuente y abundante en los bosques de coniferas de las regiones
boreales y en los bosques templados, en donde se asocia principalmente con plantas de las

familias Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae y Salicaceae (Malloch y cols. 1980; Dahlberg 2001).

La especificidad en la ectomicorriza es relativamente alta, debido a que existen pocas
especies de Russulaceae que se asocien con diferentes géneros de plantas y por lo tanto, se
encuentran estrechamente ligadas con la distribucion de éstos (Molina y cols. 1992). Estudios
recientes han mostrado que algunas especies de la familia Russulaceae (R. brevipes, R.
paludosa, R. cremicolor, R. postiana, R. integra, R. raoultii, R. nitida, R. nauseosa, L.
theiogalus) se encuentran asociadas de manera muy especifica con Monotropa uniflora
(Bidartondo y Bruns 2001, 2005; Taylor y cols. 2002), una planta de la familia Ericaceae, que
por carecer de clorofila, se considera micoheterétrofa, es decir, que obtiene sus nutrimentos y
carbono organico de otras plantas que realizan fotosintesis a través de un enlace fangico, que
conecta la ectomicorriza que forman las plantas autotrofas y los hongos, con la micorriza de
M. uniflora (Young y cols. 2002; Berch y cols. 2005). Esta se caracteriza por formar un tipo
de micorriza que presenta manto y red de Hartig; sin embargo, la diferencia radica en qué ésta
presenta una hifa de penetracion, por lo cual se le ha llamado micorriza monotropoide. Esta

micorriza se presenta en plantas de la subfamilia Monotropoideae de la familia Ericaceae



(Smith y Read 1997). Ademas, se ha observado que la riqueza de especies de Russulaceae
asociadas con M. uniflora es relativamente baja, reportdndose para Norteamérica
aproximadamente 20 especies, en comparacion con las mas de 500 especies de Russulaceae
que se conocen para esta region (Yang y Pfister 2006).

Por otra parte, las condiciones de ubicacion, topografia y clima que presenta México,
junto con su historia geoldgica y bioldgica, han permitido la diversificacion de varios linajes
de plantas, como es el caso particular de A. religiosa, que forma parte importante de los
bosques de México y en particular en zonas de alta montafia, formando bosques que pueden
estar intercalados con especies de Pinus y Quercus, siendo asi una especie clave en la

dinamica de los bosques mexicanos.

El conocimiento que se tiene en México sobre la dinamica de los bosques en especial
de A. religiosa y de esta familia de hongos (Russulaceae) es aun pobre, esto se debe a que
existen grandes areas que no han sido exploradas desde el punto de vista micoldgico y mas
aun a la carencia de estudios taxondmicos que ayuden a conocer la diversidad y dinamica de
estos organismos en nuestro pais. Especificamente para El Parque Nacional la Malinche no
existe registro sobre la dindmica y distribucion de la familia Russulaceae asociada con M.
uniflora, a pesar de que dicha planta es muy abundante en la zona (cafiada grande), un estudio
sobre la diversidad de esta familia asociada a M. uniflora nos permitira un mejor
entendimiento sobre la dindmica de las especies fungicas y su interaccion con el bosque de A.

religiosa en el Parque Nacional La Malinche.

ANTECEDENTES

Familia Russulaceae

La familia Russulaceae estd formada por un grupo de hongos macroscépicos que se

encuentran distribuidos ampliamente en varios ecosistemas forestales, tales como bosques



templados, regiones alpinas, regiones boreales, bosques mediterrdneos y algunas areas
tropicales y subtropicales (Tedersoo y cols. 2010). Un estudio reciente sobre la filogenia
molecular de la familia (Buyck y cols. 2008) demostro la existencia de cuatro grandes clados
para las especies que actualmente se aceptan dentro de la familia Russulaceae. Ese mismo
estudio sugiere interpretar estos clados en cuatro géneros filogenéticamente distintivos: 1)
Multifurca.- que incluye a las especies anteriormente asignadas a Russula seccién Compactae
subseccion Ochricompactae y también a L. furcatus 2) Russula.— el resto de las especies de
Russula forman un clado monofilético y consistente, incluyendo a las formas secotioides y
gasteroides de los géneros Cystangium, Gymnomyces y Macowanites, 3) Lactarius.— que
incluye a las especies actualmente clasificadas dentro de Lactarius subgénero Piperites (Fr. ex
J. Kickxf.) Kauffman, subgénero Russularia (Fr. ex Burl.) Kauffman, subgénero Plinthogali
(Burl.), subgénero Colorati (Bataille) Bon, subgénero Rhysocybella Bon y ademas de las
formas secotioides y gasteroides de los géneros Arcangeliella y Gastrolactarius, 4)
Lactifluus.— que incluye a las especies actualmente clasificadas dentro de Lactarius subgénero
Lactifluus (Pers.) Hesler y A.H. Sm., subgénero Lactariopsis (Henn.) R. Heim, subgénero
Russulopsis Verbeken, Lactarius seccién Edulis Verbeken, seccion Panuoides Singer y

Lactarius serie Gerardii A.H. Sm. y Hesler (Buyck y cols. 2010).

Las especies de esta familia se caracterizan por producir cuerpos fructiferos cuyo
estipite tiene una consistencia friable, parecida a la de la tiza, que se parten con un crujido
similar al de la manzana. Observada al microscopio, la estructura no estd completamente
formada por finas hifas, sino que contiene abundantes células esféricas que aportan

consistencia a la carne de la seta (Kirk y cols. 2008).

Casi todas las especies de Russulaceae conocidas forman ectomicorriza, una
asociacion entre el micelio del hongo y las raices de plantas. En general esta asociacion es
mutualista y promueve la captacion e intercambio de nutrimentos, proporcionando diversos
beneficios fisioldgicos y ecoldgicos a los involucrados (Read y Pérez-Moreno 2003).
Numerosos estudios han demostrado que miembros de la familia Russulaceae son de las
especies de hongos ectomicorrizogenos mas frecuentes y abundantes que se encuentran

asociadas con las raices de Pinaceae y Fagaceae en Europa, Asia y Norteamérica (Horton y



Bruns 2001; Richard y cols. 2004; Taniguchi y cols. 2009).

Particularmente para México los géneros mas estudiados de la familia Russulaceae son
Russula y Lactarius. La primera especie registrada para México de Lactaruis fue L. deliciosus
(Géndara 1929-1931); por su parte Sharp (1945) registrd a L. indigo y tres afios mas tarde cit6
a L. peckii, Heim (1953) report6 a L. salmonicolor en los bosques de A. religiosa en el Estado
de México. Singer (1957) registro a L. fuliginosus en Oaxaca y a L. scrobiculatus en el Estado
de México.

Los primeros micologos Mexicanos en estudiar especies del género Lactarius fueron
Guzman y Herrera (1961). Guzman (1961) registr6 a L. torminosus y a L. rufus. Después de
unos afos (1966) citd a L. mitissimus. La primera especie mexicana de Lactarius propuesta
como nueva fue L. veraecruscis descrita por Singer (1973) recolectada en los Tuxtlas,

Veracruz.

Guzman (1977) registré a L. camphoratus, L. chrysorhenus, L. volemus, L. deceptivus,
L. sanguifluus, L. subdulcis, L. tabidus y L. zonarius sin indicar las localidades de sus
registros. Por su parte Castillo (1979) registr6 a L. insulsus en el estado de Nuevo Leon;
Guzman (1983) a L. neotropicus en Quintana Roo, Martinez-Alfaro (1983) a L.
representaneus en Puebla; Chacdn y col. (1984) a L. hygrophoroides en el estado de Chiapas;
Pérez-Silvia y Aguirre-Acosta (1985) a L. quietus y L. uvidus de Durango y a L. pallidus y L.

rugatus de Chihuahua.

Hasta 1994, 68 taxa del género se havian registrado para México. Considerando que
México presenta una mayor diversidad biolégica que Estados Unidos y Canada (Hesler y

Smith 1979) el conocimiento en México parece aun pobre.

Por su parte Montoya (2000) realiz6 un estudio taxonémico y cronologico del género
Lactarius en México y reconocié un total de 70 especies de Lactarius (32 de las cuales

correspondieron a nuevos registros para el pais).



Particularmente para el estado de Tlaxcala, el primer registro del género fue hecho por
Gonzélez (1987) quién citdé a cinco especies: L. deliciosus, L. indigo, L. salmonicolor, L.
scrobiculatus y L. torminosus reportando las primeras cuatro en el VVolcan La Malintzi. Por su
parte Santiago y cols. (1990), registraron a L. deliciosus, L. indigo y L. salmonicolor para el
estado. Acosta y Kong (1991) citaron a L. salmonicolor en La Cafiada Grande de la Malintzi;
Estrada-Torres y cols. (1991) enlistaron las especies conocidas de Tlaxcala reportando a L.
chelidonium var. chelidonioides, L. deliciosus, L. indigo, L. salmonicolor y L. zonarius; Por su
parte Kong y Estrada-Torres (1994) describieron a L. mexicanus; Montoya (1994) registré a L.
deliciosus var. olivaceosordidus, L. indigo, L. salmonicolor, L. torminosus var. torminosus y
L. uvidus var. uvidus para el estado de Tlaxcala, citando a las cuatro primeras del Volcén La
Malintzi, finalmente Kong (1995) en su tesis reporta catorce taxas del genero lactaius en el
volcan La Malintzi de los cuales cinco pertenecen al subgénero Lactarius, cinco al subgénero

Piperites dos al subgénero Tristes y dos al sugénero Russularia.

Para el caso del género Russula, Burlingham (1911) fue la primera persona que
estudié y describio una especie mexicana del género Russula. La llamé R. mexicana
recolectada a los alrededores de Xalapa, Veracruz. Desde que fue descrita esta primera
especie, se han reportado alrededor de 70 especies del género para nuestro pais, Kong (2005).
En la literatura mexicana existe una clave para 13 especies, elaborada por Guzman (1977) con
base en caracteristicas macroscépicas. Ademas, existen descripciones de aproximadamente 30
especies (Guzman 1961; Guzman 1977; Valenzuela y cols. 1981; Garcia y cols. 1998). Sin
embargo, la mayoria de estas descripciones son breves y no cuentan con muchos de los datos

mas importantes para la identificacion o carecen de buenas ilustraciones.

Especificamente para el estado de Tlaxcala se han reportado 25 especies del género
Russula, de las cuales seis proceden del Parque Nacional La Malinche. Valenzuela y cols.,
(1981) registraron a Russula olivacea de la Sierra de Tlaxco. Gonzalez-Fuentes (1987) cité a
R. alutecea, R. brevipes, R. emetica, R. nigricans, R. queletii para el estado y a R. brevipes y
R. queletii del Parque Nacional La Malinche. Santiago y cols. (1990) presentaron los
resultados de un inventario preliminar sobre los hongos de Tlaxcala y registraron a R.

albonigra, R. brevipes, R. cyanoxantha, R.densifolia, R. drimeia, R. lutea y R. olivacea.



Estrada-Torres y cols. (1991) realizaron un listado sobre los hongos que crecen en el estado
donde incluyeron, ademés de las ya mencionadas a R. emetica, R. fageticola, R. sanguinea, y
R. xerampelina. Por su parte Acosta y Kong (1991) citaron a R. brevipes, R. drimeia, R.
fageticola, R. olivacea, R. sanguinea y R. xerampelina en una guia sobre los hongos que se
desarrollan en las zonas de El Pefién del Rosario y La Malinche. Kong (1998) cit6 a R.
acrifolia, R. americana, R. basifurcata, R. cuprea var. juniperina, R. delica var.
centroamericana, R. densifolia, R. gregaria, R. murrillii, R. ornaticeps, R. persicina y R.
romagnesiana de la entidad, sin precisar localidades.

Monotropa uniflora (Ericaceae)

Plantas herbaceas originalmente integradas en una familia propia Monotropaceae, pero
actualmente incluidas en Ericaceae. Crecen entre 10 y 35 cm, presentan diversos tallos de
color blanco, habitualmente con manchas negras y una coloracion rosa palido (M. uniflora) o
entre amarillo y rojizo (Hypopitys Monotropa). De los tallos parten diversas hojas vestigiales,
de color blanco con una longitud de entre 5y 10 mm. Las flores presentan un tamafio de entre
9 a 15 mm de longitud las cuales crecen en el apice del tallo. Presentan 4 0 5 sépalos y de 3a 6

pétalos por flor.

El género Monotropa (familia Ericaceae) actualmente incluye 28 especies descritas y
de estas solo tres aceptadas, M. uniflora, M. latusquama y Hypopitys Monotropa que se
distribuyen en areas disjuntas del Hemisferio Norte: Asia y Norteamérica, llegando hasta el
norte de Sudamérica. Particularmente M. uniflora se caracteriza por ser una planta
completamente micoheterétrofa, debido a que carecen por completo de clorofila y no realiza
fotosintesis. Esta total independencia de la luz la hace capaz de crecer en zonas obscuras,
como en el sotobosque de bosques muy densos donde el follaje impide que llegue suficiente

luz para que existan otras plantas de pequefio tamafio.

Sin embargo, M. uniflora ha logrado adaptarse evolutivamente a este tipo de ambientes



y obtiene sus nutrientes de una manera distinta a la mayoria de las plantas. Forma una
asociacion con hongos (ectomicorrizogenos) que a su vez se asocian con especies arbdreas con
las cuales intercambian nutrientes, dicha asociacion se comenzd a estudiar cuando Martin
(1986) caracteriz6 ocho diferentes especies de hongos asociados a las raices de M. uniflora,
con base en las caracteristicas morfologicas del manto. Cuatro fueron asignadas a la familia
Russulaceae utilizando como evidencia la presencia de macrocistidios sobre el manto de la
micorriza, estructuras tipicas de la familia. Diez afios después, Cullings y cols. (1996),
revisaron los hongos asociados a M. uniflora en diferentes localidades y ecosistemas de
Estados Unidos, y con base en caracteres moleculares, encontraron que todos eran especies de
la familia Russulaceae, especificamente determinaron a Lactarius piperatus, Russula rosacea
y R. laurocerasi. Concluyendo que los principales hongos asociados son miembros de la
familia Russulaceae y que cada individuo de M. uniflora se encuentra asociado a una sola

especie de Russulaceae (Young y cols. 2002).

Bidartondo y Bruns (2001) identificaron los linajes de las plantas pertenecientes a la
subfamilia Monotropoideae y de sus hongos asociados utilizando un enfoque de filogenia
molecular, concluyeron que cada uno de los linajes de plantas se asocia especificamente a un
género o especie dentro de cinco familias de Basidiomycota ectomicorrizégenas. Para 10
poblaciones estadounidenses de M. uniflora encontraron que éstas se asocian con cinco
especies de Russula (incluyendo R. brevipes y R. paludosa) y una de Lactarius (L. theiogalus).
Para una poblacion de Japon, encontraron s6lo una especie de Russula. Ademas, confirmaron
los hallazgos de Cullings (1994) de que el género Monotropa es polifilético y que M. uniflora
y Monotropastrum humile forman un clado que se asocia exclusivamente a Russulaceae,
mientras que Hypopitis Monotropa, Allotorpa virgata y Pityopus californicus forman un clado

aparte y asociado exclusivamente con especies del género Tricholoma.

Young y cols. (2002) realizaron un estudio sobre la micorriza de M. uniflora en
Columbia Britanica (Canadd) y con base en caracteres morfologicos y moleculares,
observaron que cada individuo de Monotropa forma un agregado de raices con cientos de
puntas micorrizadas. Todas las micorrizas presentaron caracteristicas morfolégicas descritas

para la ectomicorriza formada por especies de Russula (manto con macrocisitidios) y



aparentemente cada individuo de Monotropa estd micorrizado por una sola especie de
Russulaceae. Los resultados moleculares sugirieron que las especies de Russulaceae asociadas
a las quince plantas utilizadas en este estudio, pertenecen a tres especies, dos de ellas
relacionadas con hongos russuloides hipogeos y gasteroides de los géneros Gymnomyces y
Martellia, sin que hubiera una correlacion con las especies de Russulaceae epigeas y
agaricoides recolectadas alrededor de las plantas estudiadas.

Neyland y Hennigan (2004) realizaron un andlisis cladistico de M. uniflora con base en
caracteres moleculares y concluyeron que esta especie presenta una distribucion disyunta. Una
parte de su distribucion incluye una zona extensa de Norteamérica (Estados Unidos y Canada),
mientras que una segunda parte se extiende en Centroamérica (entre México y Colombia),
ambas partes separadas principalmente por los desiertos del norte de México y sur de Estados
Unidos, y una tercera parte a través del este de Asia. Ademas, sefialaron que cada una de estas

poblaciones diverge molecularmente y por lo tanto, son filogenéticamente distintas.

Bidartondo (2005) presentd un resumen acerca de estudios realizados sobre
Monotropa y su micorriza, partiendo de la pregunta inicial de Hooker (1821) sobre si
Monotropa es 0 no un parasito de las raices de otras plantas, sefialando el trabajo de
Kamiénski (1881), en donde por primera vez se describe la manera en que Monotropa se
encuentra unida a las raices de arboles forestales a través de un hongo. Hace mencion de
varios estudios realizados a mediados del siglo XX en los que se describe la morfologia de la
micorriza y el transporte de nutrimentos en la asociacion, y de estudios realizados desde
finales de los ochentas hasta principios del siglo XXI, sobre la verdadera identidad de los

hongos asociados con M. uniflora: especies de la familia Russulaceae.

Bidartondo (2005) realizd una revision de los trabajos publicados en relaciéon con la
evolucion y ecologia de las plantas micoheterdtrofas y sefial6 que adn existen muchas
incdgnitas, en particular. Los estudios sobre la micorriza de M. uniflora Unicamente se han
realizado en Japdn, Taiwan, Canada, Estados Unidos y Costa Rica. En Norteamérica, se ha
observado una mayor diversidad de Russulaceae asociados a M. uniflora en el este de

Norteamérica (diez especies) con respecto al oeste (cuatro especies) (Figura 1).



Yang y Pfister (2006) analizaron la diversidad genética de los hongos asociada a
cincuenta y tres muestras de raices de M. uniflora en el este de Estados Unidos y encontraron
20 especies asociadas, todas de la familia Russulaceae, 18 pertenecientes al género Russula y
dos a Lactarius. EI 60% de las plantas analizadas se asociaron con solo tres especies (R.
brevipes, R. vesca y R. sp). Ademas, recolectaron los basidiomas de 25 especies de
Russulaceae que crecian alrededor de las plantas muestreadas y observaron que sélo tres se
encontraron asociadas con las raices (reportados en Genebank como Russula sp. Provenientes
de Estados Unidos). Igualmente, confirmaron los resultados observados sobre el patron de
diversidad entre el este y oeste de Norteamérica ya sefialado por Bidartondo (2005) (Figura
1).

Russula sp.

Martellia sp. Lactarius sp.

R. raoultii

L. theiogalus
R. paludosa
R. brevipes
R. sp.

R. sp.

R. nitida
R. decolorans

R. brevipes
R. brevipes
R. brevipes
R. brevipes

R. brevipes

R. brevipes

R. vesca
R. brevipes
Russula sp.

Russula sp.
R. nauseosa

Figura 1. Especies de Russulaceae asociadas con M. uniflora en América (cada linea recta



corresponde con una localidad) a lo largo de su distribucién geografica (lineas no continuas).
Todos los hongos detectados pertenecen a la familia Russulaceae, uno de los linajes de hongos
ectomicorrizogenos mas diversos (Bidartondo, 2005).

Algunos autores consideran a Monotropa uniflora como epiparéasita ya que el flujo de
carbohidratos es de la planta que realiza fotosintesis a través del hongo hacia Monotropa, sin
embargo, se lleg6 al acuerdo de que el término micoheterotrofia es mas apropiado (Smith y
Read 1997). La micoheterotrofia (del griego mico-hongo; hetero, diferente y trofo, que se
alimenta) es una relacion simbidtica que se establece entre ciertos tipos de plantas y algunos
hongos, en la que las plantas obtienen, total o parcialmente, sus nutrientes del hongo. Un
micoheterotrofo es una planta que normalmente no realiza fotosintesis y por lo tanto, la
micoheterotrofia esta considerada como una relacion de explotacion. Los micoheterdtrofos se
encuentran en diferentes grupos de plantas. Todas las especies de la subfamilia
Monotropoideae de las ericaceas y las orquideas no fotosintéticas son micoheterotrofas
completas u obligadas, al igual que las hepaticas no fotosintéticas del género Cryptothallus.
Una micoheterotrofia parcial es comun en la familia Gentianaceae, en orquideas fotosintéticas
y en otros grupos de plantas como algunos helechos y licopodios que tienen gametofitos
micoheterotrofos en algunas etapas de su ciclo de vida (Leake 1994; Taylor y cols. 2002;
Trudell y cols. 2003). Los hongos que son explotados por las plantas micoheterotrofas
presentan a menudo grandes reservas de energia, como lo son los hongos ectomicorrizicos,
aungue también hay evidencias que pueden explotar a algunos hongos parasitos que forman

redes miceliares extensas, por ejemplo Armillaria (Leake 2005).

Existen alrededor de 400 especies de plantas micoheterétrofas obligadas, que se
distribuyen en cerca de 90 géneros, y casi 20000 especies micoheterétrofas facultativas, o sea
que dependen de un hongo para sobrevivir al menos en los estados iniciales de crecimiento
(orquideas). Las plantas micoheterétrofas se encuentran en diferentes grupos taxonémicos,
como en algunas especies de la familia Ericaceae, Orchidaceae o en plantas que no realizan
fotosintesis (Taylor y cols. 2002; Leake 2005).

La micoheterotrofia total (u obligada) existe cuando una planta que no realiza

fotosintesis (una planta que carece de clorofila o lo que es lo mismo carente de una fotosintesis
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funcional) obtiene todos sus nutrientes de los hongos que parasita. La micoheterotrofia parcial
(o facultativa) existe cuando una planta es capaz de realizar la fotosintesis, pero parasita a un
hongo como aporte suplementario de nutrientes. Las plantas verdes que tienen la capacidad
dual de absorber nutrientes de un hongo por micoheterotrofia pero al mismo tiempo, retienen
la capacidad autotréfica que les brinda la fotosintesis, se denominan mixo6trofas (Tedersoo y
cols. 2007; Selosse y Roy 2009). También hay plantas, tales como algunas especies de
orquideas, que no fotosintetizan y son micoheterotréficas obligadas durante una parte de su
ciclo de vida mientras que fotosintetizan y son micoheterotroficas facultativas o autotroficas
para el resto de su ciclo vital (Leake 1994). Es importante tener en cuenta que otras plantas
que no realizan la fotosintesis y son también acloréfilas (es decir, no presentan clorofila), tales
como las especies de los géneros Cuscuta u Orobanche no son micoheterotroficas ya que
parasitan directamente el tejido vascular de otras plantas (Dawson y cols. 1994).

Hasta hace pocos afios se creia, de un modo erroneo, que las plantas que no realizan la
fotosintesis conseguian sus nutrientes directamente de la materia organica de una manera
saprofitica, similar a la que utilizan los hongos. Tales plantas, por lo tanto, fueron llamadas
saprofitas. Ahora se sabe que estas plantas no son capaces de la absorcion y digestion directa
de la materia orgénica y que para conseguir el alimento deben recurrir al parasitismo
micoheterotrofico o directo de otras plantas, algunos ejemplos de estas especies de plantas
son: M. uniflora, Sarcodes sanguinea, Rhisanthella gardneri y Allotropa vergata (Bidartondo
2005; Leake 2005).

La interfaz entre la planta y sus socios fungicos en esta asociacion esta entre las raices
de la planta y el micelio del hongo. La micoheterotrofia por lo tanto se asemeja mucho a las
micorrizas y de hecho, actualmente se considera que puede haberse desarrollado a partir de
micorrizas (Bidartondo 2005), excepto que en la micoheterotrofia, el flujo de nutrientes se
verifica desde el hongo hacia la planta y no al revés ( Trudell 2003; Bidartondo y cols. 2004).

Los micoheterotrofos, por tanto, se pueden considerar como epiparasitos, puesto que
toman la energia de los hongos los cuales a su vez consiguen su energia de otras plantas
vasculares (Bidartondo 2005; Leake 2005). De hecho, muchos micoheterdtrofos se encuentran
comunmente en una red de micorrizas, en la que las plantas utilizan a las micorrizas del hongo

para el intercambio de dioxido de carbono y nutrientes. En estos sistemas, los
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micoheterdtrofos juegan el papel de "explotadores de micorrizas”, tomando los nutrientes de
las micorrizas comunes, pero sin dar nada en contrapartida (Bidartondo 2005). Las plantas
micoheterotroficas, entonces, obtienen la totalidad del carbono desde un hongo, el cual a su
vez lo obtiene desde una planta verde, fotosintética, con la que vive asociado en una relacién
mutualista. Se ha demostrado recientemente que en muchas plantas mixotroficas de la familia
de las ericaceas una considerable proporcién del carbono proviene de los hongos con los que
conviven (Tedersoo y cols. 2007).

Abies religiosa

A. religiosa es una especie perteneciente a la familia Pinaceae, sobresale de entre las
comunidades vegetales dominadas por coniferas por sus particulares condiciones ecologicas

en que se desarrolla y en algunas ocasiones son indicadores del ecosistema (Rzedowski 2006).

La ubicacion geografica del bosque de Abies en México es muy dispersa y localizada,
puesto que se encuentra en forma de manchones aislados, y en ocasiones restringidos a
laderas, cerros o cafiadas. Las areas de mayor extension se presentan en el Valle de México y
le siguen en tamafio otras montafas sobresalientes del Eje Volcanico Transversal (Pico de
Orizaba, Cofre de Perote, La Malinche, Popocatépetl, Nevado de Toluca y Nevado de
Colima) (Rzedowski 2006).

Segun célculos hechos por Flores (1971) la extension total que abarca esta comunidad
vegetal es de 0.16% de la superficie del territorio nacional. Este tipo de vegetacion esta
confinada a altitudes de entre 2400 y 3600 m snm por lo que esta confinada a sitios de alta
montafia; esta caracteristica junto con los sitios en los que se encuentra establecida (laderas,
cafiadas y barrancas) ofrecen un microclima caracteristico como es la humedad elevada y
precipitacion anual superior a 1000 mm, para que este tipo de vegetacion se desarrolle

favorablemente.

De acuerdo con Madrigal (1967) el tipo de suelo en que podemos encontrar al bosque

de Abies son andesitas y basaltos, tipicamente profundos, bien drenados pero hiimedos durante
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todo el afio, compuesto por un perfil ABC, con texturas de migajon arenoso, francas y
estructura en blogues, los valores del pH varian entre 5y 7 y el horizonte A es abundante en
materia organica (35.4%).

No se sabe con exactitud la importancia fisioldgica y ecoldgica que ejercen las
micorrizas sobre este tipo de bosques; sin embargo, se encuentran entre los mas ricos por lo
que a micoflora concierne. Segin Guzman (1973), algunos de los géneros de hongos que
interactian con estas comunidades son los siguientes: Amanita,, Boletus, Clavariadelphus,
Cortinarius, Geastrum, Turbinellus, Hebeloma, Hohenbuehelia, Lactarius, Lentinellus,
Lenzites, Macropodia, Melanoleuca, Otidea, Phaeocollybia, Phlogiotis, Pholiota, Russula,
Sarcosphaera, Spongipellis, Tricholomopsis, Tremella y Xerulina.

De las ocho especies de Abies que Martinez reconoce, seis estan restringidas en su
distribucion al territorio del pais, una se extiende a Guatemala (A. guatemalensis) y otra toca

los limites de Canada y el oeste de los Estados Unidos (A. concolor).

En el centro de México A. religiosa es una especie frecuente y los bosques que forman
son relativamente extensos ademads muchas veces puros, aunque localmente pueden estar
acompafiados de Pinus, Cupressus o Pseudotsuga, Quercus, Alnus, y otros arboles. Las
elevaciones del Eje Volcanico Transversal en Jalisco, Michoacan, México, Distrito Federal,
Morelos, Puebla, Tlaxcala y Veracruz son las que ostentan a menudo esta comunidad en el

piso altitudinal correspondiente.

Parque Nacional la Malinche (PNLM)

El Volcan Matlacuéyetl o La Malinche se considera como la zona nucleo del Parque Nacional
La Malinche, cuenta con una superficie de 46,093 ha, de las cuales 33,161 ha corresponden al
estado de Tlaxcala y 12,932 ha al estado de Puebla. Se localiza entre los 19° 06" 30" - 19° 20"
19”" Latitud Norte y los 97° 55" 32" - 98° 09" 55" de Longitud Oeste; con un intervalo
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altitudinal que va de 2,300 m snm, considerando la altura promedio del valle, hasta los 4,461
m snm que es la cima de la montafia. ElI clima predominante es templado subhimedo,
combinado con semifrio, con lluvias en verano que tienen su mayor intensidad entre los meses
de junio a septiembre. Fue declarado como Parque Nacional mediante la publicacion del
Decreto en el Diario Oficial de la Federacién el dia 6 de octubre de 1938 (Lépez-Dominguez y
Acosta 2005).

Los bosques del PNLM estan dominados principalmente por arboles de la familia
Pinaceae, a menudo formando masas puras 0 en algunas partes entremezclandose con otros
elementos arbéreos de las familias Betulaceae, Fagaceae y Salicaceae. Estas plantas son los
elementos tipicos que forman las grandes extensiones del bosque boreal y templado en el
hemisferio norte. Una caracteristica importante, desde el punto de vista micologico, es que en
este tipo de bosque se desarrollan las principales comunidades de hongos ectomicorrizdgenos,
que facilitan la absorcion de nutrimentos y agua del suelo a los arboles con los que se asocia
(Acosta y Kong 1991).

A pesar de la importancia que representa La Malinche, no existe un estudio integral de
la totalidad del parque sobre su flora, vegetacion y comunidad fangica. Fernandez (1987)
realizd un estudio sobre la ecologia del bosque de A. religiosa en el Parque Nacional La
Malinche, en el que hace una breve resefia sobre la vegetacion. Acosta y Kong (1991)
elaboraron una guia de excursién Botanica y Micologica para La Cafiada Grande situada al
este del volcan. Con lo cual podemos entender la falta de conocimiento acerca de la dindmica
del bosque de A .religiosa en La Malinche, asi como sus interacciones ecoldgicas,
particularmente este trabajo se enfoca en conocer la diversidad de la familia Russulaceae

asociada con M. uniflora en dicho parque.

JUSTIFICACION

En la actualidad se desconoce qué especies de hongos se asocian con M. uniflora en México.
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El conocimiento sobre su identidad y diversidad posibilitara un mejor entendimiento acerca de
esta asociacion, tanto en los patrones de distribucion, diversidad, abundancia, identidad y
dinamica que presentan las especies de la familia Russulaceae asociadas con Monotropa
Uniflora en el Parque Nacional La Malinche.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cual es la diversidad de hongos de la familia Russulaceae asociados con M. uniflora en el

Parque Nacional La Malinche?

¢Qué especies son las que se asocian con Monotropa uniflora en el Parque Nacional La

Malinche?

HIPOTESIS

Debido a que M. uniflora es muy especifica en su asociacion con las especies de Russulaceae
a lo largo de su distribucion, se esperard que la diversidad asociada con las raices de los
individuos en el Parque Nacional La Malinche sea menor con relacion a la diversidad

observada para los basidiomas de Russulaceae que se desarrollen alrededor de las plantas.

OBJETIVOS
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General

Conocer la diversidad de especies de la familia Russulaceae asociadas con M. uniflora en un
bosque de Abies religiosa del Parque Nacional La Malinche.

Especificos

Valorar la diversidad de hongos de la familia Russulaceae (con base en riqueza (presencia) y
abundancia de basidiomas recolectados) alrededor de plantas de M. uniflora y su relacién con

las especies asociadas a sus raices.

Explorar la identidad y posicion sistematica de los hongos asociados con M. uniflora con base
en caracteres moleculares y su relacion con los basidiomas recolectados alrededor de las

plantas.

METODOLOGIA

Area de estudio

El area de estudio comprendié a la zona de La Cafiada Grande, en el Parque Nacional la
Malinche, que es una barranca formada por una fractura que colapso lo que fue el antiguo
crater del volcan (Werner 1988). Se sitla en la ladera este. Baja hacia el este en direccion al
poblado de San Juan Ixtenco, Municipio de Huamantla. En su parte inferior es amplia y

conforme asciende se hace estrecha. El relieve es casi plano y el desnivel entre el fondo de La
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Carfiada y sus paredes sobrepasa los 500 m. Su altitud varia entre 3000 m snm en su posicién
mas baja y 3700 m snm en su posicion mas alta. Tiene aproximadamente 5 km de longitud
(Acosta y Kong 1991).

En la parte baja de la barranca (3000-3200 m snm) se presenta un pastizal secundario de
Muhlenbergia macroura con individuos de Pinus montezumae, relictos de vegetacion original
(bosque de pino). Por arriba de los 3200 m snm se desarrolla un bosque dominado por oyamel
(A. religiosa), comunidad bien definida desde el punto de vista ecoldgico y floristico, aunque
en algunas areas cohabita con P. hartwegii (en las partes altas) y P. montezumae (en las partes
bajas).

A. religiosa se desarrolla en pendientes pronunciadas de laderas y barrancas, formando un
bosque denso, sombrio y himedo con caracteristicas micro climaticas muy particulares. En el
sustrato arbustivo y arbdreo inferior encontramos a individuos jovenes de A. religiosa, asi
como de Salix mexicana, S. paradoxa, Buddeleia parviflora, Ribes ciliatum y Prunus serotina.
En el sustrato inferior (partes mas humedas) encontramos una capa continua de musgos que

cubren el suelo (Acosta y Kong 1991).

Sitio de muestreo

En la localidad de estudio se seleccionaron 12 plantas de M. uniflora dentro del bosque de
Abies religiosa (Figura 2), cada una separada por al menos 100 m. Alrededor de cada planta se
establecié una unidad de muestreo que consistio en un circulo de 5.65 m de radio, que

representd un area de 100 m? por unidad de muestreo (Redecker y cols. 2001).
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Figura 2.- Sitio de muestreo ladera este (Cafiada Grande) y ubicacion de las 12 plantas de M.

uniflora seleccionadas (Mul-Mul2) PNLM.
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Muestreo de basidiomas

En cada unidad de muestreo se realizo la recoleccién de los basidiomas pertenecientes a la
familia Russulaceae. ElI muestreo se llevo a cabo cada 8 dias durante toda la época de lluvias,
entre los meses de Julio a Octubre del 2009. En cada visita se contd el nimero de basidiomas
por especie dentro de cada unidad de muestreo. En el laboratorio se tomaron datos en fresco
de las diferentes estructuras que forman el basidioma (tamafio, forma, textura, ornamentacion,
color del pileo, laminas, trama, estipite, ademas del sabor de la trama y color de la esporada).
Para la determinacion taxondémica, se utilizaron claves de determinacién especializadas para la
familia Russulaceae (Hesler y Smith 1979; Kibby y Fatto 1990; Kong 1995, 2003), una vez
identificado el material se deposito en el herbario TLXM.

Muestreo de micorrizas

Las 12 plantas de M. uniflora fueron extraidas por completo en el momento en que dejaron de
aparecer basidiomas a sus alrededores (Octubre-Noviembre), posteriormente se trasladaron al
laboratorio, se procedio a lavarlas y extraer las micorrizas, después se les tomaron fotografias
y de cada planta se procedi6 a realizar dos procedimientos, uno fue deshidratarlas y
conservarlas en alcohol en el herbario de TXLM y el segundo fue guardar algunas puntas
micorrizadas (10) en Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) para los posteriores

andlisis moleculares.

Diversidad

En cada una de las unidades de muestreo se registré el nimero de basidiomas por especie. La
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abundancia se estimé como el nimero total de basidiomas recolectados por especie durante
todo el muestreo. La diversidad se estimé mediante el célculo de los indices de Simpson,
Shannon-Weiner y el indice de equidad de Pielou (Magurran 1988; Moreno 2001). Para medir
la biodiversidad hay varios indices que se utilizan para poder compararla entre diferentes
ecosistemas 0 zonas, en este caso se utilizaron los indices antes mencionados porque en el
presente estudio se midi6 la diversidad alfa y tales indices miden dicha diversidad, puesto que
se estd midiendo la riqueza de especies de una comunidad particular que se considera

homogénea, que corresponde con el bosque de A. religiosa.

Técnica molecular

Para la extraccion y amplificacion del ADN se utilizo el kit XNAP-Redextract (Sigma)
utilizando el protocolo que se describe a continuacion. En un tubo de 200 ul se coloco una
punta de raiz micorrizada y se le agrego 10 pl del reactivo de extraccion, esta se calento en el
termociclador por 10 min a 65°C y 10 min a 95°C. Posteriormente se agregaron 30 pl de
reactivo de dilucion y se dejo reposar por 30 min a temperatura ambiente. Para muestras de
esporomas se agregaron 20 ul del reactivo de extraccion y 20 pl del reactivo de dilucién. Para
ambos casos se utilizé un control con las siguientes concentraciones 10 ul de extraccion y 10
pl de dilucién. Se mantuvo entre 2-8°C hasta antes de realixar la técnica de PCR. El resto de
las puntas micorrizadas se almacenaron para su posterior uso en caso de no tener éxito en el

proceso de extraccion hasta la secuenciacion del ADN.

Se amplifico la region de los espaciadores transcritos internos (ITS1 e ITS2) y 5.8S del
ARN ribosomal, se ocuparon los primers ITS1F e ITS4B (White y cols. 1990; Gardes y Bruns
1993), se utilizo la siguiente metodologia: Para cada muestra del reactivo de PCR se agregd
(agua bidestilada estéril) 5.6 pl, RedEx (reactivo del kit) 10 pl, primer ITS1 0.2 pl, primer
ITS4 0.2 ul, ADN de la muestra (micorriza) 4.0 ul. Se incluyd un control negativo (muestras

sin ADN) y control positivo (muestra que ya amplifico previamente) para que en caso de que
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la PCR no fuera exitosa poder verificar las causas. Primero se mezclé (algunos segundos) el
combinado de todos los reactivos sin ADN, después se adicion6 el ADN y se mezclo
nuevamente, posteriormente se procedié a meter la muestra al termociclador con el siguiente
programa: Desnaturalizacion inicial 94 °C por 3 minutos, desnaturalizacién 94 °C por 1
minuto, alineacion 51°C por 1 minuto, extension 72°C por un minuto, extension final 72°C
por 8 minutos, finalizacién 4°C indefinido, los pasos del 2 al 4 se repitieron por 34 ciclos. Los
productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Para la
preparacion del gel de agarosa se utiliz6 la siguiente metodologia: 99 ml de TBE 0.5-1Xy 1 g
de agarosa por cada 40 muestras, se mezclé y se calentd en el micro ondas hasta diluir, se
dejé enfriar hasta soportarlo en la mano. Se le agreg6 1 ul de GelRed por cada 100 ml de gel,
posteriormente se vacio en la placa, se le colocaron los peines y se dejo solidificar. Una vez
solidificado se procedié a depositar las muestras de PCR en los pozos, se corrio el gel a 100
volts durante 30 minutos, una vez que trascurria ese tiempo se procedia a sacar el gel de la
camara de electroforesis y se verificé en el transiluminador para observar si las muestras
amplificaron exitosamente o si se tenia que repetir alguno de los pasos anteriores (extraccion
de ADN o PCR). En caso de que las muestras amplificaran correctamente se procedio a
purificarlas para eliminar el exceso de nucledtidos o de primers con el siguiente protocolo: Se
realizd la mezcla del exosap (kit de purificacion) 1l y agua 1ul, posteriormente para cada
muestra se colocaron 2 puL. méas 3.5 pL del producto de PCR. Las muestras se colocaron en el
termociclador a tres temperaturas diferentes, para esto se empleo el siguiente protocolo: 37 °C

por 45 minutos, 80°C por 15 minutos y 4°C indefinidamente.

Los productos de PCR purificados fueron enviados al instituto de Biologia de la
UNAM para su secuenciacion. Una vez obtenidas las secuencias fueron ensambladas y

editadas mediante el programa Geneious (Drummond y cols. 2011).
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Exploracién de la identidad y posicidn sistematica de los hongos asociados

Para relacionar la identidad de los hongos asociados con las raices de M. uniflora primero se
compararon sus secuencias con las depositadas en GenBank, mediante el programa BLAST
(McGinnis y Madden 2004). Con las bases de datos de UNITE (Abarenkov y cols. 2010) y
Bold Systems (Ratnasingham y Hebert 2007). Ademas, se realizaron varios analisis
filogenéticos para ubicar la posicién de los hongos asociados con las raices de M. uniflora
dentro de la filogenia de Russulaceae. Se alinearon las secuencias de la region ITS1-5.8S-ITS2
de las muestras que se obtuvieron, mediante el programa Muscle (Edgar 2004), junto con las
secuencias de ITS de diferentes especies de Russulaceae depositadas en las bases de datos de
Bold Systems, GenBank y Unite, y las secuencias de hongos obtenidas de las raices de M.
uniflora por Bidartondo y Bruns (2001, 2005), Young Yy cols. (2002) y Yang y Pfister (2006),
todas ellas depositadas en GenBank. Se eliminaron las regiones ambiguas en los extremos 5’ y
3> de las secuencias, dejandose las 15 bases finales del gen 18S:
5°...GCGGAAGGATCATTA...3> 'y las 15 bases iniciales del gen 28S:
5°...TTGACCTCAAATCGG...3* (Figura 3). Los analisis filogenéticos se realizaron
mediante el método de maxima verosimilitud con el programa PhyML (Guindon y Gascuel
2003).
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Figura 3. Ejemplo que ilustra la eliminacion de las regiones ambiguas en los extremos 5’ y 3’
en la regibn de los ITS del ADN ribosomal durante el alineamiento.
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RESULTADOS

Diversidad de especies de la familia Russulaceae con base en los basidiomas
recolectados alrededor de las plantas de Monotropa uniflora

Dentro de las 12 unidades de muestreo se registraron 14 especies de Russulaceae, 5 del
género Lactarius y 9 de Russula. EI mayor nimero de especies dentro una unidad de
muestreo fué de 8 y el menor de 2, cada una de ellas correspondié con la unidad de

muestreo que presenté mayor y menor nimero de basidiomas respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Abundancia de basidiomas por especie en cada una de las unidades de muestreo durante el afio (2009).

Especie Abr®  Mul® Mu2 M3 M4 M5 M6  Mu7 Mu8 Mu9 Mul0 Mull Mul2 Total
Lactarius luculentus Lluc 0 0 0 0 1 30 2 0 38 0 0 0 71
Lactarius mexicanus Lmex 3 0 0 0 0 3 5 0 0 0 2 3 16
Lactarius oculatus Locu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Lactarius pseudomucidus Lpse 0 6 3 0 0 0 0 7 0 0 0 0 16
Lactarius salmonicolor Lsal 9 0 11 0 5 1 0 0 1 0 0 0 27
Russula aff. cascadensis Rcas 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 4
Russula cf. olivobrunnea Rolo 47 7 65 53 6 8 0 0 14 74 9 58 341
Russula aff. xerampelina Rxer 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Russula americana Rame 30 0 6 0 5 9 5 0 0 0 0 0 55
Russula griseascens Rgri 9 0 2 20 9 13 0 2 15 0 0 0 70
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Continuacion

Especie Abr*  Mul® Mu2 M3 M4 M5 M6  Mu7 Mu8 Mu9  Mul0 Mull Mul2 Total
Russula murrillii Rmur 10 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 5 18
Russula nigrodisca Rnig 1 0 0 0 0 0 2 0 2 1 1 3 10
Russula olivacea Rola 1 15 0 9 2 0 0 0 0 1 0 3 31
Russula romagnesiana Rrom 0 4 0 1 0 0 0 0 5 0 0 0 10
Total 110 33 87 83 32 64 14 9 75 79 12 73 671

& Abreviatura utilizada para las especies de Russulaceae, L. luculentus(LIuc),L. mexicanus (Lmex), L. oculatus (Locu), L. pseudomucidus(Lpse),
L. salmonicolor(Lsal), R. aff cascadensis(Rcas), R. cf. olivobrunnea(Rolo), R. aff xerampelina(Rxer), R.americana(Rame),R.griseascens(Rgri),R.

murrillii (Rmur), R. nigrodisca(Rnig), R. olivacea(Rola), R. romagnesiana(Rrom).

® Abreviatura utilizada para cada una de las unidades de muestreo (Mu = Monotropa uniflora).

En la Tabla 2 se muestra la frecuencia (presencia o ausencia de una especie alrededor de la
planta) registrada en las unidades de muestreo para cada especie. En total se recolectaron
671 basidiomas, 131 pertenecientes a Lactarius y 540 a Russula, que representan el 19.5% y
80.5% respectivamente. Con base en el indice inverso de Simpson (1-D) las unidades de
muestreo con los valores mas altos fueron Mul, Mu5 y Mu7, considerando a estas como las
mas diversas, por el contrario las unidades que presentaron los valores mas bajos fueron la
Mu8 y MulO con dos y cuatro especies respectivamente, este indice es relativamente

proporcional al nimero de especies.
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Tabla 2. Frecuencia de las especies en cada una de las unidades de muestreo durante el afio (2009).

Especie® Mul® Mu2 Mu3 Mu4é Mu5 Mu6 Mu7 Mu8 Mu9 Mul0 Mull Mul2 Total® %°

Lluc 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 4 33.3
Lmex 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 5 41.7
Locu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 8.3
Lpse 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 25
Lsal 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 5 41.7
Rcas 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 8.3
Rolo 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 10 83.3
Rxer 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8.3
Rame 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 5 41.7
Rgri 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 7 58.3
Rmur 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 3 25
Rnig 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 6 50
Rola 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 6 50
Rrom 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 3 25
Total® 8 5 5 4 7 6 4 2 6 4 3 6

& Abreviatura utilizada para las especies de Russulaceae, L. luculentus(Lluc), L. mexicanus (Lmex), L. oculatus (Locu), L.
pseudomucidus(Lpse), L. salmonicolor(Lsal), R. aff cascadensis(Rcas), R. cf. olivobrunnea(Rolo), R. aff xerampelina(Rxer),
R.americana(Rame), R.griseascens(Rgri), R. murrillii (Rmur), R. nigrodisca(Rnig), R.  olivacea(Rola), R.
romagnesiana(Rrom) (Ver Tabla 1).

b Abreviatura utilizada para cada una de las unidades de muestreo (Mu = Monotropa uniflora).
¢ Numero de unidades de muestreo en donde se presenté cada una de las especies
? porcentaje de frecuencia para las 12 unidades de muestreo.

¢ NUmero de especies por unidad de muestreo.
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Los valores del indice de Shannon se relacionan con los del inverso de Simpson,
siendo las unidades de muestreo Mul y Mu5 con mayor diversidad las que obtuvieron los
valores mas altos (1.529 y 1.792) en dicho indice, esto quiere decir que fueron las unidades

de muestreo que presentaron mayor diversidad.

Para el indice de equidad de Pielou las unidades de muestreo con los valores méas
altos fueron Mu2, Mu5 y Mu7 con 0.844, 0.921 y 0.932 respectivamente (las unidades con
las abundancias distribuidas de manera uniforme). Por otra parte, las unidades de muestreo
con valores méas bajos fueron las Mul0 y Mul2 con 0.213 y 0.457 respectivamente, esto
quiere decir que fueron las unidades con menor uniformidad de distribucion de especies
(Tabla 3).

Tabla 3. indices de diversidad para cada una de las unidades de muestreo durante el afio
2009.

Unidad de Numero  Dominancia  Diversidad  Shannon- H Equidad
muestreo de de Simpson  de Simpson Wiener H maximo de Pielou
especies D 1-D J
S
Mu 1 8 0.280 0.720 1.529 2.079 0.735
Mu 2 5 0.300 0.700 1.359 1.609 0.844
Mu 3 5 0.581 0.419 0.867 1.609 0.538
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Continuacion

Unidad de NUumero  Dominancia  Diversidad  Shannon- H Equidad
muestreo de de Simpson  de Simpson Wiener H maximo de Pielou
especies D 1-D J
S

Mu 4 4 0.478 0.522 0.924 1.386 0.679
Mu 5 7 0.184 0.816 1.792 1.946 0.921
Mu 6 6 0.299 0.701 1.423 1.792 0.794
Mu 7 4 0.296 0.704 1.291 1.386 0.932
Mu 8 2 0.654 0.346 0.530 0.693 0.764
Mu 9 6 0.337 0.663 1.314 1.792 0.734
Mu 10 4 0.879 0.121 0.296 1.386 0.213
Mu 11 3 0.597 0.403 0.722 1.099 0.657
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Mu 12 6 0.641 0.359 0.819 1.792 0.457

La unidad de muestreo Mul, fue el sitio con mayor riqueza, encontrandose ocho
especies, seis de ellas presentaron abundancias similares (R. americana, R. murrillii, R.
griseascens, L. salmonicolor, L. mexicanus, R. olivacea, R. nigrodisca). En la unidad de
muestreo Mu5 se presentaron siete especies, de las cuales L. salmoniclor, R. aff.
cascadensis, R. cf. olivobrunnea y R. americana presentaron abundancias similares. En el
caso de la unidad de muestreo Mu7 las cuatro especies (R. americana, L. mexicanus, L.
luculentus y R. nigrodisca) presentes obtuvieron valores de abundancia muy parecidos
(Figura 4).
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Continuacion figura 4
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Figura 4. Abundancia de basidiomas de especies de Russulaceae por unidad de muestreo
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(Monotropa uniflora 1-12).

Por el contrario, las unidades de muestreo con los valores més altos de dominancia
(D) fueron las unidades Mu8 (0.654), Mul10 (0.879) y Mul2 (0.641). En las unidades de
muestreo Mul0 y Mul2, R. cf. olivobrunnea fue la especie dominante. En la unidad de
muestreo Mu8 L. pseudomucidus fue la especie dominante.

Dentro de las 12 unidades de muestreo se registraron 14 especies de Russulaceae
con base a la identificacion morfologica. Se secuenciaron 13 de las 14 especies. No se
obtuvo la secuencia de Russula aff. xerampelina. Ademas, durante el muestreo se recolectd
un ejemplar de Russula inmaduro que no se logré identificar en campo y que también se
secuencio, haciendo un total de 14 secuencias para los hongos que crecieron dentro de las
unidades de muestreo. Para el caso de las micorrizas se obtuvieron seis secuencias de las
unidades de muestro 4, 6, 7, 9,10 y 12 en el afio 2009.

Cabe mencionar que las puntas micorrizadas que estaban almacenadas en el
herbario TXLM , en las cuales no se tuvo ADN en el 2009 (Mul, Mu2, Mu3, Mu5, Mu8 y
Mull) se re-utilizaron (en el 2013) para las técnicas moleculares (extraccion y
amplificacién), sin tener éxito con ninguna de las muestras. Esto se pudo deber a diversos
factores, tales como la edad de las muestras, el proceso de secado, el almacenamiento o
simple y sencillamente que en esas raices no habia ADN de hongos. Esta segunda etapa de
re-utilizacion de las muestras se hizo con el fin de complementar la primera etapa del

trabajo, sin embargo no se tuvo éxito en dicho proceso.

La identificacion morfoldgica de las especies se realizo con base en los trabajos de
Kong (1995, 2003). Ademas, las secuencias obtenidas de las especies se compararon con
las bases de datos de Bold Systems, GenBank y Unite. En la Tabla 4 se muestran los
resultados de estas comparaciones y se incluyen Gnicamente las especies que presentaron
los valores mas altos de similitud (mayor o igual a 97%), ademas de los nombres utilizados

para las especies en el presente trabajo.
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Tabla 4. Comparacion entre las secuencias obtenidas de los basidiomas de Russulaceae provenientes del area de estudio con las bases

de datos de Bold Systems, GenBank y Unite.

Secuencia NUmero Taxon % de Basede Clavede Origen Nombre y
de similitud datos acceso abreviatura utilizados
bases en el presente trabajo
Lactarius 658 Lactarius luculentus 99 GenBank FJ845419 Canada Lactarius luculentus
luculentus Lluc
Lactarius 672 Lactarius scrobiculatus 99 GenBank EU597079 Canada Lactarius mexicanus
mexicanus Lmex
Lactarius oculatus 648 Lactarius 99 GenBank JF908284 Italia Lactarius oculatus
badiosanguineus Locu
GenBank AY606943  Suecia
Unite UDBO015865 Estonia
Lactarius hepaticus 99 GenBank FJ845420 Canada
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Continuacion

Secuencia NUmero Taxon % de Basede Clavede Origen Nombre y
de similitud datos acceso abreviatura utilizados
bases en el presente trabajo
Lactarius 652 Lactarius kauffmanii 99 GenBank JF899562 Canada Lactarius
pseudomucidus pseudomucidus Lpse
GenBank FJ845422 Canada
Lactarius 646 Lactarius sanguifluus 96 GenBank JQ685723 Montenegro Lactarius
salmonicolor salmonicolor Lsal
Unite uUDBO015807 Estonia
Lactarius semisanguifluus 96 GenBank DQ658872  Suecia
Lactariusaurantiosordidus 96 GenBank KC840610  Canada
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Continuacion

Secuencia NUmero Taxon % de Basede Clavede Origen Nombre y
de similitud datos acceso abreviatura utilizados
bases en el presente trabajo
"""""""""""""""""""""""" Lactariusvinosus 96  GenBank AY953420 Espafla =~
Lactarius salmoniclor 95 GenBank DQ679801 Italia

GenBank AF249287 Francia

Unite UDBO000370 Italia

Unite UDB000319 Alemania

Russula 626 Russula cascadensis 92 GenBank FJ845426 Canada Russula aff.

cascadensis Rcas
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Continuacion

Secuencia NUmero Taxon % de Basede Clavede Origen Nombre y
de similitud datos acceso abreviatura utilizados
bases en el presente trabajo

Russula cascadensis 92 GenBank HM?240541 Canada
Russula 600 Russula olivobrunnea 99 Unite UDBO016034 Finlandia Russula cf.
olivobrunnea Rolo
Unite UDBO011113 Finlandia
Russula 688 Russula roseipes 98 GenBank AY061716  Europa Russula aff. roseipes

Unite

Rros

UDB016003 Estonia
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Secuencia NUmero Taxon % de Basede Clave de Origen Nombre y abreviatura
de similitud datos acceso utilizados en el presente
bases trabajo
Unite UDBO015981 Estonia
Russula americana 630 Russula americana 99 GenBank HQ604839  Canada Russula americana Rame
Russula cf. 99 GenBank HQ604840  Canada
ammodica
Russula griseascens 623 Russula bicolor 99 GenBank FJ845435 Canada Russula griseascens Rgri
Russula raoultii 99 GenBank JF834369 Estados
Unidos
GenBank HQ650738  Canada
Russula griseascens 98 Unite UDB011071 Noruega
Unite uUDBO011217 Estonia
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Secuencia NUmero Taxon % de Basede Clave de Origen Nombre y abreviatura
de similitud datos acceso utilizados en el presente
bases trabajo
Russula murrillii 636 Russula aff. firmula 99 GenBank JF834342 Estados Russula murrillii Rmur
Unidos
Russula firmula 98
Russula nigrodisca 651 Russula betularum 96 GenBank EU598183  Estados Russula nigrodisca Rnig
Unidos
GenBank GU220371  Estados
Unidos
GenBank AJ534937 Estonia
Russula olivacea 735 Russula aff. olivacea 99 GenBank EU284014  Estados Russula olivacea Rola
Unidos
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Russula olivacea 99 GenBank AF418634  Alemania

Secuencia NUmero Taxon % de Basede Clave de Origen Nombre y abreviatura
de similitud datos acceso utilizados en el presente
bases trabajo
98

Russula 646  Russula aff. delica 97 GenBank DQ422005  Suecia Russula romagnesiana
romagnesiana Rrom

Russula delica 97 Unite UDBO016008 Estonia

Russula chloroides 97 Unite UDBO011192 Estonia

Russula brevipes 97 Bold ONT126-08 Canada

Systems

... Mas de dos secuencias con el mismo porcentaje de similitud
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Identidad y posicion sistemética de los hongos asociados con las raices de M. uniflora

La Tabla 5 muestra las comparaciones de las raices obtenidas de M. uniflora con las bases de

datos de Bold Systems, GenBank y Unite, tomando los valores mas altos encontrados en

dichas bases de datos, utilizando un porcentaje de similitud igual o mayor a 97%, que es lo

recomendable para analisis filogenéticos.

Tabla 5. Comparacion de las secuencias obtenidas de las raices de Monotropa uniflora con las

bases de datos de Bold Systems, GenBank y Unite.

Secuencia  NUmero Taxon % de Base de Clave de Procedencia
de bases similitud Datos acceso
Monotropa 527 Russula 99 Unite UDBO016034 Finlandia
uniflora 4 olivobrunnea
Russula 99 Unite UDBO011113 Finlandia
olivobrunnea
Russula olivina 99 Unite UDBO011114 Finlandia
Russula olivina 98 UDBO016260 Finlandia
Russula 98 GenBank AY061651  Europa
adulterina
Russula cuprea 98 GenBank AY061667  Europa
Russula 97 Unite UDBO015990 Estonia

aurantioflamman

S
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Continuacion

Secuencia  NUmero Taxon % de Base de Clave de Procedencia
de bases similitud Datos acceso
Russula cuprea 97 Unite UDB002420 Gran
Bretafa
Monotropa 645 Russula 98 Unite UDBO016034 Finlandia
uniflora 6 olivobrunnea
Russula 98 Unite UDBO011113 Finlandia
olivobrunnea
Russula olivina 97 Unite UDBO011114 Finlandia
Russula olivina 97 UDBO016260 Finlandia
Russula 97 Unite UDBO015990 Estonia
aurantioflamman
S
Russula cuprea 97 Unite UDB002420 Gran
Bretafia
Russula cuprea 97 GenBank AY061667  Europa
Monotropa 603 Russula brevipes 99 GenBank FJ845429 Canada
uniflora 7
Russula 98 GenBank JX630807 Canada
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Continuacion

Secuencia  NUmero Taxon % de Base de Clave de Procedencia
de bases similitud Datos acceso
brevipes
Russula aff. 98 GenBank DQ422005  Suecia
delica
Russula cf. delica 98 GenBank HQA445587  Noruega
Russula delica 98 GenBank GU234042  Noruega
Russula aff. 97 GenBank JF834359 Estados
brevipes Unidos
Monotropa 600 Russula 99 Unite UDBO016034 Finlandia
uniflora 9 olivobrunnea
Russula 99 Unite UDBO011113 Finlandia
olivobrunnea
Russula olivina 98 Unite UDBO011114 Finlandia
Russula olivina 98 UDBO016260 Finlandia
Russula 97 Unite UDBO015990 Estonia
aurantioflamman
S
Russula cuprea 97 Unite UDB002420 Gran
Bretafia
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Secuencia  Numero Taxon % de Base de  Clave de Procedencia
de bases similitud Datos acceso
Russula cuprea 97 GenBank AY061667  Europa
Monotropa 590 Russula 99 Unite UDBO016034 Finlandia
uniflora 10 olivobrunnea
Russula 99 Unite UDBO011113 Finlandia
olivobrunnea
Russula olivina 98 Unite UDBO011114 Finlandia
Russula olivina 98 UDBO016260 Finlandia
Russula 97 Unite UDBO015990 Estonia
aurantioflamman
S
Russula cuprea 97 Unite UDB002420 Gran
Bretafia
Russula cuprea 97 GenBank AY061667  Europa
Monotropa 659  Russula 95 Unite UDB016122 Estonia
uniflora 12 globispora
Russula 94 Unite UDB011222 Estonia
globispora
Russula 94 GenBank JF908710 Italia
dryadicola
Russula 89 Unite UDB002498 Dinamarca
maculata
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Russula 89

maculata

GenBank AY061688

Europa

En la Tabla 6 se presentan las secuencias de las especies representativas de los géneros

de Russulaceae, subgéneros y secciones de Russula utilizadas en los analisis filogenéticos.

Procedentes de las bases de datos Bold Systems, GenBank y Unite.

Tabla 6. Especies representativas de los géneros de Russulaceae, subgéneros y secciones de Russula
utilizadas en los analisis filogenéticos.

Taxon Género Subgénero Seccidn Base de Clave de Procedencia
datos acceso
Lactarius Lactarius  Lactarius Lactarius Unite UDBO015811 Estonia
torminosus ?
Unite UDBO000375 Finlandia
GenBank  GU373496 Finlandia
Lactarius Lactarius Unite UDBO011686 Estonia
piperatus
GenBank  JF908270 Italia
Lactariusvolemus® Lactifluus  Lactifluus Albati GenBank  DQ422008 Suecia
Russula Russula Heterophyllidia  Griseinae Unite UDB011310 Estonia
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Taxon Género Subgénero Seccidn Base de Clave de Procedencia
datos acceso
aeruginea®
Russula Russula Coccinula Laetinae Unite UDBO000906  Suecia
cremeoavellanea
Unite UDBO011366 Estonia
Russula Russula Coccinula Decolorantinae  GenBank  AY061670 Europa
decolorans *
Unite UDBO011326 Estonia
Russula emética®  Russula Russula Emeticinae GenBank  AY061673 Europa
Unite UDBO011307 Estonia
Unite UDBO000300  Alemania
GenBank  JQ888196 Reino unido
Russula foetens®  Russula Ingratula Foetentinae GenBank  DQ422023 Suecia
Unite UDB002424  Gran Bretafia
Russula grisea” Russula Heterophyllidia Griseinae GenBank  DQ422030 Suecia
Russulaintegra®  Russula Polychromidia  Integrinae GenBank  AY061683 Europa
Unite UDBO011319 Estonia
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Continuacion

Taxon Género Subgénero Seccidn Base de Clave de Procedencia
datos acceso
Russula laricina®  Russula Tenellula Laricinae GenBank  AY061685 Europa
GenBank  JN944008 Italia
Russula lilacea ” Russula Incrustatula Lilaceinae GenBank  JN944005 Eslovaquia
Unite UDB016044 Finlandia
Russula nigricans”  Russula Compacta Nigricantinae GenBank  DQ422010 Suecia
Unite UDBO011331 Estonia
Russula Multifurca - - GenBank  DQ421984 Estados
ochricompacta ? Unidos
GenBank  JQ992943 Estados
Unidos

% Especie representativa del género

® Especie representativa del subgénero

¢ Especie representativa del subgénero

A continuacion se muestra el resultado del primer analisis filogenético en donde se

observa la relacion entre las 20 secuencias obtenidas del area de estudio (raices y basidiomas),
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incluyendo también las secuencias representativas de cada género de la familia Russulaceae
(Figura 5).

PhyML In(L)=-5745.4
Monotropa uniflora 9

Monotropa uniflora 6
Russula aff olivobrunnea PNLM
Monotropa uniflora 10

Monotropa uniflora 4

Monotropa uniflora 12 |

Russula aff roseipes PNLM

Russula murrillii PNLM

Russula olivacea PNLM

Russula
—UDBO011307 Russula emetica EE

Russula nigrodisca PNLM
_{ Russula griseascens PNLM
Russula americana PNLM

— Russula romagnesiana PNLM

Monotropa uniflora 07

Russula aff cascadensis PNLM
UDBO015811 Lactarius torminosus_EE
Lactarius salmonicolor PNLM
Lactarius mexicanus PNLM

Lactarius
Lactarius pseudomucidus PNLM

_El_actarius oculatus PNLM
Lactarius luculentus PNLM

DQ421984 Russula ochricompacta US | Multifurca

DQ422008 Lactarius volemus SW | Lactifluus

0.1

Figura 5. Arbol de maxima verosimilitud que muestra las seis secuencias procedentes de las
raices de M. uniflora (4-12), las 14 de los basidiomas recolectados alrededor de las plantas
(PNLM) y cuatro de las especies tipo de los géneros de la familia Russulaceae. Las barras
rojas muestran la ubicacién de las secuencias procedentes del area de estudio. EE = Estonia,
SW = Suecia, US = Estados Unidos. Los resultados obtenidos fueron los siguientes, 557
patrones encontrados (de un total de 1023 sitios). 579 sitios sin polimorfismo (56,60 %), el
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mejor modelo fue GTR+1+G, con una proporcién de sitios invariables de 0.266000, con un
pardmetro de gamma de 0.826000.

Debido a que ninguna de las secuencias obtenidas de M. uniflora se agrupd con
Lactarius, Lactifluus o Multifurca, las secuencias de las especies de éstos géneros se
excluyeron de los andlisis filogenéticos posteriores. En la Figura 6, se presentan las relaciones
entre las secuencias generadas en el presente estudio, con las secuencias del género Russula
obtenidas de M. uniflora por Bidartondo y Bruns (2001, 2005), Young y cols. (2002), asi
como de Yang Yy Pfister (2006), incluyéndose ademas, dos secuencias representativas de cada
especies tipo de los subgéneros de Russula con base en la clasificacién de Romagnesi (1967,
1987). Se observa que las secuencias M. uniflora 4, 6, 9, 10 y 12 se agrupan dentro del clado
en donde se encuentra R. paludosa, la especie tipo del subgénero Coccinula, y la secuencia M.
uniflora 7 en el clado que contiene a R. nigricans, la especie tipo del subgénero Compacta.
Estos dos clados se estudiaron por separado para analizar con mayor detalle sus relaciones y
determinar la posicion sistematica de las secuencias obtenidas de M. uniflora del area de

estudio.
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PhyML In(L)=-9012.4

Monotropa uniflora 6
Monotropa uniflora 9

Russula aff olivobrunnea PNLM
Monotropa uniflora 4

Monotropa uniflora 10

AY878657 Monotropa uniflora 2190 US
Monotropa uniflora 12
UDB011277 Russula paludosa EE
GU373485 Russula paludosa FN
AF349713 Monotropa uniflora V72408 US
DQ777984 Monotropa uniflora US
DQ777983 Monotropa uniflora US
Russula aff roseipes PNLM
DQ777976 Monotropa uniflora US
DQ777975 Monotropa uniflora US
DQ777977 Monotropa uniflora US
AF418630 Russula veternosa DE
UDBO000115 Russula veternosa DK
Russula murrillii PNLM

AF349709 Monotropa uniflora 2371 US
AY061683 Russula integra Euro

UDB011319 Russula integra EE

DQ777986 Monotropa uniflora US

AY878658 Monotropa uniflora US

AF349711 Monotropa uniflora VT2364 US
DQ777979 Monotropa uniflora US
Russula olivacea PNLM

JN944005 Russula lilacea SK

UDB016044 Russula lilacea FN
———AY878655 Monotropa uniflora US

L AY878656 Monotropa uniflora US

DQ777980 Monotropa uniflora US
AF349710 Monotropa uniflora NC2172 US
DQ777978 Monotropa uniflora US

UDB011302 Russula puellaris EE
AY061709 Russula puellaris Euro

AY878659 Monotropa uniflora US

IDQ777974. Monotropa uniflora US
AY061673 Russula emetica Euro
UDB011307 Russula emetica EE
Russula nigrodisca PNLM
DQ777969 Monotropa uniflora US
DQ777970 Monotropa uniflora US
DQ777971 Monotropa uniflora US
DQ778000 Monotropa uniflora US
DQ777972 Monotropa uniflora US
DQ777973 Monotropa uniflora US
Russula griseascens PNLM
AF349712 Monotropa uniflora NS2087 CA
DQ777999 Monotropa uniflora US

Russula americana PNLM
UDB002424 Russula foetens GB

—L—|DQ422023 Russula cf foetens SW
AF311976_Monotropa uniflora $132 CA
AF311975 Monotropa uniflora CA

Monotropa uniflora 7

AY878661 Monotropa uniflora 4034 US

Russula romagnesiana PNLM

DQ777985 Monotropa uniflora US
S

AF349715 Monotropa uniflora 2344 U
jUDB011331 Russula nigricans EE
'DQ422010 Russula nigricans SW

Russula aff cascadensis PNLM

AF311978 Monotropa uniflora CA
AF311977 Monotropa uniflora CA

DQ422030 Russula grisea SW
UDBO011310 Russula aeruginea EE

UDB000116 Russula violeipes DK
EU598199 Russula mariae US
AY878660 Monotropa uniflora US

} 0.1 i

Coccinula

Compacta
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Figura 6. Arbol de maxima verosimilitud que muestra las relaciones entre las seis secuencias
de las raices de M. uniflora (4-12), nueve de los basidiomas de Russula recolectados alrededor
de las plantas (PNLM), las secuencias generadas por Bidartondo y Bruns (2002, 2005) Young
y cols. (2002) y Yang y Pfister (2006) para M. uniflora y las de las especies tipo de los
subgéneros de Russula (Romagnesi 1987; Sarnari 1998). Las barras rojas corresponden con
los clados en donde se ubican las secuencias en de M. uniflora procedentes del Parque
Nacional La Malinche. CA = Canad4, DE = Alemania, DK = Dinamarca, EE = Estonia, Euro
= Europa, FN = Finlandia, GB = Gran Bretafia, SK = Eslovaquia, SW = Suecia, US = Estados
Unidos. Los resultados obtenidos fueron los siguentes. 557 patrones encontrados (de un total
de 1023 sitios), 579 sitios sin polimorfismo (56,60%), el mejor modelo fue el GTR+I+G, con
una proporcion de sitios invariables de 0.266000, con un pardmetro de distribucion gamma de
0.826000.

En la Figura 7 se muestran las relaciones presenta relaciones entre las cinco secuencias de las
raices Mu4, Mu6, Mu9, Mul0 y Mul2, correspondientes con las micorrizas del presente
estudio y las de las bases de datos. También las secuencias de referencia de las secciones de
los subgéneros Coccinula, Insidiosula y Tenellula (Tabla 6). Las barras rojas corresponden
con los clados en donde se ubican las secuencias obtenidas de las raices de M. uniflora y se
puede observar que las micorrizas 4, 6, 9 y 10 se agrupan dentro de la seccidon urentinae,

mientras que la Mul2 se agrupa dentro de la seccién maculatinae.
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PhyML In(L)=-3848.8
Monotropa uniflora 6

Monotropa uniflora 9

Russula aff olivobrunnea PNLM
UDB016034 Russula olivobrunnea FN
UDB011113 Russula olivobrunnea FN
Monotropa uniflora 4

Monotropa uniflora 10

UDB011114 Russula olivina FN
UDBO016260 Russula olivina FN
AY061667 Russula cuprea Euro
AY061651 Russula adulterina Euro -
UDB002420 Russula cuprea GB Urentlnae
UDB015990 Russula aurantioflamans EE

DQ777984 Monotropa uniflora US
DQ777983 Monotropa uniflora US
u UDBO016122 Russula globispora EE
JF908710 Russula dryadicola IT
4|_|-l—Monotropa uniflora 12
UDB011222 Russula globispora EE
UDB002498 Russula maculata DK
I | I—AY061688 Russula maculata Euro MaCUIatinae —
AY878657 Monotropa uniflora 2190 US

GU373485 Russula paludosa FN
— |LAF349713 Monotropa uniflora VT2408 US
UDBO011277 Russula paludosa EE
Russula aff roseipes PNLM
{:AY061719 Russula sphagnophila Euro
— UDB011311 Russula sphagnophila EE
UDB011326 Russula decolorans EE
AY061670 Russula decolorans Euro

EUDBOOOHS Russula veternosa DK gy :
AF418630 Russula veternosa DE Ins’dIOSUIa
rUDB011366 Russula cremeoavellanea EE
L_UDB000906 Russula cremeoavellanea SW
|JF908706 Russula puellula IT
AY061710 Russula puellula Euro
rUDB011302 Russula puellaris EE
L AY061709 Russula puellaris Euro

|—JN944008 Russula laricina IT
L AY061685 Russula laricina Euro

I 0.05

Figura 7. Arbol de maxima verosimilitud que muestra las relaciones entre las seis secuencias
de las raices M. uniflora 4, 6, 9, 10 y 12, con las secuencias similares de la Tabla 5 y de las
especies tipo de las secciones de los subgéneros Coccinula, Insidiosula y Tenellula (Tabla 6).
Las barras rojas corresponden con los clados en donde se ubican las secuencias obtenidas de
las raices de M. uniflora. Tradicionalmente, las secciones Urentinae y Maculatinae se
clasifican dentro del subgénero Insidiosula (Romagnesi 1967, 1987), pero la especie tipo del
subgénero, Russula veternosa, no se relaciona con ambas secciones. DE = Alemania, DK =
Dinamarca, EE = Estonia, Euro = Europa, FN = Finlandia, GB = Gran Bretafa, IT = Italia,
SW = Suecia, US = Estados Unidos. Se obtuvieron los siguientes resultados 0.346 patrones
encontrados de un total de 711 sitios, 442 sitios sin polimorfismos (62,17%), el mejor
programa segun J Model Test fue GTR+I+G, la proporcion de sitios invariables fue de
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0.31900 y el pardmetro de distribucién gamma fue de 0.734000.

La Figura 8 presenta los resultados del analisis filogenético para la secuencia de M.
uniflora 7. Se incluyen las secuencias del clado Compacta (R romagnesiana, R. nigricans y R.
cascadensis), las secuencias de las comparaciones entre las micorrizas de este estudio contra
las bases de datos que presentaron mayor similitud con M. uniflora 7 y las secuencias de las
especies representativas de las secciones del subgénero Compacta. La secuencia M. uniflora 7
se agrupa con una secuencia de R. brevipes y con un hongo (sp) que forma micorriza con M.
uniflora, ambos de Canada y probablemente corresponda con esta especie, para asegurar dicha
mencioén se necesitaria hacer mas andlisis filogenéticos de esta seccion. R. brevipes ha sido
clasificada dentro del subgénero Compacta seccion Plorantinae.
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PhyML In(L)=-2601.0

FJ845429 Russula brevipes CA

AF311975 Monotropa uniflora CA

Monotropa uniflora 7

L-JF834359 Russula aff brevipes US

JX630807 Russula brevipes CA

DQ422005 Russula aff delica SW

HQ445587 Russula cf delica NO

LGU234042 Russula delica NO

Russula romagnesiana PNLM

———AY878661 Monotropa uniflora 4034 US

DQ777985 Monotropa uniflora US
Russula aff cascadensis PNLM

|DQ422010 Russula nigricans SW

0.05 i

|UDBO11331 Russula nigricans EE

EU598165 Russula archaea Afri

AY061737 Russula archaea Afri

Plorantinae

| Pallidosporinae

Nigricantinae
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Figura 8. Arbol de méaxima verosimilitud que muestra las relaciones entre la secuencia M.
uniflora 7, con las secuencias similares de la Tabla 2 y de las especies tipo de las secciones del
subgénero Compacta (Tabla 3). La barra roja corresponde con el clado en donde se ubican las
secuencias obtenida de las raices de M. uniflora. Afri = Africa, CA = Canad4, EE = Estonia,
SW = Suecia, US = Estados Unidos. Los resultados obtenidos fueron los siguientes, 294
patrones encontrados (de un total de 694 sitios) y .464 sitios sin polimorfismo (66.86 %), el
mejor modelo segin J Model Test fue GTR+1+G, con una proporcion de sitios invariables de
0.254000, con un parametro de gamma de 0.703000.

En la Tabla 7 se muestra la identidad y posicion sistematica de las secuencias obtenidas
de las raices de seis plantas de M. uniflora procedentes del Parque Nacional La Malinche.

Tabla 7. Identidad y posicion sistematica de los hongos asociados a las raices de las plantas de
M. uniflora en el Parque Nacional La Malinche.

Secuencia Identidad Posicién Seccion

sistematica®

Subgénero
Monotropa uniflora4  Russula cf. Insidiosula Urentinae
olivobrunnea
Monotropa uniflora 6  Russula cf. Insidiosula Urentinae
olivobrunnea
Monotropa uniflora 7 Russula aff. brevipes Compacta Plorantinae
Monotropa uniflora9  Russula cf. Insidiosula Urentinae

olivobrunnea
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Continuacion

Secuencia Identidad Posicion Seccion
sistematica®

Monotropa  uniflora Russula cf. Insidiosula Urentinae

10 olivobrunnea

Monotropa uniflora Russula aff. globispora  Insidiosula Maculatinae

12

& Con base en la clasificacion de Romagnesi (1967, 1987)

DISCUSION

Diversidad de las especies de la familia Russulaceae con base en los basidiomas

recolectados alrededor de las plantas de Monotropa uniflora

La especie con mayor numero de basidiomas fue R. cf. olivobrunnea con 341 ejemplares que
representan el 50.8% del total y 63.2% solo para Russula. Esto es de gran importancia puesto
que refleja la relevancia del papel que parece estar desempefiando esta especie, no obstante
que su funcion de intercambio de nutrimentos y reciclaje es el mismo que el de otros hongos
ectomicorrizdégenos, la abundancia de carpdforos refleja una mayor y constante actividad del
micelio, pues al producir un mayor numero de carpéforos, se puede suponer que
fisiologicamente sus requerimientos nutrimentales son mayores que en el caso de las especies
menos abundantes, esta especie juega un papel fundamental en el intercambio de nutrientes

dentro del bosque de A. religiosa, especificamente de carbono (Figura 9).
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Especies de la familia Russulaceae

Figura 9. Abundancia de basidiomas dentro de las 12 unidades de muestreo de las especies de
la familia Russulaceae durante el 2009. Abreviatura utilizada para las especies de Russulaceae,
L. luculentus (Lluc), L. mexicanus (Lmex), L. oculatus (Locu), L. pseudomucidus (Lpse), L.
salmonicolor (Lsal), R. aff cascadensis (Rcas), R. cf. olivobrunnea (Rolo), R. aff xerampelina
(Rxer), R.americana (Rame), R.griseascens (Rgri), R. murrillii (Rmur), R. nigrodisca (Rnig),
R. olivacea (Rola), R. romagnesiana (Rrom).

Ademas, también fue la especie que obtuvo mayor frecuencia dentro de las unidades de
muestreo, estando presente en 10 de las 12 unidades (83.3%), seguida de R. griseascens y R.
olivacea, con un porcentaje de 58.3% y 50% respectivamente. L. oculatus y R. aff.
xerampelina fueron las especies que se recolectaron en una sola ocasion dentro de diferentes
unidades de muestreo. Esto quiere decir que estas especies no tienen las condiciones
adecuadas para desarrollarse en forma de basidiomas y las pocas que lograron hacerlo
posiblemente estdn buscando las condiciones adecuadas para establecerse, (Young y cols.

2002), al menos en la temporada de muestreo que fue en el afio 2009.

Para el caso de la abundancia de basidiomas por unidad de muestreo (Mul-Mul2) se
encontré que Mul presentd el mayor nimero de basidiomas (110) asi como también de
especies (8 de 14), por lo que fue la unidad de muestreo que presentd los valores mas altos de

abundancia y riqueza (Figura 9).

Las unidades de muestreo Mu4, Mu6, Mu9 y Mul0 fueron las que presentaron a R. cf.

olivobrunnea asociada con las raices de M. uniflora. Dicha especie fue la mas abundante en
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forma de basidiomas y también es la especie que presentd mayor dominancia en cuanto ha
raices colonizadas, lo que permite suponer que es un hongo bien establecido en el sitio de
estudio. En este sentido Bidartondo y Bruns (2005) reportan una mejor germinacion de las
plantas cuando estas se asocian con el hongo que esta micorrizando a la planta madre, por lo
tanto se puede sugerir que R. cf. olivobrunnea es el hongo que se encuentra asociado a las

plantas maternas y por lo tanto presenta una mayor dominancia en cuanto a micorrizacion.

Mientras que para Mu6 y Mu9, L. luculentus fue la especie mas abundante en cuanto a
nimero de basidiomas, no se encontrd ninguna especie del género Lactarius asociada con las
raices de M. uniflora, lo que concuerda con los reportes de Yang y Fister (2006), quienes
encontraron 20 especies asociadas con las raices de M. uniflora, todas pertenecientes a la
familia Russulaceae. 18 de las cuales pertenecientes al género Russula y sélo dos a Lactarius.
Ademas, recolectaron los basidiomas de 25 especies de Russulaceae que crecian alrededor de
las plantas muestreadas y observaron que solo tres se encontraron asociadas con las raices

todas pertenecientes al género Russula y ninguna especie del género Lactarius.

En las unidades de muestreo Mu7 y Mul2, se detectdé a R. aff. brevipes y a R. aff.
globispora asociadas a las raices de M. uniflora respectivamente, sin embargo, en ninguno de
los dos casos se recolectaron especies en forma de basidiomas relacionadas con éstas dentro de
las unidades de muestreo, coincidiendo asi con lo reportado por Young y cols. (2002) quienes
reportaron que no hubo una relacion con las especies epigeas que encontraron alrededor de las
plantas (basidiomas) y las relacionadas con las raices (micorrizas), esto podria deberse a que
en ese sitio las micorrizas tienen las condiciones dptimas para su desarrollo y por lo tanto no

tienen la necesidad de producir basidiomas para dispersarse a otros sitios.

Para el caso de los indices de diversidad, las unidades de muestreo con los valores méas
altos de dominancia (D) fueron Mul0 (0.879), Mu8 (0.654) y Mul2 (0,641). Con base en el
inverso de Simpson (1-D) las unidades de muestreo con los valores mas altos fueron Mu5
(0.816), Mul (0.720) y Mu7 (0.704), estas unidades de muestreo fueron las que presentaron
mayor riqueza, y en el caso de las unidades de muestreo Mu5 y Mu7 este valor se correlaciona
con el indice de Pielou. Esto quiere decir que estas unidades de muestreo ademas de ser las
mas ricas en cuanto a numero de especies, también presentaron abundancias equitativas, es

decir que se distribuyeron homogéneamente. Las unidades de muestreo con los valores mas
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altos obtenidos por indice de Pielou fueron los siguientes Mu2 (0.844), Mu5 (0.921) y Mu7
(0.932). Mientras que para el indice de Shannon-Wiener (H) las unidades de muestreo que
presentaron los valores mas altos fueron Mul (1.529) y Mu5 (1.792) dichos valores se
correlacionan directamente con los obtenidos por el inverso de Simpson, coincidiendo asi en
que las unidades de muestreo con la mayor diversidad son la Mul y Mub, ésto corresponde
también con el nimero de especies recolectadas por unidad de muestreo siendo asi las
unidades de muestreo en las que se encontraron un mayor numero de especies 8 y 7

respectivamente.

Identidad y posicion sistematica de los hongos asociados con las raices de M. uniflora

Como se observa en la Tabla 5, las seis secuencias de hongos asociados con las raices de M.
uniflora presentan mayor similitud con diferentes especies del género Russula y ninguna con
otro género de la familia Russulaceae, esto podria deberse a la extrema especificidad que
presenta M. uniflora con su hospedero, coincidiendo asi con lo reportado por Bidartondo y
Bruns (2005) quienes mencionaron que desde el momento de la germinacion, las plantulas de
M. uniflora se desarrollan mejor cuando se asocian con las especies de hongos que se

encuentran micorrizando a la planta materna.

Se muestra (Figura 5) que las seis secuencias obtenidas de las raices de M. uniflora
coincidieron con especies que pertenecen al género Russula. Las muestras M. uniflora 4, 6,9y
10 se agrupan con R. cf. olivobrunnea, mientras que M. uniflora 12 queda aislada como grupo

hermano de las anteriores y M. uniflora 7 con R. romagnesiana.

En la Figura 7 se muestran los resultados del andlisis filogenético de 5 secuencias de
M. uniflora 4, 6, 9, 10 y 12. En este analisis se incluyeron, ademas de las secuencias del clado
Coccinula, las secuencias de la Tabla 5 que presentaron mayor similitud con M. uniflora 4, 6,
9, 10, 12 en las bases de datos Gene bank, Unite, bold system y las secuencias representativas
de las secciones del subgénero Coccinula, Insidiosula y Tenellula. Se observd que las

secuencias M. uniflora 4, 6, 9 y 10 forman un clado que incluye a R. olivobrunnea de
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Finlandia y a un ejemplar del Parque Nacional La Malinche determinado como Russula cf.
olivobrunnea. Al comparar las descripciones de ambas especies, no se observaron diferencias,
excepto en el hébitat y su distribucion, en asociacién con Picea abies en el norte de Europa
para R. olivobrunnea y en asociacion con Abies religiosa en el centro de México, lo cual para
el caso de hongos micorrizogenos es muy importante y sirve para discriminar entre especies
(Shaffer 1964), con base en ello se ha preferido un criterio suficiente para considerarlas como
especies distintas. Con respecto a su posicion sistematica, el clado hermano de las secuencias
obtenidas del area de estudio, de R. olivobrunnea y R. olivina, corresponden con el grupo de
R. cuprea y R. adulterina, ambas especies clasificadas en el subgénero Insidiosula seccion
Urentinae. Por lo tanto, R. cf. olivobrunnea y las secuencias M. uniflora 4, 6, 9 y 10 se ubican
en la seccion Urentinae (= Cupreinae sensu Bon 1988).

Como grupo hermano de este clado se encuentra a R. olivina, una especie clasificada
dentro del subgénero Tenellula seccion Laricinae por Routsalainen y Vauras (1990). De igual
forma, la especie R. cf. olivobrunnea del Parque Nacional La Malinche también fue clasificada
en el subgénero Tenellula seccion Laricinae por Kong (2004). Sin embargo, en el analisis se
observa que tanto R. puellaris, la especie representativa del subgénero Tenellula, como R.
laricina, la especie representativa de Tenellula seccion Laricinae, no se encuentran
relacionadas con R. cf. olivobrunnea ni con R. olivina, mientras que R. cuprea y afines si lo

estan, las cuales se han clasificado dentro de la seccidén Urentinae del subgénero Insidiosula.

La secuencia de M. uniflora 12 no se relacion6 con ninguna especie recolectada en el
PNLM y forma parte del clado que contiene a R. globispora y R. dryadicola, dos especies
descritas originalmente como variedades de R. maculata y que por lo tanto se clasifican dentro
de la seccion Maculatinae del subgénero Insidiosula, por lo tanto asumimos que a esta planta
la esta micorrizando un hongo de la seccion Maculatinae, sin embargo durante la época de

muestreo no se manifestd en forma de basidioma.

Para las secuencias M. uniflora 4, 6, 9, 10 y 12, no se observaron relaciones cercanas
con secuencias obtenidas de las raices de M. uniflora reportadas en otros trabajos (Bidartondo
y Bruns 2001, 2005; Young y cols. 2002; Yang y Pfister 2006), esto quiere decir que la
especificidad de la familia Russulaceae con M. uniflora es muy variable y resulta mas

compleja, como lo mencionan Bidartondo y Bruns (2001), los estudios de la diversidad
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genética en poblaciones de M. uniflora podria ayudar a explicar si la especificidad de la

familia Russulaceae surgio de manera diferente en distintos linajes.

En la Figura 8 se observan los resultados de el analisis filogenético para la micorriza 7,
incluyendo secuencias similares de las bases de datos y las secuencias representativas de las
secciones del subgénero Compacta, podemos observar que la micorriza 7 formé un clado con
las especies de R. brevipes y R. delica reportadas (Bidartondo 2005) para Estados Unidos y
Canada, esto resulta de interés, puesto que R. brevipes y R. delica son especies americanas y
forman un complejo puesto que R. delica solo se diferencia de R. brevipes por la
ornamentacion mas pequefia en sus esporas (espinas) y que las laminas se encuentras mas
separadas en comparacion con R. brevipes que presenta una ornamentacion mas grande en sus
esporas y las laminas muy juntas (Shaffer 1964). Por otra parte se ha considerado a R.
chloroides (especie europea) como sinonimo de R. brevipes (Shaffer 1964) pero por razones
practicas se considerd adecuado seguir llamando R. brevipes a las recolecciones americanas y
R. chloroides a las europeas al no contar con un trabajo que permita esclarecer su estado
taxonomico. Por otra parte, la descripcion de R. romagnesiana (Shaffer 1964) es idéntica a la
de R. brevipes, debido a ello podria ser considerada como una variedad de R. chloroides
(europea) con basidiosporas pequefias. Este intrincado de especies sinGnimas y variedades da

una idea de lo complejo que son las identidades y posiciones sistematicas en los hongos.

Dentro de la problematica encontrada en los caracteres morfologicos empleados para la
caracterizacion de los basidiomas del género Russula, se encuentran el sabor, el color de la
esporada, la ornamentacion de basidiosporas y la estructura de la pilieipellis. EI sabor siempre
se ha considerado un caracter taxonémico importante, no obstante que presenta problemas de
interpretacion. Varios autores describen el sabor probado ya sea en el pileo, en las laminas o
en ambas partes. En muchas ocasiones, estas diferencias no son sefialadas y simplemente se
menciona que presenta un sabor determinado, sin especificar en qué parte del hongo fue
probado. También, existen diferencias en el estado de desarrollo del basidioma ya que algunos
autores mencionan que el sabor es de cierta manera en especimenes jovenes y de otra forma en

especimenes maduros.
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El color exacto de la esporada también es un carécter esencial en la delimitacion de las
especies. Muchas veces su determinacion presenta algunos problemas de interpretacion si no
se cuenta con un cddigo estandarizado como lo son las tablas de color.

Como lo menciona Buyck (1991) la ornamentacién de las basidiosporas en muchas
ocasiones es particular de cada especie y es de gran ayuda una buena descripcién o ilustracion.
Los problemas se presentan principalmente cuando se comparan diferentes descripciones
encontradas en la bibliografia y que no cuentan con buenas ilustraciones de las basidiosporas.
Esto se presenta para una posible interpretacion errénea acerca de cémo es la especie que se
compara con el material en estudio. Otros problemas principalmente taxonémicos son, la falta
de material tipo, diferentes conceptos de especie, problemas nomenclaturales, o carencia de

una clasificacion relativamente estable.

Tanto la identidad como la posicion sistematica necesitan de un analisis mas profundo
en donde se comparen un mayor nimero de secuencias de los hongos involucrados como de

especies ya conocidas.

CONCLUSION

La riqueza de hongos de la familia Russulaceae asociada con las raices de M. uniflora es mas
baja en comparacion con la diversidad observada alrededor de las plantas, tres y 14 especies

respectivamente.

Russula cf. olivobrunnea se presenté en la micorriza de cuatro de las seis plantas de
Monotropa uniflora estudiadas, fue la especie con mayor abundancia por ndmero de
basidiomas y la especie mas abundante en seis de las diez unidades de muestreo en donde se

presento.

Russula aff. brevipes y R. aff. globispora, las otras dos especies presentes en las
micorrizas de Monotropa uniflora, no estuvieron representadas en forma de basidiomas dentro

de las unidades de muestreo.
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A pesar de que Lactarius luculentus fue la segunda especie mas abundante en niamero
de basidiomas y fue la dominante en dos unidades de muestreo, no se encontré ninguna

especie de Lactarius asociada a las raices de Monotropa uniflora.

La relacion entre la abundancia de las especies recolectadas alrededor de la plantas de
Monotropa uniflora con las presentes en sus raices, solo se cumpli6 con Russula cf.

olivobrunnea para dos de seis unidades de muestreo.

La identificacion de las especies asociadas a las raices de Monotropa uniflora con base
en caracteres moleculares se ve limitada por el nimero de secuencias que se pueden comparar.

Sin embargo, su posicion sistematica a nivel de subgéneros y secciones si es posible.

PERSPECTIVAS

La diversidad de la familia Russulaceae necesita un mayor esfuerzo de muestreo para entender
mejor la dinamica de dicha familia en el bosque de A. religiosa en el Parque Nacional La

Malinche.

Tanto la identidad como la posicion sistematica necesitan de un analisis en donde se
comparen un mayor numero de secuencias de los hongos involucrados (basidiomas vy

micorrizas) como de especies ya conocidas.
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Anexos

Anexo 1.- Fotos de las 14 especies de hongos (basidiomas) encontrados en La Caflada Grande

en el PNLM, con nombre y abreviatura (fotos tomadas por Kong Luz y Fatima Hernandez
Jiménez 2007).

Lactarius mexicanus (Lmex)

Lactarius oculatus (Locu) Lactarius pseudomucidus (Lpse)
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Lactarius salmonicolor (Lsal)

Russula americana (Rame) Russula griseascens (Rgri)
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Russula nigrodisca (Rnig)

Russula murrillii (Rmur)

Russula olivacea (Rola) Russula aff. cascadensis (Rcas)

Russula romagnesiana (Rrom) Russula aff. xerampelina (Rxer)
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Anexo 2. Secuencias en formato Fasta obtenidas de seis hongos asociados a las raices de M.
uniflora y 14 de basidiomas recolectados dentro de las unidades de muestreo.

Monotropa uniflora 4

GTGGGTCCCCCCCTTTGTGGGAGGGCTTGCGTTTTCACATAAAACTCGATACAGTGTAGAATGTT
CTTTTTTGCGGTCACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACCTTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAATTCTCAAAAA
CCCTTTCCTTTGATCGGATTTTTGGACTTGGAGGTTCAATGCTCGCCTTCAGCTTTTGAAAGCGAG
CTCCTCTCAAATACATTAGTGGGGTCCGCTTTGCTGGTCCTTGACGTGATAAGATGTTTCTACGTT
TTGGATTTGGCACTGTCCCTTTGGATCCTGCTCCCAACTCGTCCGTCTCACGGACAACGATGGTG
CTCCGGTCACCGCCATTTACATCGGCGGAAGGCTGGACCCACAAAAACGAACCTTGACCTCAAAT
CGG

Monotropa uniflora 6

GCGGAAGGATCATTATTGTACAACGGAGGTGCAAGGGCTGTCGCTGACCCTCAAAGGTCGTGCA
CGCCCGAGCACGCTCTCACACAATCCATCTCACCCCTTTGTGCACCACCGCGTGGGTCCCcece
TTTGTGGGGGGGGGGCTTGCGTTTTCACATAAAACTCGATACAGTGTAGAATGTTCTTTTTTGCGG
TCACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCG
CCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAATTCTCAAAAACCCTTTCCTTTG
ATCGGATTTTTGGACTTGGAGGTTCAATGCTCGCCTTCAGCTTTTGAAAGCGAGCTCCTCTCAAAT
ACATTAGTGGGGTCCGCTTTGCTGGTCCTTGACGTGATAAGATGTTTCTACGTTTTGGATTTGGCA
CTGTCCCTTTGGATCCTGCTTCCAACTCGTCCGTCTCACGGACAACGATGGTGCTCCGGTCACCG
CCATTTACATCGGCGGGAGGCTGGACCCACAAAAACGAACCTTGACCTCAAATCGG

Monotropa uniflora 7

GCTGACTTTTGGTCGTGCACGCCCGAGTGCTCTCACATACAAATATCCCATCTCACCCCTTTGTGC
ATCACCGCGTGGGTCCCCTTCCTCGGAGGGGGTGCTCACGTTTTTAACATTAAACACCCCATTCG
AACGTATCGTAGAATGTTCTTTGCGCGATCATGCGCGATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTG
TCGTGAACATCCTCAACCTGCTTGGTTTTTTTTACCAAACAAAGTAGGCTTGGAATTTGGAGGTTTT
CTGCTGGCCTCCTCTGAAGCCAGCTCCTCTTAAATCTATCAGTGGGATCCGCTTTGCTAGATCCTC
GACGTTGATAAGATGTTTCTACGTCTTGGGTTTTGCTCGGGAAGGACCTGCTTCTAACCGTCCCAT
CAGGGACATCGTTTGAGCCGATCGCCCTTCACGGGGTGGGAAGCTTTTCGACCCATGAAACCTT
GACCTCAAATCGG
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Monotropa uniflora 9

CGCTGACCCTCAAGGTCGTGCACGCCCGAGCACGCTCTCACACAATCCATCTCACCCCTTTGTGC
ACCACCGCGTGGGTCCCCCCCTTTGTGGGGGGGCTTGCGTTTTCACATAAAACTCGATACAGTGT
AGAATGTTCTTTTTTGCGGTCACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAAT
TCTCAAAAACCCTTTCCTTTGATCGGATTTTTGGACTTGGAGGTTCAATGCTCGCCTTCAGCTTTTG
AAAGCGAGCTCCTCTCAAATACATTAGTGGGGTCCGCTTTGCTGGTCCTTGACGTGATAAGATGTT
TCTACGTTTTGGATTTGGCACTGTCCCTTTGGATCCTGCTTCCAACTCGTCCGTCTCACGGACAAC
GATGGTGCTCCGGTCACCGCCATTTACATCGGCGGGAGGCTGGACCCACAAAAACGAACCTTGA
CCTCAAATCGG

Monotropa uniflora 10

GCGCTGACCCTCAAGGTTGTGCACGCCCGAGCACGCTCTCACACAATCCATCTCACCCCTTTGTG
CATCACCGCGTGGGCCCCCCCCTTTGTGGGAGGGCTTGCGTTTTCACATAAAACTCGATACAGTG
TAGAATGTTCTTTTTTGCGGTCACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTC
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG
AATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAA
TTCTCAAAAACCCTTTCCTTTGATCGGATTTTTGGACTTGGAGGTTCAATGCTCGCCTTCAGCTTTT
GAAAGCGAGCTCCTCTCAAATACATTAGTGGGGTCCGCTTTGCTGGTCCTTGACGTGATAAGATG
TTTCTACGTTTTGGATTTGGCACTGTCCCTTTGGATCCTGCTCCCAACTCGTCCGTCTCACGGACA
ACGATGGTGCTCCGGTCACCGCCATTTACATCGGCGGAAGGCTGGACCCACAAAAACGAACCTT
GA

Monotropa uniflora 12

GGAAGGATCATTATCGTACAACAGAAGAGTAAGGGCGGTCGCTGACCTTTAAAAGCTGTGCACGC
CTAAGCCCTCTCACACAATCCATCTCACCCCTTTTGTGCATTAACGCGTGGGTCTTCCCTTTGCCG
GGAGGGCCTGCGCTTTTATATAAAACATGATACAATGCAGAATGTTTTCTTTTTTGCAGTTATATGC
AATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATATGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTG
GCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAATTCTCAAAGCCCCCTTTTCTTTGATCCTT
AGTTGGGGTTTGGAAAAGGAGTTTTGGACTTGGAGGTTCAATGCTTGCCTTTTACTTTTGAAAGTG
AGCTCCTCTCAAATAAATTAGTGGGGTCCGCTTTGCTGATCCTTAACATGATAAGATGTTTCTATGT
TTTGGATTTAGCACTGTCCCTTGGATGCCTGCTCCTAACTGTCTCACGGACAATAATGGTGCTCCG
GTCACTGCCATTTATATTGGTGGAAGGCTGGACCCACAAAAATTAAACCCTTGACTTCAATTCGGG
GGAGACTACCCCGCTGAAATTTAGCATATAATAAGGCGGAGGA

Lactarius luculentus
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GTACAAAATGTGAGGGGCATGTGAGGGCTGTTGCCGACTCAATGTCGTGCACGCCCGAGTGTGT
CCTCTCACATAATAATCCATCTCACCCTTTGTGCATCGCCGCGTGGGCACCCTTTGGGATCATCTC
GGAGGGGGCTCGCGTTTTCACACAAACCCCCCTTTTAAAAGTGTAGAATGACCTCATTTATGCGC
TAACCCGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCG
CCCCTTGGTATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAAACCTCAACCTCCTTGGTTTCT
TCTTCTGGAGACCAAAGCAGGCTTGGACTTTGGAGGCCTTTGCTGGCACCTCTCTCTTTTGAAGG
TCAGCTCCTCTTAAATGAATTAGCAGGGTCCTCTTTGCTGAACCTTGACATGTGATAAGATGTTTC
CATGTCTTGGTTTCTGGCTCTGTCACTTTTGGGACCCGCTTCTAATCGTCTTGACCTTGCGTCGAG
ACAATGTTCGAGCACGTCTCCCTTCTCGGGGAGCTCCCTCGACCCCACGAACCCTTGACCTCAAA
TCGG

Lactarius mexicanus

TCGTACAAAATGTGTGAGGCACGCAAGGGCTGTCGCTGACTTTTAATACAAAAAGTGTGCACGCC
AGAGTGTGTCCTCTCACATAAAATCCATCTCACCCTTTTGTGCACCACCGCGTGGGCACCCTTCA
GGGTCAAACCGATCCAGGAGGGGGCTTGCGTTTTCACACAAACCCCCCCTTTTAAAAGTGTAGAG
TGACCCCATTTTTGCGATAACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAAATCT
CAACCTTCTCGGTTTCTTCTGGACACCGAAGGAGGCTTGGACTTTGGAGGCCTTTGCTGGTGTCT
CTCTCTTCTGAAACCCAGCTCCTCTTAAATGAATTAGCGGGGTCCTCTTTGCTGATCCTCGACGTG
TGATAAGATGTTTCCATGTCTTGGTTTCTGGCTCTGTTGCTCCTGGGACCCGCTTCTAACCGTCTC
AACCTTGCATCGAGACAATGTTTGAGCGTGTCTCCCTTCTCGGGAAACACTCTCAACCCCACGAA
CCCTTGACCTCAAATCGG

Lactarius oculatus

GCGGAAGGATCATTATCGTACAAAATGTGAGGGGCATGCAAGGGCTGTCGCTGACTTCAAAGTCG
TGCACGCCCGGGTGTGTCCCCTCACATAATAATCCACCTCACCCTTTGTGCATCACCGCGTGGGC
AACCTTCGGGATCATCTCGGAGGGGGCTCGCGTTTTCACACAAACCCCCCCTTTTAAAAGTGTAG
AATGACCTCATATATGCGCTAACCCGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAAA
CCTCAACCTCCTTGGTTTCTTCTGGAGACCAAAGCAGGCTTGGACTTTGGAGGCCTTTGCTGGTG
CCTCTCTCTTTTGAAGGCCAGCTCCTCTTAAACAAATTAGCAGGGTCCTCTTTGCCGATCCTCGAC
GTGTGATAAGATGTTTCCATGTCTTGGTTTCTGGCTCTGTCACTTTTGGGACCCGCTTCTAACCGT
CTGGACCTTGCGTCGAGACAATGTTCGAGCGCGTCTCCCTTCTCGGGAAGCTCCCTCGAC

Lactarius pseudomucidus

ATGTGTGAGGCACGCAAGGGCTGTCGCTGACTTTTGATGCCAAAAGTTGTGCACGCCGGAGTGT
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GTCCTCTCACATAAAATCCATCTCACCCTTTTGTGCACCACCGCGTGGGCACCCCTTCGGGATCA
AACTGATCCAGGAGGGGGCTTGCGTTTTCACACAAACCCCTTTTTAAAAAGTGTAGAATGACCTCA
TTTTTGCGATAACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAAATCTCAACCTTC
TCGGTTTTCTTCTGGATGCCGAGGGAGGCTTGGACTTTGGAGGCCTTTGCTGGCGTCTCTCGCCA
GCTCCTCTCAAATGAATTAGCGGGGTTCCTCTTTGCCGATCCTCGACATGTGATAAGATGTTTCCA
TGTCTTGGGTTTCTGGCTCTGTTGCCTTTGGGACCCGCTTCTAACCGTCTCAACGACGATGTTTGT
GAGCGCGTCTCCCTTCTCGGGAAACTCTCTCTCAAACCCCACGAACCCTTGACCTCAAATCGG

Lactarius salmonicolor

ATGTGTGAGGCGTGCGAGGGCTGTCGCTGACTTTCAAGTCGTGCACGCCGGAGTGTGTCCTCTC
ACATTAAATCCATCTCACCCTTTTGTGCACCACCGCGTGGGCACCCTTTGGGATCGAACCGATCC
AGGAGGGGGCTTGCGTTTTCACACAAACCCCTTTTAAAATGTGTAGAATGACCCCATTTTTGCGAT
AACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCG
CCCCTTGGTATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAAATCTCAACCTTCTTGGTTTCTC
CTGGACACCGAAGGAGGCTTGGACTTTGGAGGCCTTTGCCGGCGTCTCTCTCTTTTGAGAGCCG
GCTCCTCTTAAATGAATTAGCGGGGTCCTCTTTGCCGATCCTCGACATGTGATAAGATGTTTCCAT
GACTTGGTTTCTGGCTCTGTCGCCTTTGGGACCCGCTTCTAACCGTCTCGACGAGACGACGCTTG
GGCGTGTCTCCTTTCTCGGGAGACTCTCTCAACCCCACGAACCCTTGACCTCAAATCGG

Russula aff cascadensis

TATCGTACTACGGGGGCACGAAAGGCTGTCGCTGACCTTCAAAGGTCGTGCACGCCTCCAGTGC
TCTCGCACAAATCCACCTCACCCCTTGTGCATCACCGCGTGGGGGCTCCTTTTGGCTCGTTCCGA
AGGGGTGCTCACGTTTCAAACATACACACCCATTAGAATTTAGTGTAGAATGTCTTATATGCGATG
ACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGC
CCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGACATCCTCAACCTTCTTGGTTTTCTT
GATCAAGAAGGCTTGGAATTTGGAGGTTTTTGCTGGCCTCCCTTTCGAAGCCAGCTCCTCTTAAAC
GAATTAGTGGGTTTGACCTTGTCGATCCTCGACGTGATAAGATGTTTCTACGTCTTGGGATGGAGC
AAAGAAAACCTGCTTCTAATCGTCTCTTCGGAGACATCGTTCGGGCCTACCGCCTTTCATTAGGTG
GGAAGCTCGACCCACGAAACCTTGACCTCAAATCGG

Russula aff olivobrunnea

GAGGTGCAGGGCTGTCGCTGACCCTCAAGGTCGTGCACGCCCGAGCACGCTCTCACACAATCCA
TCTCACCCCTTTGTGCATCACCGCGTGGGTCCCCCCCTTTGTGGGGGGGCTTGCGTTTTCACATA
AAACTCGATACAGTGTAGAATGTTCTTTTTTGCGGTCACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAA
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TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGT
TTGAGTGTCGTGAAATTCTCAAAAACCCTTTCCTTTGATCGGATTTTTGGACTTGGAGGTTCAATGC
TCGCCTTCAGCTTTTGAAAGCGAGCTCCTCTCAAATACATTAGTGGGGTCCGCTTTGCTGGTCCTT
GACGTGATAAGATGTTTCTACGTTTTGGATTTGGCACTGTCCCTTTGGATCCTGCTTCCAACTCGT
CCGTCTCACGGACAACGATGGTGCTCCGGTCACCGCCATTTACATCGGCGGGAGGCTGGACCCA
CAAAAACGAACC

Russula americana

GCGGAAGGATCATTATCGTACACCTGAGGTGCAAGGGCTGTCGCTGACTTTTGTCGTGCACGCC
CGAGTGCTCTCAAAAACAATCCATCTCACCCTGTGCACCACCGCGTGGGTCACCCTTCCGGCTCG
TCCGGAGGGGGGGCTTGCGTTTTCACACAAACTCGATACAGTGTAGAGTGTCTTTTGCGATAACA
CGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCT
TGGCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAATTCTCAAAAGCCTTTCTTTTGAAAGG
GTTTTGGACTTGGAGGCTTTTTGCTGGCTTTCACCTCGAAGCGAGCTCCTCCCAAAGGAATTAGT
GGGGTCCGCTTTGCCGATCCTTGACGTGATAAGATGCTTCTACGTCTCGGATTTGGCGATGCCTC
TTGGGCACCTGCTTCTAACCGTCCTCATGGACAATGATGGCGTCCCGGTCACCACCGTTTCATCG
GTCGGGAGGCTTGGCCCACCAAAAAAACCTTGACCTCAAATCGG

Russula griseascens

TATCGTACAACCGAGGTGCGAGGGCTGTCGCTGACTTTTTTTGTCGTGCACGCCCGAGTGCTCTC
ACACAATCCATCTCACCCCTATGTGCACCACCGCGTGGGGTCCCTCTTTGGCTCGCTCCGAGGG
GGGGCTCGCGTTTTCACACAAACTCGAAGCAGTGTAGAATGKCTTTTTTTTTTTTGCGATGACACG
CAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTG
GCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAATTCTCAAAAGCCCTTCCTTTGGTGGAGA
GGATTTTGGACTTGGAGGTCATTTGCTGGTTTCACCTTGAAGCGAGCTCCTCCCAAATGGATTAGT
GGGGTCTGCTTTGCCGGTCCTTGACGTGATAATATGTTTCTACGTCTCGGGTTTCTGCACTGTACC
TCTGCTTCTAACCGTCTCATTGACAACGATGGTGTTCCGGTCACCGCCGATTCATCGGTGGGAGG
CTCGACCCACAAAACGACCTTGACCTCAAATCGG

Russula murrillii

CCGAGGTGCAAGGGCTGTCGCTGACCCTCAAAGGTTGTGCACGCCCAAGCGCTCTCACACATCC
ATCTCACCCCTTTTGTGCATCACCGCGTGGGCCCCCCTTTGCAGGAGGGCTTGCGTTTTCACATA
AAACTTGATACAGTGTAGAATGTTTTTCTTTTGCAGTCACATGCAATCAATACAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGT
TTGAGTGTCGTGAAATCATCAAAACCCCTTTCTTTTGATCCCTATTGTGGTCAGGAAAAGGATTTTT
GGACTTGGAGGTCTCATGCTTGCTTTTGCTTTCAAAAGCGAGCTCCTCTCAAATGAATTAGTGGGG
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TCTGCTTTGCTGGTCCTTGACGTGATAAGATGTTTCTACGTTTTGGATTTGGCACTGTCCCTTGGA
CGCCTGCTTTTAACTGTCTCTCGAGACAATGATGGTGCTTCGGTCACCGGCCAATCTACATTGGC
GGGGGAGGCTGGACCCACAAAAAAAAAGACCTTGACCTCAAATCGG

Russula nigrodisca

GCGGAAGGATCATTATTGTAAAGCCGAGGCGCGAGGGCTGTCGCTGACCTTTTCGGTCGTGCAC
GCCCGAGCGCTTTCACACAATCCATCTCACCCCTTGTGCACCCACCGCGTGGGTCCCTTTTTGGC
TTGTCCGGAGGGGGGCTCGCGTTCTCACACAAACTTGAAGTAGTGTAGAATGTCCATTTTTTGCG
ATAACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGC
GCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAATTCTCAAAAGCCCTTTCTTTT
TTGGTCATTTTTGACCGCGGAAAGGATTTTGGACTTGGAGGCCCTTTGCTGGTTTCGCCTTGAAG
CGAGCTCCTCCCAAATGTATTAGTGGGGTCTGCATTGTCGGTCCTTGGCGTGATAAGTTGCTTTTA
CGTCTTTTGGATTTTTGGCTCTGTACACCTGCTTCCAACCGTCTGGTTGACAAATGATGGTGCTCC
GGTCGCCACCGATTTTTCGGTGGGAGGCTTGACCCACGAAAGAAACCTTGACCTCAAATCGG

Russula olivacea

TTTCCCCAACGGAGTCCCGTGCTTGTGCGCCGAGTTCAAGACTGTCCCCTCCAGAAAACTTTGGT
GTCCATCGTCCCCCACTGCGTAGGCTGTGGTCGGATTTGGAGTAATCGGCCCTTGTCTAGCCAG
GGAAGCAATTCCGCAGCTAGCAGGACTCACCGAGTTGGTCTTAGGAGATCAGGGCACGTCATCT
GTCGCGCGGGTGCGCCGTGTCCCTCGTAGACCTTTATACCTCGCGTTTTCACACAAACCTCTGAT
ACAGTGTAGAATGTTATTTTTACCTTTTGCGGTCACACGCAATCAATACAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGA
GTGTCGTGAAATCATCAAAACCTTTTCCTCTTTGATCCCAAATTTATTTTGGTCGGGAAAAGGATTT
TGGACTTGGAGGTTCCATGCTCGCCTTCTTTTGAAAGCGAGCTCCTCTCAAATGAATCAGTGGGG
TCCGCTTTGCCGATCCTTGACGTGATAAGATGCTTCTACGTTTTGGATTTGGCACTGTCCCTTGGA
TGCCTGCTCCTAACCGTCCCATGGACAATGATGGTGCTCCGGTCAACCGCCGTCTACGTTGGCG
GGGGGAGGCTGGACCCAC

Russula romagnesiana

GCGGAAGGATCATTATCGIACAATGGGGGTACGACGGCTGTCGCTGACTTTTTCAAAAAGTTGTGC
ACGCCCGAGTGCTCTCACATACAAATATCCATCTCACCCCTTTGTGCATCACCGCGTGGGTCCCC
TTCCTCGGAAGGGGTGCTCACGTTTTTAACATTAAACACCCATTCGAACGTAGTGTAGAATGTTCT
TTGCGCGATGACGCGTGATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACCTTGCGCCCCTTGGCATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAACATCCTCAACCTG
CTTTGGTTTTACCGAACCAAAGTAGGCTTGGAATTTGGAGGTTTTCTGCTGGCCTCCTCCGAAGCC
AGCTCCTCTTAAATGTATCAGTGGGATCCGCTTTGCTAGATCCTCGACGTTGATAAGATGTTTCTA
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CGTCTTGGGTTTCGCTCGGGAAGGACCTGCTTCTAACCGTCCCATCAGGGACATTGATCGAGCC
GATCGCCCTTCACGGGGTGGGAAGCTTTCGACCCATGAAACCTTGACCTCAAATCGG

Russula sp

GCGGAAGGATCATTATCGTAACAATGGGGGTGCAAGGGCTGTCGCTGACCTTCAAAGGTTGTGC
ACGCCTGAGCATCCTCACACATCCATCTCACCCCTTTGTGCATCACCGCGTGGGTCTCCTTTTCAC
AAAGGAGCTCACGTTTTCACACAAAACTTGATACAGTGTAGAATGTTATCTTTGCGGTCACACGCA
ATCAATACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCCCTTGG
CATTCCGAGGGGCACACCCGTTTGAGTGTCGTGAAACCCTCAAAAATCCTTTTTGGACTTACTGAA
AAGGATTTTTGGACTTGGAGGTTTAATGCTTGCCTTTCACCTTTTGAAAGTGAGCTCCTCTCAAATG
AATTAGTGGGGGTCTGCTTTGCTCGATCCTTGACGTGATAAGATGTTTCTACGTTTTGGATTTTGG
CACTGTTCCTTGGACGCCTGCTTCTAACTGTCTCACAGACAATGGATGGTGCTCCGGTCCCTACC
GTCTAACGTCGGTGGGAGGCTGGACCCACGAATGAAAACCTTGACCTCAAATCGG
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