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RESUMEN

Lactarius deliciosus y L. salmonicolor son dos de las especies de hongos silvestres comestibles
mas citadas en México. Pertenecen a la seccion Deliciosi debido a que exudan latex de color
anaranjado y se asociacion con arboles de la familia Pinaceae. Estudios recientes confirman que
la distribucion de estas dos especies se encuentra restringida a Europa y el uso de estos dos
nombres en Norteamérica es erroneo. Por lo tanto, las especies mexicanas identificadas bajo
estos dos nombres no corresponden con dichas especies y es necesario aclarar su identidad
taxonodmica y establecer sus relaciones filogenéticas. Se secuenciaron los espaciadores internos
transcritos (ITS) y el gen 5.8s del ADN ribosomal nuclear para realizar los andlisis filogenéticos
mediante maxima verosimilitud e inferencia bayesiana. La descripcién morfologica se baso en
el estudio macro y microscopico de los ejemplares estudiados. Los analisis filogenéticos
mostraron que los ejemplares identificados como L. deliciosus de México se ubican dentro de
un clado con bajo soporte que incluye ademas ejemplares de Estados Unidos y Canada. Este
clado norteamericano no se encuentra estrechamente relacionado con L. deliciosus de Europa.
Con base en la morfologia se reconocieron tres morfotipos asociados con Pinus, uno de los Altos
de Chiapas, uno de la Sierra Madre Occidental y otro del Eje Volcanico Transmexicano. Los
caracteres morfoldgicos que mostraron variacion en los ejemplares fueron las laminas, esporas,
macrocistidios y pseudocistidios. Los analisis filogenéticos mostraron que la especie
identificada como Lactarius salmonicolor de México, no corresponde con dicha especie y el
taxa més relacionado es L. aestivus del oeste de Estados Unidos. Difiere de esta uUltima
principalmente en la abundancia de los macrocistidios, tamafio del basidioma y su distribucion.
Las especies de latex anaranjado identificadas como L. deliciosus con distribucion en
Norteamérica y asociadas con Pinus estan estrechamente relacionadas y es posible que
representen especies nuevas, sin embargo, la region de los ITS no es un caracter Util para
delimitar los taxones en este grupo. Los hongo mexicano que exuda latex anaranjado, que crece
asociado con Abies religiosa y que comunmente es determinado como L. salmonicolor, presenta
diferencias morfologicas, genéticas y biogeogréaficas con respecto a L. salmonicolor de Europa,

razon por la cual la consideramos como una especie nueva.
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1. INTRODUCCION

El género Lactarius (Pers.) 1797 pertenece a la familia Russulaceae Lotsy 1907, un grupo de
hongos Basidiomycota de amplia distribucion, que se asocian a las raices de varias plantas, para
formar la ectomicorriza, una simbiosis mutualista muy extendida en diversos bosques frios,
templados y en algunos tropicales (Taylor y Alexander 2005). Ademas, las especies de la familia
Russulaceae presentan en su estructura reproductiva o basidioma la trama heteromera, que es
una combinacién de tipicas hifas filamentosas con células globosas que se conocen como
esferocistos, esta organizacion celular le confiere una consistencia quebradiza a diferencia de la
mayoria de hongos agaricoides que tienen una consistencia fibrosa (Miller y cols. 2006).
También presentan esporas con ornamentacion amiloide y cistidios en el himenio, dichos
cistidios son grandes en la familia Russulaceae y se conocen como macrocistidios (De Crop y
cols. 2017). Dentro de Russulaceae se reconocen otros tres géneros: Lactifluus (Pers.) Roussel
1810, Multifurca Buyck y V. Hofstetter 2008 y Russula (Pers.) 1796. Morfol6gicamente
Lactarius se distingue porgue sus especies exudan un liquido, llamado latex, al romper cualquier
parte de su basidioma, la superficie del sombrero o pileo presenta una capa viscosa o0 pegajosa,
y a menudo presenta un patron de coloracion en forma de circulos concéntricos, alternando
claros y obscuros, llamadas zonaciones. Ademas, se distribuye por lo general en bosques
templados y frios. El género Lactifluus también exuda latex, pero en mayor cantidad que
Lactarius, ademas, la superficie del pileo es seca y aterciopelada, no presenta zonaciones y su
distribucion es mas tropical. Multifurca es el género que presenta menos especies, las cuales
pueden o no exudar latex, pero se distingue de Lactarius porque sus laminas presentan un patron
de bifurcaciones consecutivas. Por su parte, Russula no exuda latex y presenta una mayor
cantidad de esferocistos en su cuerpo reproductivo con respecto a Lactarius (Buyck y cols. 2008,
De Crop y cols. 2017).

Se conocen aproximadamente 420 especies de Lactarius a nivel mundial (Rinaldi y cols.
2008). Las especies del género presentan numerosos nombres populares tales como enchilado
u hongo azul, que se les da en las diferentes regiones donde crecen, y el uso varia segun éstas,
pasando desde la alimentacion, con una presencia importante en toda la gastronomia tradicional,

al uso medicinal, y también se encuentran presentes en numerosos aspectos de la literatura oral
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popular (Verde y cols. 2015). La forma del basidioma a menudo es agaricoide, con pileo,
ld&minas y pie o estipite central, sin embargo, existen algunas formas pleurotoides, es decir con
el estipite lateral y reducido, otras secotioides, sin ldminas bien definidas y fusionadas, o
gasteroides, de forma globosa, que anteriormente eran clasificadas bajo los géneros Pleurogala
(Redhead y Norvell 1993), Arcangeliella (Cavara 1900) y Zelleromyces (Singer y A.H. Sm.
1960), respectivamente (Miller y cols. 2002, Verbeken y cols. 2014).

En el género Lactarius se reconocen tres subgéneros: Lactarius (anteriormente llamado
Piperites), Russularia (Fr. ex Burl.) Kauffman 1908 y Plinthogali (Burl.). La division
infragenérica de Lactarius se ha corroborado a nivel de subgénero con base en datos
moleculares, con excepcién de un pequefio grupo de hongos angiocarpicos (que presentan velo).
La mayoria de las especies en estos tres subgéneros son gimnocarpicas (sin velo), sin embargo
existen especies con habitos angiocarpicos en los tres subgéneros, dichas especies
evolucionaron de forma independiente en estos tres grupos (Verbeken y cols. 2014).

1.1 Subgénero Lactarius

La especie tipo del subgénero es Lactarius torminosus (Schaeff. Pers. 1797). Las
especies clasificadas dentro de este subgénero con frecuencia son de clima templado y
morfolégicamente se caracterizan por presentar pileo viscido, glutinoso o seco, a menudo
zonado, nunca rugoso, granuloso o velutinoso, a veces tomentoso o pubescente en el margen, el
estipite a menudo es escrobiculado y el sabor con frecuencia es picante, amargo o desagradable
(Verde y cols. 2015). El subgénero Lactarius ha sido dividido en seis secciones taxonémicas,
esto con base en caracteristicas como el color del basidioma, del latex, la abundancia de
macrocistidios y la distribucién geogréafica (Porras 2014). Las secciones reconocidas hasta el
momento son: Lactarius (= Torminosi), Deliciosi (Fr.) Redeuilh, Verbeken y Walleyn 2001,
Zonarii (Quel.) Bon 1980, Scrobiculati Hesler y A.H. Sm. 1979, Colorati (Bat.) Hesler y A. H.
Smith 1979 y Uvidi (Konrad) Bon 1979.



1.2 Seccion Deliciosi

En la mayoria de las especies del género Lactarius el latex es blanco, pero en algunas
especies es de color anaranjado, rojo o azul. Las especies que presentan estos Ultimos colores se
han clasificado taxondmicamente en la seccion Deliciosi (= Dapetes), en donde se incluyen a L.
deliciosus (L. Gray 1821), L. sanguifluus (Paulet Fr. 1838), y L. indigo (Schwein. Fr. 1838), con
latex de color anaranjado, rojo y azul, respectivamente (Heilmann-Clausen y cols. 1998). Sin
embargo, recientemente se incluyeron en la secciéon Deliciosi a L. porninsis (Rolland, Bull.
1889), y L. splendens (Hesler y A.H. Sm. 1979), estas dos especies exudan latex de color blanco.
El nimero total de nombres publicados en Lactarius seccion Deliciosi asciende a 80, 41 de
Europa, 21 de América y 18 de Asia, y actualmente se aceptan 46 taxones (39 especies y 7
variedades) (Nuytinck 2005, Nuytinck y cols. 2007, Nuytinck y Ammirati 2014: Nuytinck y
cols. 2015: Wang y cols. 2016: Nuytinck y cols. 2017). Practicamente, todas las especies de la
seccion Deliciosi son comestibles y varias especies son comercializadas en fresco, en seco o
enlatadas (Nuytinck 2005).

1.3 Caracteres morfoldgicos de importancia taxondmica en el género Lactarius seccidon

Deliciosi.

Basidioma - En la seccion Deliciosi, el basidioma generalmente se mancha de color verde
al madurar, la mayoria son de tipo agaricoide pero también hay gasteroides como Lactarius
rubriviridis (Desjardin, H.M. Saylor y Thiers 2003). La coloracién es un caracter importante
que debe ser evaluado en fresco, porque una vez que los ejemplares son secados por el proceso

de herborizacion pierden muchas de sus caracteristicas.

Pileo - A diferencia del género Russula, las especies de Lactarius generalmente no exhiben
colores como rojo brillante, amarillo o rosado en la superficie del pileo, mas bien presentan
tonos cafés (Verbeken 1997). El color del pileo es un caracter importante a nivel de especie ya
gue a menudo da informacion en divisiones infragenéricas. En la seccion Deliciosi el pileo
presenta colores llamativos como anaranjado, rojo o azul, y a menudo es viscoso o glabro, sin

embargo estos ultimos caracteres dependen en gran medida de las condiciones ambientales. Con
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respecto a las zonaciones, hay variacion, ya que en algunos ejemplares son muy evidentes y en
otros estan practicamente ausentes. Cuando las especies son jovenes a menudo presentan borde
glabro a ligeramente tomentoso y a veces presentan margen no estriado o estriado por
transparencia cuando adultos. Existen algunos taxones que presentan variacion en el color del
pileo dependiendo de la edad, como es el caso de L. chelidonium (Peck 1872), citado para
Estados Unidos y México, el cual presenta un pileo anaranjado con tonos azules cuando es
joven, variacion que también se ha observado en las especies europeas L. quieticolor (Romagn.
1958), y L. hemicyaneus (Romagn 1958) (Heilmann y cols. 2000).

Estipite - El estipite tiene una forma cilindrica y es ligeramente atenuado en la base, el
color es semejante al del pileo (anaranjado, azul, o rojo), aunque a veces es palido y su superficie
generalmente es viscosa o0 seca. En la union del estipite con el pileo se presentan tonos blancos.
La presencia o ausencia de escrobiculas ha sido un caracter utilizado con frecuencia para la
identificacion de las especies dentro de la seccion (Nuytinck 2005). Las escrobiculas han
mostrado ser muy variables en las especies americanas de la seccion Deliciosi, por lo tanto deben
ser analizadas con cuidado, ya que las condiciones ambientales tienen un efecto importante

sobre este caracter.

Laminas - El color de las ldminas normalmente es del color del latex, s6lo que un poco mas
palido. Esta coloracion es causada por la presencia de numerosas hifas laticiferas a lo largo de
la trama, dando a la ldmina estas coloraciones tan llamativas (Nuytinck y cols. 2005). La
distancia entre las laminas es una caracteristica importante para diferenciar ciertas especies,
pueden ser distantes, juntas, 0 muy juntas, aunque la distincién entre juntas y muy juntas es

arbitraria.

Latex - El latex, a diferencia del género Lactifluus no es tan abundante en Lactarius, sin
embargo siempre se observa muy bien al ser exudado. El latex en la seccién Deliciosi
generalmente es de color anaranjado, rojo o azul, sin embargo, recientemente se incluyeron dos
especies de latex blanco (L. porninsis y L. splendens). El color brillante del latex es causado por
la presencia de sesquiterpenos de azuleno e hidroazuleno (Nuytinck y cols. 2005). En algunas
especies cambia de color al entrar en contacto con el aire, debido a una reaccion enzimatica,
caracteristica importante para separar a las especies de esta seccion. El sabor del latex es
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importante para separar las especies, el sabor puede ser dulce, amargo, picante o practicamente

no exhibir sabor.

Esporas - Las caracteristicas de las esporas son importantes para delimitar las especies de
esta seccion. El intervalo de tamaiio es de aproximadamente 6 a 7 um de ancho y alcanzan hasta
12 um de largo. Este caracter presenta variacion en especies relacionadas, tal es el caso de L.
indigo var. diminutivus con esporas relativamente pequefias (7.0-8.2 x 5.5-6.4 um), mientras
que en L. indigo var. indigo son mas grandes (7.0-9.2 x 5.3-6.8 um). Los miembros de la
seccion Deliciosi presentan esporas con ornamentacion amiloide, es decir, que se tifie de color
morado o azul con reactivo de Melzer. El patron de ornamentacion consiste en crestas de
diferente grosor formando un subreticulo o reticulo incompleto, en algunas especies el reticulo
se encuentra mas definido gue en otras, también presentan algunos elementos aislados o dentro
del reticulo, Ilamadas verrugas. Hay especies que presentan una ornamentacion mas densa, y
generalmente el reticulo se encuentra bien definido, como en L. barrowsii (Hesler y A.H. Sm.
1979), L. rubriviridis y L. cyanopus (Basso 1979). La altura de la ornamentacion comdnmente
vade los 0.3 a 1.0 um (Nuytinck y cols. 2005).

Basidios - Los basidios no han sido considerados de importancia taxondmica, ya que en
general no presentan mucha variacion. Las caracteristicas que son evaluadas en los basidios son:
la forma, el tamafio y el contenido. La forma de los basidios es generalmente claviforme y el
tamafio va de los 40 a 60 um (Figura 1) (Nuytinck y cols. 2005). El contenido del basidio es
variable, puesto que algunas especies presentan gotas de aceite y se observa una textura rugosa

también llamada contenido granuloso.

Cistidios - Los cistidios en la seccion Deliciosi han sido un caracter que recientemente
ha ayudado a delimitar las especies con base en morfologia, principalmente los cistidios
verdaderos o macrocistidios, que dependiendo de su posicion en la lamina se dividen en

pleurocistidios y queilocistidios. También presentan pseudocistidios o falsos cistidios.

Pseudocistidios - Estas estructuras son prolongaciones de las hifas laticiferas que no

presentan un septo basal, y en algunos casos sobresalen del himenio, en las especies que no



sobresalen del himenio son dificiles de observar, ya que el pice a menudo es hialino (Figura 1)
(Nuytinck 2005). Es importante tomar en cuenta la abundancia y cuanto sobresale del himenio.

Macrocistidios - Los verdaderos cistidios, a diferencia de los pseudocistidios, no estan
conectados a las hifas laticiferas y presentan un septo basal, presentan un &pice capitado o
moniliforme y a veces tienen contenido granuloso, se clasifican en pleurocistidios y
queilocistidios dependiendo su ubicacion en la lamina (Figural) (Verbeken 1997: Nuytinck
2005).

Pleurocistidios: Se encuentran ubicados a los lados de la lamina y generalmente son mas
grandes que los queilocistidios. La presencia y abundancia es importante para separar a las

especies (Figura 1).

Queilocistidios: Estas células se ubican en el borde de la lamina mezclados con las
células marginales, son muy parecidos a los pleurocistidios pero mas pequefios y al parecer es

un caracter muy variable en esta seccion (Figura 1).



Trama
Himenio himenoforal  Subhimenio

Queilocisitido

Figura 1. 1) Corte de una lamina donde se observa la orilla o el borde y la parte media (barra

de escala = 100 um). 2) Partes principales de la lamina asi como las células presentes.

De manera general estos caracteres se consideran de importancia taxonomica (Kong 1995),
es por eso que no se describen las caracteristicas de otras estructuras como el contexto, las
células marginales, basidiolos y forma de las esporas. Los caracteres a nivel macroscopico que
presentan mayor variacion son: el color, forma, y tamafio del pileo; asi como el tamafio y
presencia o ausencia de escrobiculas en el estipite; y el color del latex, el cambio y tiempo de
cambio de color del latex en el contexto (Nuytinck y cols. 2007). Los caracteres microscopicos
con mayor variacion son: el tamafio, patron de ornamentacion y altura de la ornamentacion de
las esporas; asi como el tamafio, forma y abundancia de macrocistidios. Estos caracteres tanto
macro como micro han servido para delimitar algunas especies descritas recientemente
(Nuytinck y cols. 2006).

Debido a la escasa variacion en los caracteres macroscopicos, existe diversidad de especies
cripticas, el estado de muchos taxones es dudoso y se citan muchas variedades en la literatura,
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ademés, hay especies que son similares y es fécil confundirlas en campo cuando sus

distribuciones se sobreponen (Nuytinck y Verbeken 2003: Wang y cols. 2015).

1.4 Caracteristicas ecologicas de la seccion Deliciosi.

Los miembros del género Lactarius seccion Deliciosi forman ectomicorrizas con
hospederos que pertenecen a las familias Pinaceae Spreng. ex F.Rudolphi 1830 (comUnmente
con Pinus (L.) 1753, pero también con Abies (Mill.) 1754, Picea (A. Dietr.) 1824, Larix (Mill.)
1754, Tsuga (Endlicher) Carriére 1855 y Pseudotsuga (Carr.) 1867) o Fagaceae (Quercus (L.)
1753 y Castanopsis (D. Don) Spach 1841). Por consecuencia su distribucion se limita en gran
parte al hemisferio norte, aunque algunas especies han sido introducidas en el hemisferio sur
(Nuytinck 2005). También se ha documentado una alta especificidad hacia su hospedero a nivel
de género, en las especies europeas. Lactarius salmonicolor se asocia exclusivamente con Abies,
L. deterrimus (Groger 1968) y L. fennoscandicus (Verbeken y Vesterh. 1998), con Picea, L.
porninsis con Larix y todas las demas especies europeas estan asociados con Pinus, la asociacion
a diferentes géneros de especies vegetales es considerado un caracter ecolégico importante para
separar especies muy relacionadas. Sin embargo, esta especificidad, ademas de datos ecoldgicos
y de distribucion, no estd bien documentada para las especies del continente americano
(Nuytinck 2005).

En Norteamérica existen especies asociadas con Quercus, Abies, Larix, Picea y Pinus,
siendo mas numerosas las asociadas con Pinus. Debido a que la mayoria de los bosques de
coniferas de Norteamérica son mixtos, en algunas especies es dificil asignar el hospedero,
ademas algunas especies estan asociadas a mas de un hospedero, como Lactarius indigo que se

ha reportado asociado a Pinus y Quercus (Nuytinck y cols. 2007).

1.5 Posicion taxondmica de las especies americanas de la seccién Deliciosi.

Los representantes de la seccion Deliciosi en Norteamérica son claramente diferentes a las

especies europeas Y asiaticas, ademas, al parecer la riqueza de especies es mayor (Nuytinck y
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cols. 2007). Para el afio 2007 se habian confirmado 11 especies exclusivas de Norteamérica,
Lactarius barrowsii, L. indigo, L. miniatosporus (Montoya y Bandala 2004), L. paradoxus
(Beardslee y Burl. 1940), L. pseudodeliciosus (Beardslee y Burl. 1940), L. rubrilacteus (Hesler
y A.H. Sm. 1979), L. rubriviridis, L. salmoneus (R. Heim Leclair, 1950), L. subpurpureus
(Peck, 1878), L. aurantiosordidus (Nuytinck y S.L. Miller, 2006) y L. thyinos (A.H. Sm. 1960)
(Nuytinck y cols. 2007). Recientemente se describieron para la seccion Deliciosi a L. aestivus y
se reubico a L. splendens dentro de esta seccion, ya que dicha especie fue clasificada
anteriormente por Hesler y Smith dentro del subgénero Russularia seccién Russularia, por lo
tanto el nimero total de especies aceptadas con base en morfologia y datos moleculares para
Norteamérica son 13 (Nuytinck y cols. 2014, Nuytinck y cols. 2017). Lactarius chelidonium y
su variedad chelidonioides del este de Estados Unidos son aceptadas por muchos taxénomos,
sin embargo, presentan problemas taxonémicos, ya que sélo hay dos ejemplares de los cuales
se tiene secuencia de &cido desoxirribonucleico (ADN), aunque morfolégicamente parecen ser
diferentes a otras especies de latex anaranjado, como las variedades de L. deliciosus citadas para
Estados Unidos (Nuytinck y cols. 2006, Nuytinck y cols. 2007). Por otro lado las especies
norteamericanas de latex anaranjado citadas para Estados Unidos, asociadas con Pinus y
nombradas provisionalmente como L. deliciosus o variedades de L. deliciosus, también
presentan problemas taxonémicos ya que forman un complejo de especies cripticas, es decir, se
han clasificado bajo el mismo nombre (L. deliciosus) a dos o mas especies debido a que
morfolégicamente son indistinguibles y generalmente sélo son separables por datos moleculares
(Bickford y cols. 2006).

Algunas especies europeas que han sido citadas para Norteamérica son L. deliciosus y L.
deterrimus en Estados Unidos, ambas de latex anaranjado (Hesler y Smith 1979). Es importante
mencionar que con base en analisis filogenéticos recientes, las especies de la seccion Deliciosi
citadas para Estados Unidos con nombres europeos, forman un clado separado y son especies
diferentes de las europeas, sin embargo, el analisis no resuelve cuantas especies de latex
anaranjado se distribuyen en Estados Unidos, debido a esto, no se han propuesto nombres
nuevos (Nuytinck y cols. 2006).



Para México se han registrado a las especies norteamericanas L. indigo, L. subpurpureus,
L. salmoneus var. curtisii, L. barrowsii y L. chelidonium var. chelidoniodes. También para
México se han citado las especies europeas L. deliciosus y su variedad olivaceosordidus, L.

salmonicolor, L. deterrimus y L. sanguifluus (Kong 1995).

1.6 Complejo Lactarius deliciosus en México

Como se mencion6 anteriormente, para México se han reportado las especies de latex
anaranjado Lactarius deliciosus y L. deterrimus, de los bosques de Pinus. La variedad tipica de
L. deliciosus se describe en la literatura como una especie de tamafio mediano a grande, con
pileo de color anaranjado claro a anaranjado rojizo, con zonaciones de color mas oscuro, que se
mancha de color verde al madurar o al maltrato, latex sin cambio de color y con el estipite
escrobiculado (Kong 1995). Es poco probable que la coleccion citada como L. deterrimus para
México corresponda con dicha especie, debido a que fue citada de un bosque de Pinus, lo cual
no concuerda con el material europeo, ya que esta especie se distingue por crecer asociada con
arboles del género Picea (Nuytinck y Verbeken 2007). Lo mismo sucede con las variedades de
Estados Unidos Lactarius deliciosus var. deterrimus y piceus, citadas de bosques de Picea, la
mayoria de los mic6logos consideran a estas variedades como sinénimos taxonémicos (Kong
1995).

Con base en los estudios realizados en Estados Unidos, las especies europeas de la seccion
Deliciosi no se distribuyen en América, por lo tanto, las especies mexicanas también son
potencialmente especies nuevas para la ciencia (Nuytinck y cols. 2007). Se ha observado
variacion morfoldgica en las colecciones identificadas como Lactarius deliciosus provenientes
de diferentes estados de la Republica Mexicana, por lo que es probable que exista mas de una
especie de latex anaranjado en México asociada con Pinus. Las especies de latex anaranjado son
muy dificiles de separar en campo, ya que son muy parecidas morfolégicamente y por lo tanto,
el nimero total de hongos con latex de color anaranjado pertenecientes a la seccion Deliciosi en

México no se conoce con exactitud (Kong 1995).
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En México también se ha citado de los bosques de Abies a Lactarius salmonicolor (R. Heim
y Leclair, 1953), una especie descrita para Europa. Los ejemplares mexicanos identificados bajo
este nombre europeo, son similares en muchos caracteres morfoldgicos a la especie europea,
ademas de que crecen asociadas con arboles del género Abies, no obstante, presentan diferencias
en caracteres microscopicos, por lo tanto lo mas probable es que también sea una especie aun

no descrita.

Tanto L. deliciosus como L. salmonicolor sensu auctores mexicanos son consideradas
comestibles y conocidos en la region central como “enchilado de ocote” y enchilado de oyamel”,
respectivamente (Guzméan 1977, Boa 2005). Debido a que son parte de la dieta de muchas
comunidades que viven cerca de los bosques y a su caracter ectomicorrizico, son de las especies
del género Lactarius mas citadas en la literatura sobre hongos comestibles en México (Robles

y cols. 2007, Pacheco-Cobos y col. 2015, Franco-Maass y col. 2016, entre otros).

1.7 Evidencia molecular como una herramienta para resolver complejos de especies

cripticas

Aunque la biologia molecular no es la panacea, en trabajos de sistematica filogenética, este
enfoque ha sido de mucha ayuda para abordar problemas que no se podrian resolver con base
en la morfologia (Hillis y Dixon 1991). Con la implementacion de métodos moleculares para la
identificacion de hongos y microorganismos en general, se han podido estudiar y ampliar el
namero de especies, lo que provee informacion valiosa para areas como biodiversidad y
ecologia, ya que los hongos juegan un papel critico en el funcionamiento de los ecosistemas,
especialmente cuando forman asociaciones como son las micorrizas o los liquenes (Geml y cols.
2009). Dichos trabajos se basan en el estudio de las moléculas del ADN vy acido ribonucleico
(ARN) para obtener secuencias, que a su vez se obtienen mediante las técnicas de extraccion de
ADN, electroforesis, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion (Rentaria
2007).

Con el proyecto de Codigo de Barras para la Vida (The Barcode of Life Data System.

www.barcodinglife.org) se tratd de generar un marcador molecular para identificar a nivel de
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especie a todos los organismos, siendo el gen que codifica para la subunidad 1 de la citocromo
C oxidasa (COI) el marcador més eficiente en animales, por lo tanto es considerado el codigo
de barras para animales (Yeates y cols. 2011). Dicho gen ha sido dtil en algunos grupos de
hongos como el género Penicillium (Link, 1809), en el cual los cebadores son efectivos y
presenta variacion a nivel de especie, pero en la mayoria de los grupos de hongos no ha
funcionado, ya que es una region dificil de amplificar y ademas presenta muchos intrones
(Schoch y cols. 2012).

Para el reino Fungi se han propuesto una gran variedad de marcadores moleculares, algunas
de las regiones de ADN utilizadas en hongos han sido los espaciadores transcritos internos (ITS1
e ITS2), la subunidad pequefia del ribosoma (SSU), la subunidad grande del ADN ribosomal
(LSU) y la subunidad 2 de la ARN polimerasa (RPB2) (Schoch y cols. 2011). Sin embargo, el
marcador molecular méas utilizado es el de las regiones ITS, ya que ha sido muy eficiente como
una evidencia para explicar parte de la historia evolutiva de los hongos (Mahmoud y Zaher,
2015). Las regiones ITS son consideradas el codigo de barras para el reino Fungi, ya que son
regiones muy variables, razon por la cual en la mayoria de los grupos la identificacion de los
ejemplares es a nivel de especie, ademas desde el punto de vista operativo estas regiones son
faciles de amplificar, ya que se encuentran repetidas en el genoma, de ahi que sean sumamente
utilizadas tanto en estudios ecoldgicos como taxondmicos (Olivares y cols. 2008, Kéljalg y cols.
2013). Las regiones ITS en eucariotas; se encuentran ubicadas en el ADN gendémico nuclear,
dicho ADN se encuentra en tandems repetidos a lo largo del genoma, en cuyo arreglo las
regiones ITS1 e ITS2 se encuentran separando los genes 18S, 5.8S y 28S. Localizado antes del
gen 18S se encuentra el espaciador transcrito externo (ETS) y antes del ETS se encuentra el
espaciador no transcrito (NTS), también llamado espaciador intergénico, dicho espaciador
contiene elementos repetidos que sirven como potenciadores durante la transcripcion (Figura 2)
(Hillis y Dixon 1991).
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Figura 2. Organizacion del ADN ribosomal nuclear eucariotico.

Sin embargo, aun con las herramientas moleculares, llevar a cabo una correcta
identificacion de las especies aun representa un problema en el Reino Fungi, debido a la gran
diversidad que presenta este grupo, ademas de la ausencia de secuencias de referencia fiables.
A pesar de que hasta el afio 2012 la comunidad cientifica gener6 300,000 secuencias de las
regiones ITS, s6lo la mitad de ellas son aceptadas a nivel de especie, de las cuales s6lo se pueden
reconocer 20,000 especies, ya que hay muchas secuencias repetidas de una misma especie
(Kdljalg y cols. 2013).

En algunos géneros como Cantharellus (Juss., Gen. PIl. 1789), Tulasnella (J. Schrét. 1888),
Boletus (Gray, 1821) y Amanita (Pers. 1794), las regiones ITS no presentan suficiente variacion
para delimitar las especies, ademas no resuelven las relaciones filogenéticas, debido a que se
han implementado otros marcadores como la RPB2, la cual presenta mayor variacion
interespecifica que las regiones ITS, o el factor de traslacion y elongacion (TEF1) que es
considerado por varios autores como un codigo de barras adicional a las regiones ITS para
hongos (Schoch y cols. 2012, Ramirez y cols. 2015, Nilsson y cols. 2008, Stielow y cols. 2015).
Sin embargo en la familia Russulaceae donde se encuentra el género Lactarius, las regiones ITS
han servido muy bien para delimitar las especies y establecer en gran medida las relaciones
filogenéticas, ya que presentan suficiente variacion interespecifica y aun es aceptado como un

marcador molecular efectivo en trabajos de sistematica filogenética (Nuytinck y cols. 2007).
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1.8 Taxonomia integrativa, para delimitar taxones fungicos a nivel de especie

La taxonomia es central para explorar y entender la biodiversidad, esta ciencia se encarga
de caracterizar, clasificar y nombrar taxones. Se puede dividir en taxonomia alfa para categoria
de especie, y taxonomia beta que se ocupa de categorias superiores (Schlick-Steiner y cols.
2010). La taxonomia alfa es muy importante en biologia debido a que las especies son las
unidades basicas en multiples campos de estudio, y tanto delimitar como nombrar nuevas
especies es fundamental para describir la biodiversidad, ademas de la unica forma de asegurar
que los cientificos hablen acerca de la misma entidad (Pante y cols 2014). Debido a la crisis de
diversidad por la perdida acelerada de especies estos estudios se han incrementado, ya que
nombrar y listar nuevos taxones ayuda a los programas de conservacion a tomar en cuenta
especies en peligro de extincidn antes de que se pierdan (Schlick-Steiner y cols. 2010). Sin
embargo, proponer nuevas especies, asi como los caracteres y metodologias utilizadas para
dicho fin, son a menudo arbitrarias, es por eso que en un esfuerzo para reducir la inherente
subjetividad para nombrar nuevas especies, recientemente se estan utilizando criterios de

taxonomia integrativa para delimitar las especies (Fujita y cols. 2012).

La taxonomia integrativa fue formalmente introducida en el afio 2005 con la finalidad de
delimitar taxones utilizando diferentes tipos de informacion y metodologias, lo cual provocé un
debate acerca del tipo de caracteres y criterios usados para delimitar especies, la mayoria de los
taxonomos estan de acuerdo en que la forma mas eficiente de obtener hipotesis de especies
robustas es mediante la evaluacion de diferentes tipos de evidencia (DeSalle y cols. 2005, Pante
y cols. 2014). Para algunos autores como Will en 2005 la taxonomia integrativa debe dar
prioridad a los caracteres morfoldgicos porque presentan mayor complejidad y presumiblemente
un origen multigénico. Se han realizado intentos por concatenar caracteres morfoldgicos y
moleculares, asi como delimitar las especies con una matriz de genes concatenados. Sin
embargo la forma mas utilizada para delimitar las especies es mapear caracteres de diferentes
tipos, como ecoldgicos, de distribucidn, bioquimicos pero principalmente morfoldgicos en un

arbol generado por uno o mas marcadores moleculares (Yeates y cols. 2011).

En el Reino Fungi recientemente se han descrito muchas especies nuevas con base en
criterios de taxonomia integrativa, lo cual incluye resolver complejos de especies, esto como
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consecuencia de la gran diversidad criptica que presenta este reino. Algunos complejos de
especies que se han resuelto recientemente con base en taxonomia integrativa son: el complejo
Cantharellus cibarius (Fr. 1821), donde se describieron tres especies nuevas, Cantharellus
lewisii (Buyck y V. Hofstetter, 2011), C. altipes (Buyck y V. Hofstetter, 2011), y C. tenuithrix
(Buyck y V. Hofstetter, 2011), ademas se confirma que Cantharellus cibarius se distribuye

exclusivamente en Europa (Buyck y Hoffstetter, 2011).

Asi mismo, se ha observado diversidad criptica en el complejo Tricholoma scalpturatum
(Fr. 1872), en este grupo la especiacion ocurrio en simpatria, con base en datos moleculares se
confirmaron 3 especies diferentes a T. scalpturatum: Tricholoma inocybeoides (A. Pearson
1938), T. argyraceum (Bull. Gillet, 1874) y T. cingulatum (Almfelt, Jacobasch, 1890), dichas
especies sobrelapan su distribucion y al parecer T. inocybeoides es un taxén que se origind por
hibridacién de los ancestros de T. scalpturatum y T. argyraceum, por lo tanto también es la

especie mas reciente (Jargeat y cols. 2010).

El complejo Helvella lacunosa (Afzel. 1783) en Norteamérica también mostré diversidad
criptica y nombres mal aplicados, ya que esta especie solo es europea y se identificaron dos
especies nuevas para Norteamérica nombradas como H. vespertina (N.H. Nguyen y Vellinga,
2013) y H. dryophila (N.H. Nguyen y Vellinga, 2013) (Nguyen y cols. 2013).

Buyck y cols. (2008) demostraron que los géneros Russula y Lactarius eran parafiléticos,
esta naturaleza parafilética fue exhibida por la seccion de L. gerardii, ya que este grupo no
pertenece al subgénero Plinthogali, por lo que hoy en dia se reubicé en el género Lactifluus
como Lf. seccion Gerardii (Stubbe y cols. 2010, De Crop y cols. 2017). Particularmente en el
género Lactifluus, se resolvio el complejo Lf. gerardii (Peck, 1821) , donde se recuperaron 18
especies distinguibles con base en morfologia, razon por la cual este grupo fue elevado a seccién
(Lactifluus seccion Gerardii), dicha seccion estd compuesta por las especies Lf. gerardii, Lf.
atrovelutinus (J.Z. Ying, X.H. Wang, 2012), Lf. bicolor (Massee Verbeken, 2012), Lf.
ochrogalactus (Hashiya, X.H. Wang 2012), Lf. petersenii (Hesler y A.H. Sm. Stubbe, 2012) Lf.
reticulatovenosus (Verbeken y E. Horak. Verbeken, 2012), Lf. sepiaceus (McNabb, Stubbe,
2012), Lf. subgerardii (Hesler y A.H. Sm. Stubbe, 2012), Lf. wirrabara (Grgur. Stubbe 2012),
y el pleurotoide Lf. uyedae (Singer. Verbeken, 2012).
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Los caracteres morfologicos en combinacion con caracteristicas ecologicas, como la
asociacion con diferentes especies vegetales, ha ayudado a diferenciar a las especies similares
en apariencia de la seccion Deliciosi, tal es el caso de las especies europeas L. vinosus (Quél.
Bat, 1908) y L. sanguifluus que anteriormente se creia que eran la misma especie o se citaba a
L. vinosus como una variedad de L. sanguifluus (Nuytinck y Verbeken 2003). Sin embargo, a
pesar de ser uno de los grupos de hongos més citadas en la literatura debido a que son
comestibles, las especies de latex anaranjado americanas presentan problemas taxonémicos y

de nomenclatura.

Con base en andlisis filogenéticos recientes utilizando caracteres moleculares se ha
demostrado que L. deliciosus Unicamente se distribuye en Eurasia y el nombre ha sido mal

aplicado para las especies asociadas con Pinus en América (Nuytinck y cols. 2007).

De igual forma sucede con L. salmonicolor, una especie exclusiva de Europa y en
asociacion con Abies (Nuytick y cols. 2007), pero que ha sido reportada con frecuencia para los
bosques de Abies en el centro de México (Guzméan 1977). Seguramente las especies que se
desarrollan en nuestro pais son diferentes a las europeas y de ahi la importancia de aclarar la
identidad taxondmica de las especies con latex de color anaranjado, del complejo de especies L.

deliciosus, que crecen en México.

En hongos la clasificacion basada en morfologia presenta muchos errores, debido a esto
muchos grupos son artificiales y hoy en dia muchos mic6logos se estan enfocando en corregir

el estado taxondmico de la mayoria de los grupos.

2. ANTECEDENTES

A lo largo del tiempo se han usado diferentes nombres en la literatura para identificar
taxondémicamente a los hongos del género Lactarius que exudan latex de color anaranjado, rojo
o0 azul. El primero que establecié un nombre para agrupar a estos hongos fue Fries en 1821, el

nombre que utilizd fue Agaricus seccion Deliciosi y seccion Limacini, él mismo en 1838
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menciona Agaricus “tribu” Dapetes (Nuytinck 2005). Burlingham (1908) reconoce Lactarius
seccion Dapetes, pero ademas menciona Lactarius “grupo” Deliciosae, para referirse a los
Lactarius que exudan latex de colores. Posteriormente en Norteamérica, Hesler y Smith (1960)
usan erroneamente Lactarius seccidon Lactarius, basandose en que ellos consideraban a
Lactarius deliciosus como la especie tipo del subgénero Piperites (Nuytinck 2005). En 1979
Hesler y Smith ubican la seccion Lactarius a nivel de subgénero no obstante Redeulh en 2001
rectifica el nombre a Lactarius seccion Deliciosi (Nuytinck y cols. 2005), en consecuencia
algunos nombres que se habian utilizado anteriormente para referirse a la seccién Deliciosi tales
como Limacini, Dapetes o Lactarius son invalidos. A pesar de que en trabajos recientes los
autores aun utilizan el nombre Dapetes para referirse a la seccion Deliciosi (Verde y cols. 2015),

el nombre correcto es Lactarius seccion Deliciosi (Nuytinck y cols. 2005).

Hesler y Smith en 1979 publicaron su libro North American species of Lactarius, donde
se incluyen las descripciones taxondmicas de las especies del género Lactarius conocidas hasta
ese afo. Dichos autores definen morfol6gicamente a la seccion Lactarius —refiriéndose a lo que
hoy en dia es la seccion Deliciosi- como hongos con latex color amarillo, anaranjado, rojo, café
vinoso, parpura o azul cuando es exudado, y algunas veces cambiando de color a verde, con el

pileo y el estipite seco, presentando manchas verdes en muchos taxones cuando son dafiados.

La especie Lactarius deliciosus fue descrita para Europa por Gray en 1821, es el nombre
mas antiguo y mas utilizado de todas las especies que se incluyen dentro de la seccién Deliciosi
y ha sido aplicado a los hongos con latex de color anaranjado que crecen en asociacion con
Pinus (Nuytinck 2005). Hesler y Smith (1979) describieron cinco variedades de esta especie
para Norteamérica: L. deliciosus var. areolatus, var. deliciosus, var. deterrimus, var.

olivaceosordidus y var. piceus.

Estas variedades se distinguen por presentar diferencias en el tamafio de las esporas,
presencia 0 ausencia de macrocistidios, cambio de color del latex en el contexto y asociacion
con Pinus o Picea. El uso de numerosas variedades en este grupo de especies de latex anaranjado
que se distribuyen en Estados Unidos refleja la incertidumbre que existe para diferenciar a estos

taxones morfoldgicamente.
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La especie Lactarius salmonicolor fue descrita originalmente de Francia por Heim y
Leclair en el afio 1950 con el nombre de L. salmoneus, posteriormente Heim en 1953 le cambio
el nombre a L. salmonicolor debido a que ya existia una especie en Norteamérica descrita por

Peck Ilamada L. salmoneus (Kong 1995).

Lactarius. deliciosus y L. salmonicolor han sido reportadas para México: Entre 1929 y
1931, Gandara fue quien cité por primera vez una especie del género Lactarius (Lactarius
deliciosus) para México (Kong. 1995). Por su parte Heim en 1953 report6 a L. salmonicolor de

los bosques de Abies religiosa (HBK) Cham. et Schl. del Estado de México.

Recientemente se han citado Lactarius deliciosus, L. salmonicolor y otros ejemplares
que exudan latex color anaranjado como L. deterrimus y L. chelidonium de diferentes estados
de pais. Garibay-Orijel y cols. (2006) citan a Lactarius deliciosus y L. deliciosus var. deterrimus
del estado de Oaxaca. Otros estados en los que se ha reportado la presencia de L. deliciosus son
Chihuahua (Quifiones y cols. 2014), Durango (Diaz y cols. 2005), Jalisco (Herrera y cols. 2002),
Hidalgo (Hernandez y cols. 2007), Guanajuato (Doniz y cols. 2010), Estado de Meéxico
(Martinez y cols. 2007), Puebla (Pellicer y cols. 2002), Michoacan (Chavez y cols. 2009),
Veracruz (Cérdoba y cols. 2014), Chiapas (Robles y cols. 2005) y Tlaxcala (Montoya y cols.
2004) (Figura 3).
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Figura 3. Estados coloreados en anaranjado (Chih, Dgo, Jal, Mich, Gto, Hgo, Mex, Gro, Oax,
Cd. Mx., Tlax, Pue, Mor, Ver y Chis) representan estados de donde se ha citado a la especie
Lactarius deliciosus. Puntos verdes representan localidades de donde se obtuvieron ejemplares

identificados como L. deliciosus.

Lactarius salmonicolor ha sido reportada de algunos estados, tales como el Estado de
México (Burrola y cols. 2013), Michoacan (Sanchez 1980), Puebla (Pellicer y cols. 2002),
Chihuahua (Barraza 2014), Veracruz (Flores 2016), Tlaxcala (Montoya y cols. 2004) y Chiapas
(Chanona y cols. 2006) (Figura 4). En México, tanto L. deliciosus como L. salmonicolor sensu
auctores mexicanos son consideradas comestibles y conocidos en la region central como

“enchilado de ocote” y enchilado de oyamel”, respectivamente (Guzman 1977, Boa 2005).
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Fig 4. Estados coloreados de anaranjado (Chih, Mich, Gto, Hgo, Mex, Gro, Oax, Cd. Mx., Tlax,
Pue, Mor, Ver y Chis) representan estados de donde se ha citado la especie Lactarius
salmonicolor. Puntos verdes representan localidades de donde se obtuvieron ejemplares

identificados como L. salmonicolor.

Las especies europeas de latex rojo, L. sanguifluus y L. vinosus también presentan
problemas taxondmicos. Algunos autores consideraban a L. vinosus como una variedad de L.
sanguifluus. Nuytinck y cols. (2003) realizaron un estudio para clarificar el estado taxondmico
de estas dos especies, utilizando las regiones ITS para establecer una filogenia que explicara las
relaciones evolutivas y también llevaron a cabo una extensiva descripcion morfolégica. Los
analisis filogenéticos de maxima parsimonia y maxima verosimilitud (ML) revelaron que estas

dos especies forman dos clados diferentes. La hipotesis de que estas dos especies son diferentes
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fue apoyada por diferencias morfoldgicas, ya que en L. vinosus la superficie del pileo es un poco

mas palida y la ornamentacion es mas densa.

Nuytinck (2006) public6 un estudio taxondmico con las descripciones de las especies de
Lactarius seccion Deliciosi que se distribuyen en Norteamérica, sin embargo, con el material
que estudiaron del complejo de variedades L. deliciosus (variedad deterrimus, var.
olivaceosordidus, var. piceus y var. areolatus) descritas por Hesler y Smith, no fue posible
delimitar las especies desde un punto de vista morfoldgico, ya que L. deliciosus var, areolatus
es el Unico taxdn que presenta esporas claramente mas grandes. Los anélisis filogenéticos
utilizando secuencias de ADN (Arbol no reportado) indicaron que las especies L. deliciosus y
L. deterrimus solo se distribuyen en Europa y Asia, por lo que sugieren que el nombre esta mal
aplicado en América, ademas de que la resolucién de los analisis moleculares no es suficiente
para separar este complejo de especies, ya que s6lo una coleccién identificada como L.
deliciosus var. olivaceosordidus se separa convincentemente de las demas. También mencionan
que el nombre L. deliciosus var. piceus es un nombre invalido ya que es sinGnimo taxonémico
de L. deterrimus. Los caracteres morfoldgicos que proponen en este estudio para delimitar las
especies del complejo L. deliciosus son la presencia y abundancia de pleuromacrocistidios, color
del pileo y el cambio de color del latex en el contexto. S6lo una coleccion de Washington
perteneciente al complejo L. deliciosus mostro estrecha relacion con las especies L. porninsis y

L. rubrilacteus.

Nuytinck y Verbeken (2007) estudiaron la filogenia del género Lactarius seccion
Deliciosi en Europa, con un enfoque molecular y caracteres morfolégicos. Utilizaron las
regiones ITS, un fragmento del gen que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (GDP) y la técnica polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados
(AFLP), confirmando que la seccion Deliciosi es un grupo monofilético dentro del subgénero
Lactarius. De las 47 especies que se han publicado en Europa sélo nueve son reconocidas por
la mayoria de autores, de las cuales cinco son de latex anaranjado, Lactarius deliciosus, L.
salmonicolor, L. deterrimus, L. quieticolor, L. fennoscandicus. L. hemicyaneus también es una
especie de latex anaranjado que a menudo es citada en Europa. En los estudios morfolégicos se

mostré que L. hemicyaneus es muy parecida a L. quieticolor, y s6lo se pueden separar
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morfolégicamente por la presencia de latex color azul en el contexto del pileo en L.
hemicyaneus, sin embargo el latex azul en la pileipellis de esta especie es variable, ya que en
algunos ejemplares no se presenta y ha sido observado en mayor proporcion en ejemplares
jévenes. Los analisis filogenéticos y la técnica AFLP fueron congruentes en la delimitacion de
las especies de latex anaranjado L. deterrimus y L. fennoscandicus, en cuanto a las descripciones
morfologicas también presentan diferencias. Por otro lado los analisis filogenéticos mostraron
que L. porninsis una especie de latex blanco que comunmente se incluia en la seccion Zonarii,
sorprendentemente aparecid en la seccion Deliciosi. El color, aspecto del pileo y la asociacién
con arboles de coniferas indican que L. porninsis es un miembro de la seccion Deliciosi.
También mencionan que con base en los andlisis filogenéticos, las propuestas de Basso (1999a)
y Bon (1980) de separar la seccion Deliciosi en las subsecciones Deliciosini (especies de latex
anaranjado) y Sanguifluini (especies de latex rojo), no son soportadas, ya que L. semisanguifluus

un ejemplar de latex rojo aparece en la seccion Deliciosini.

Nuytinck y cols. (2007) realizaron una filogenia mundial de la seccién Deliciosi
utilizando las regiones ITS y un fragmento del gen que codifica para la GDP. En este trabajo se
seleccionaron ejemplares de herbario provenientes de instituciones de varias regiones del
mundo, con la finalidad de extraer ADN y obtener secuencias, ademas, se descargaron
secuencias de GenBank para realizar los analisis filogenéticos. Se realizaron 3 analisis
filogenéticos, de maxima parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana (IB). La
topologia del arbol de méxima verosimilitud corresponde con el consenso estricto de maxima
parsimonia y con el 50% del arbol consenso de inferencia bayesiana. El analisis bayesiano
mostré que la seccion Deliciosi forma un grupo monofilético y ademas incluye a L. porninsis.
Los analisis mostraron incongruencias en los clados donde se agruparon las variedades de L.
deliciosus de Norteamérica y en el analisis de MP se agruparon con L. rubrilacteus de Estados
Unidos y con L. porninsis de Europa. En el analisis de maxima verosimilitud, las variedades
que forman el complejo L. deliciosus en Norteamérica se agruparon en un clado independiente
a los L. deliciosus de Europa, por lo que desde el punto de vista genético la especie europea L.
deliciosus no se distribuye en Norteamérica, llegando asi a la conclusion de que las variedades

descritas para Estados Unidos son taxones no descritos. Con respecto a los ejemplares de Europa
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y Asia, los andlisis filogenéticos mostraron que estan relacionados. Sin embargo, los Lactarius
de latex anaranjado europeos estan mas relacionados con los Lactarius de latex rojo de Asia que
con otras especies europeas de latex anaranjado como L. salmonicolor o L. quieticolor. Los
ejemplares de latex rojo de Norteamérica formaron clados independientes y no estan
estrechamente relacionados, ya que aparecen relacionados con otros miembros de la seccion
Deliciosi con distribucion en Norteamérica. L. porninsis se agrupo con L. rubrilacteus, un hongo
de latex rojo de Estados Unidos, en tanto L. salmonicolor de Europa se relaciono con L. thyinos,
una especie de latex anaranjado que se distribuye en Norteamérica. Se puede concluir que
existen especies estrechamente relacionadas de Europa y América, pero definitivamente las
especies europeas no se distribuyen en Norteamérica. También se puede afirmar que en muchos

de los taxones, el color del latex no refleja las relaciones filogenéticas (Nuytinck y cols. 2007

Nuytinck y cols. (2014) propusieron una nueva especie del género Lactarius que se
distribuye en el oeste de Estados Unidos con latex color anaranjado y que se asocia con Abies,
muy similar morfolégicamente a L. salmonicolor de Europa. Los analisis filogenéticos con base
en secuencias de ADN revelaron que esta nueva especie, llamada L. aestivus, estd mas
relacionada con L. rubriviridis y L. barrowsii ambos de latex rojo que con los Lactarius de latex
anaranjado que se distribuyen en Norteamérica, ademas esta especie se diferencia de las especies
de latex anaranjado debido a que es la Unica especie estadounidense que se asocia con arboles
del género Abies, por lo que en este estudio el latex tampoco representa las relaciones en gran

parte de los taxones incluidos en el analisis.

Wang y cols. (2015) realizaron una filogenia utilizando las regiones ITS y el gen que
codifica para la GDP. En este estudio describieron una nueva especie a la cual nombraron L.
vividus (X.H. Wang, 2015) que exuda latex anaranjado, comestible y ampliamente distribuida
en centro y sur de China, la cual crece en asociacion con al menos tres especies del género Pinus.
Esta especie a menudo es identificada erroneamente como L. hatsudake (Nobuj. Tanaka, 1890),
L. akahatsu (Nobuj. Tanaka 1890) o L. deliciosus, ya sea por su parecido morfolégico o porque
sus areas de distribucion se sobrelapan debido a que estas cuatro especies se asocian con arboles
del género Pinus. Morfologicamente, L. vividus se puede separar de las demas especies de latex

anaranjado asociadas con bosques de Pinus que se distribuyen en China porgue presenta laminas
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mas gruesas con una separacion distante o subdistante entre ellas, y una ornamentacién mas
densa con crestas mas gruesas. Los analisis filogenéticos de maxima verosimilitud e inferencia
bayesiana no pudieron resolver las relaciones evolutivas de L. vividus con otras especies
similares morfologicamente, pero si soportan el hecho de que es una especie diferente, ademas
de que las ramas principales donde se ubica L. vividus sugieren una alta divergencia genética
con respecto a las otras especies. Para este estudio, tanto las regiones ITS como el gen GDP

fueron buenos marcadores moleculares, ya que tuvieron buena resolucion a nivel de especie.

Recientemente, Wang (2016) describio tres especies nuevas de las regiones alpinas y
subalpinas del centro y sureste de China, mismas que recibieron el nombre de Lactarius
abieticola (X.H. Wang, 2016), L. pseudohatsudake (X.H. Wang, 2016), y L. hengduanensis
(X.H. Wang, 2016). Lactarius abieticola crece en asociacion con Abies, esta especie se puede
separar de L. salmonicolor y L. laeticolor porque es mas pequefio y presenta tonos blancos en
el margen del pileo. Lactarius hengduanensis es parecido a L. deterrimus y ademas ambas
especies se asocian con Picea, sin embargo, la coloracion mas viva del latex en el pileo, ldminas
mas palidas, y esporas con ornamentacion mas reticulada ayudan a diferenciarla. Lactarius
pseudohatsudake se puede separar de L. hatsudake debido a que se asocia con Picea y presentan
laminas juntas, en tanto L. hatsudake se asocia con Pinus y tiene laminas méas separadas. Para
separar las especies molecularmente amplificaron las regiones ITS, posteriormente realizaron
un andlisis de distancia genética mediante Neighbor Joining, donde los valores de bootstrap

fueron relativamente altos (>70).

Wisitrassameewong y cols. (2016) realizaron un estudio del género Lactarius subgénero
Russularia donde describen seis especies nuevas con datos tanto morfolégicos como
moleculares. Los analisis filogenéticos los hicieron utilizando dos genes concatenados, las
regiones ITS y el gen que codifica para la ARN polimerasa 2, con la intencion de inferir las
relaciones de las especies en los clados finales y también la historia evolutiva en los clados
basales. También estimaron el tiempo de origen y diversificacion utilizando los fésiles,
Archaeomarasmius (Hibbett, D. Grimaldi y Donoghue, 1997) y Quatsinoporites cranhamii
(S.Y. Sm., Currah y Stockey. 2004). Los caracteres morfologicos que ayudaron a delimitar las

especies fueron el color del latex, cambio de color del latex, ornamentacion de las esporas,
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presencia o0 ausencia de verdaderos cistidios y estructura de la pileipellis. Los analisis
filogenéticos indicaron que en este subgénero existen especies europeas que se distribuyen en
Norteamérica, como Lactarius rufus (Scop. Fr. 1838), L. helvus (Fr. 1838) y el caso de L.

subdulcis (Pers. Grayque, 1821) se distribuye en Estados Unidos e Iran.

Recientemente Nuytinck y cols. (2017) reubicaron a Lactarius splendens, una especie
de latex blanco de Canada, que sorprendentemente aparece dentro de la seccion Deliciosi.
Originalmente esta especie fue descrita por Hesler y Smith (1979) asociada con Larix. L.
splendens es la segunda especie de latex blanco descrita para la seccion Deliciosi, en este trabajo
utilizaron las regiones ITS para sus analisis, y aunque no resuelve las relaciones filogenéticas
con las especies aparentemente mas relacionadas (L. porninsis de latex blanco y L. rubrilacteus
de latex rojo), es irrefutable que esta especie pertenece a la seccion Deliciosi, y sugieren que es
necesario realizar un andlisis multilocus para resolver las relaciones filogenéticas de estas tres

especies.
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3. JUSTIFICACION

Debido a que las especies mexicanas identificadas como Lactarius deliciosus y L. salmonicolor
al parecer no corresponden con dichas especies, es necesario determinar taxonomicamente su
identidad y establecer sus relaciones filogenéticas con respecto a la seccion Deliciosi, debido a
que son de las especies mas citadas en la literatura mexicana, ya sea por su importancia como

especies comestibles o por su importancia ecologica por su caracter ectomicorrizégeno.

4. HIPOTESIS

Si las especies europeas pertenecientes a Lactarius seccion Deliciosi que exudan latex
anaranjado no se distribuyen en Norteamérica, entonces las especies mexicanas que exudan
latex anaranjado y que se han identificado como L. deliciosus y L. salmonicolor representan

taxa descritos de Norteamérica o nuevos para la ciencia.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Realizar una revision sistematica de las especies de Lactarius seccion Deliciosi con latex de

color anaranjado que crecen en los bosques de Abies y Pinus en México
5.2 Objetivos especificos

1) Describir morfolégicamente las especies de Lactarius con latex de color anaranjado que se

distribuyen en México.

2) Conocer las relaciones filogenéticas con base en caracteres moleculares (regiones ITS1, ITS2

y el gen 5.8S) de las especies de Lactarius con latex de color anaranjado.

3) Delimitar a las especies del género Lactarius con latex de color anaranjado mediante

taxonomia integrativa (evidencia morfoldgica y evidencia molecular).
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6. METODOLOGIA

6.1 Ejemplares examinados

Se estudiaron materiales representativos de ejemplares identificados como Lactarius deliciosus,
L. salmonicolor u otras especies con latex de color anaranjado. El numero total de ejemplares
estudiados fue de 45 (Tabla 3), dichos ejemplares se encontraron depositados en los herbarios
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de México (FCME), del
Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (MEXU), del Instituto
Tecnologico de Ciudad Victoria (ITCV) y del Centro de Investigacion en Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Auténoma de Tlaxcala (TLXM). Se eligieron 37 materiales de herbario con
buenos datos (Tabla 3), tratando que estuvieran representadas las principales provincias
biogeograficas de México donde predominan los bosques de pino-encino: Sierra Madre
Occidental, Sierra Madre Oriental, Eje Volcanico Transmexicano, Sierra Madre del Sur, Sierras
y Altos de Chiapas (Morrone 2005). Ademas, se recolectd material fresco (8 ejemplares),
principalmente del Eje Volcanico Transmexicano (Tabla 3). En las Figuras 3 y 4 se muestran

las regiones que se tienen representadas para este trabajo

6.2 Caracteres morfo-anatémicos

La descripcion de los caracteres macroscopicos, como son el pileo, laminas, estipite,
trama y latex, se basé en los ejemplares recolectados en fresco y en la compilacion de las
descripciones adjuntas a los materiales de herbario. Se utilizaron tablas de colores para la
descripcion de los colores (Kornerup y Wanscher 1978). El estudio microscopico se llevo a cabo
en material seco y algunas veces con material fresco, se realizaron mediciones y tinciones
especificas para obtener las dimensiones en micras (), de la forma y otras caracteristicas
particulares de las estructuras de importancia taxondémica, como son las esporas, basidios,
cistidios, pellis y trama, siguiendo los lineamientos especificos para el género (Hesler y Smith
1979, Heilmann-Clausen y cols. 1998).
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Las esporas se estudiaron mediante el uso del reactivo de Melzer (solucién compuesta
de hidrato de cloral, yoduro de potasio y yodo), para observar la tincion de amiloidia en la
ornamentacion. Las preparaciones se realizaron con cubreobjetos y portaobjetos depositando
una gota de reactivo sobre la muestra y posteriormente cubriéndola (Kong 1995). El tamafio de
las esporas se obtuvo al medir al menos 30 basidiosporas de cada ejemplar, provenientes tanto
de preparaciones de fragmentos de la ldamina como de esporada. Las esporas fueron medidas en
posicion lateral, sin incluir la ornamentacion y las medidas fueron dadas como (MIN) [Ava-
2xSDa] — Ava — Avb — [Avb+2xSDb] (MAX), donde Ava= el valor minimo de la media en las
recolecciones medidas, Avb= el valor mayor de la media en las recolecciones medidas, SDa/b=
la desviacion estandar del valor mayor y menor respectivamente en los ejemplares medidos.
MIN representa el valor minimo medido y MAX el valor maximo medido, estos valores sélo se
incluyen cuando exceden los valores de [Ava-2xSDa] o [Avb+2xSDb], respectivamente. Los
valores de Q se obtuvieron de la division del largo entre el ancho y se reportaron como MINQ
— Qa - Qb — MAXQ donde Qa/b representan la media minima y méxima del cociente de los
ejemplares medidos, respectivamente. MINQ y MAXQ son el valor minimo y maximo de los
cocientes obtenidos en los especimenes estudiados (Nuytinck y cols. 2006). La forma de las
esporas se expresa con base en el cociente largo sobre ancho (Q) propuesto por Pegler y Young
(1981): globosas, Q=1.0-1.05; subglobosas, Q=1.06-1.20; ovoides u ovoboides, Q=1.21-1.30;
cortamente elipticas, Q=1.31-1.50; elipticas, Q= mayor de 1.50 (Kong 1995). Los valores de

tamano y forma de las esporas se reportaron en .

Debido a que la altura y el patron de ornamentacion de las esporas es un caracter muy
importante en el grupo, se realiz6 la técnica de microscopia electronica de barrido, para asi poder
describir el patron de ornamentacion, asi como observar la altura de la misma. EI microscopio
electronico que se utilizo fue un HITACHI modelo SU1510 que estéa ubicado en el Instituto de
Biologia de la UNAM. El secado a punto critico fue de la marca EMITECH modelo K850 y el
metalizador de la muestra es de la marca QUORUM modelo Q150 ES. Las muestras se

cubrieron con 20 micras de oro, durante 2 minutos y se repitio el procedimiento.

Los ejemplares que se examinaron con microscopia electrénica de barrido se muestran

en la Tabla 6. Todos los materiales estudiados bajo el microscopio estaban identificados como
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Lactarius deliciosus. También se realizé microscopia de barrido en los ejemplares identificados
como L. salmonicolor. Las demas estructuras microscopicas como basidios, cistidios,
pseudocistidios, estipitipellis, pileipellis y células marginales se estudiaron en KOH 10% (p/v)
0 en agua Y los valores se reportaron en pu. Se midieron 30 células de cada tipo. En basidios y
cistidios se-midio el largo y el ancho. El largo de los basidios no incluye la longitud de los
esterigmas. En pseudocistidios solo el ancho y que tanto sobresalieron de la capa de basidiolos.
A las hifas de la pellis y estipitipellis s6lo se les midi6 el ancho y se describid so6lo si es un
ixocutis (gelatinizado) o un cutis (no gelatinizado). En el caso de las células marginales s6lo se

les midio el largo.

Con el estudio de los caracteres macroscopicos y microscépicos, se buscaron las
diferencias mas relevantes para delimitar las especies desde el punto de vista morfoldgico y se
elaboraron las descripciones taxondmicas de cada especie reconocida. De igual forma, con las
diferencias observadas, se elaboraran las claves taxonémicas para la identificacion de las

especies.

6.3 Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion

La extraccion se realizo con el kit REDExtract-N-Amp Plant (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). ). Este kit ofrece una solucion de extraccion novedosa que elimina la necesidad de
congelar los tejidos con nitrogeno liquido, ruptura mecéanica, extraccion organica, purificacion
de ADN en columna o precipitacion con alcohol. Se puso un fragmento pequefio de tejido del
esporoma (aproximadamente 2mm de tejido del contexto) en 20 ul de solucion ES.
Posteriormente, para la lisis se puso la muestra en el termociclador con el siguiente programa:
65 °C por 10 min, seguido de 10 min a 95 °C, y 4 °C para terminar. Finalmente las muestras se
diluyeron en 20 ul de solucion DS y se dejaron incubar por 30 min para después guardarlas a 4
°C.

La amplificacion de las regiones ITS1, ITS2 y el gen 5.8s (Garde y Bruns 1993) se
realizé con el kit de Tag™ DNA Polimerasa (Invitrogen) asi como una mezcla utilizando la

enzima Ruby tag. Dichas regiones son el marcador genético utilizado en estudios recientes sobre
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la filogenia del grupo (Nuytinck y cols. 2007) y ademas se consideran el codigo de barras para
hongos. El PCR se realiz6 con los cebadores ITS1F (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-
3) + ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3), ITS4+ITS1F para todas las muestras. Se
utilizé como control positivo el champifion (Agaricus bisporus), por lo tanto los calculos se

hicieron tomando en cuenta el nimero de muestras mas el control positivo y negativo.

Estequiometria de la reaccién utilizando la enzima Ruby taq

Reactivos Volumen 1x (por cada muestra)
H20 7.6 ul
ITSLF (50 uM) 0.2 ul
ITS4 (50 uM) 0.2 ul
RubyTaq 10 pl
ADN 1-2 pl
Total 20

Estequiometria de la reaccion con el kit Tag™ DNA Polimerasa (Invitrogen)

Reactivos Volumen 1x
H20 16.57 pl
Buffer 10x 2.5 ul
dNTPs (2 uM) 2.5 ul
MgCI2 (50 pM) 0.75 pl
ITS1F (50 uM) 0.25 pl
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ITS4 (50 uM) 0.25 pl

Taq 0.18 ul
ADN 1-2 ul
Total 25 ul

Programa del termociclador

95 °C durantel min, seguido de 35-40 ciclos de 95 °C -1 min, 51 °C-1 min, 72 °C-1 min, y al
final una extension final de 72 °C por 8 min. Los productos de PCR fueron refrigerados a 4 °C.

Este programa se utilizo para todos los genes.
Para los cebadores ITS1F-1TS4 temperatura de alineamiento fue de 54 °C.

Se realizaron electroforesis en gel de agarosa para corroborar la presencia de ADN, los reactivos
que se utilizaron fueron buffer TBE (1x), agarosa al 1% y fueron tefiidos con Redgel a una

concentracion de 1%.

El gel de electroforesis se corrié a 90 volts durante 50 minutos.

Gel Buffer TBE Agarosa Redgel
1x

Grande 200 ml 29 2 ml

Mediano 100 ml 1lg 1ml

Chico 50 ml 05¢g 0.5 ml

Tabla 7. Concentraciones utilizadas para electroforesis dependiendo del tamafio del gel.

Los productos de PCR que resultaron positivos se purificaron con EXoSAP-IT® (Affimetirx),

utilizando la siguiente mezcla:

1 pl de H20 + 1pl de EXoSAP-IT® (Affimetirx) + 3.5 ul de amplicén (producto de PCR).
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Una vez purificados se enviaron a secuenciar por ambos lados con los mismos cebadores ITS1F-
ITS4 con que se realizé la PCR pero a una concentracion de 10 uM cada uno. Los amplicones
purificados se enviaron a secuenciar al laboratorio de Secuenciacion genomica de la Salud y de
la Biodiversidad, Instituto de Biologia, UNAM, Ciudad Universitaria, mediante secuenciacion

Sanger (Sanger y cols. 1977).

6.4 Ensamble y edicion de secuencias

Las muestras que tuvieron una buena secuenciacién (>50% de calidad), se editaron en el
formato correspondiente (abl), con el programa Geneious version 8 (Kearse y cols. 2012),
cortando los extremos (contigs) y revisando base por base que correspondan la secuencia
“forward” y la secuencia “reverse”, para confirmar la calidad de las secuencias. Finalmente las
secuencias se revisaron con la herramienta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
para descartar contaminacion y conocer cuales son las secuencias mas parecidas a los taxa
Lactarius deliciosus sensu. Auct de México y L. salmonicolor sensu. Auct de México. Las

secuencias se exportaron en formato FASTA.

6.5 Secuencias de bases de datos

Las secuencias adicionales que se utilizaron en este trabajo son de las regiones de ADN
nuclear (ADNN) ITS1, 5.8s, ITS2, dichas secuencias fueron descargadas de GenBank (Benson
y cols. 2004) en formato FASTA y de la base de datos UNITE (Kdljalg y cols. 2013). Ademas
se busco que las secuencias incluidas en los analisis hayan sido utilizadas en otros trabajos
relacionados que estén publicados, debido a esto la busqueda se realizd con el nimero de acceso
y nombre de las especies de interés. En el analisis también se incluyeron secuencias previamente
obtenidas de ejemplares de México identificados como L. deliciosus de Chihuahua, Chiapas y
Tlaxcala y L. salmonicolor del Distrito Federal, Estado de México y Tlaxcala. Las secuencias

utilizadas en los andlisis se muestran en la Tabla 2.
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6.6 Alineamiento

El alineamiento se realiz6 en el programa Mafft version 7 en linea, activando la opcién
“permitir simbolos inusuales” y utilizando la estrategia E-INS-i, recomendada para menos de
200 secuencias con dominios conservados (Katoh y Standley 2013). Posteriormente el
alineamiento se corrigié6 manualmente utilizando el programa SeaView version 4 (Gouy y cols.
2010). Una vez alineado se evaluo la calidad de las secuencias y se eliminaron las secuencias
idénticas utilizando el programa Alter version 1 (Gonzélez-Pefia y cols. 2010). El tamafio de la
matriz fue de 172 terminales y 732 caracteres moleculares. Finalmente el alineamiento se guardd
en formato FASTA.

6.7 Seleccién de modelo evolutivo

Se utiliz6 el programa jModelTest version 2.1.7 (Darriba y cols. 2012), para seleccionar
el modelo evolutivo que mejor se acople al alineamiento. Posteriormente se utilizé el Criterio
de Informacion de Akaike (AIC) para seleccionar el mejor modelo evolutivo para el anlisis de
méaxima verosimilitud y el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC) para el analisis de

inferencia bayesiana (Darriba y cols. 2012).

6.8 Andlisis filogenéticos

Se realizaron analisis preliminares con el programa SeaView para evaluar la calidad de

las secuencias incluidas en el alineamiento.

El analisis de maxima verosimilitud se realizé con el programa PhyML version 3
(Guindon y cols. 2010), utilizando un arbol inicial basado en parsimonia. Los soportes de rama
de bootstrap (BS) fueron calculados con 1000 réplicas, utilizando el modelo generado por
JModelTest para AIC: TIM2ef+1+G, incluyendo los valores de distribucion gamma, tasa de

sustitucion de bases, proporcion de sitios invariables y calificacion de verosimilitud (Figura 5).
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El anélisis de inferencia bayesiana se realizd con el programa MrBayes (Ronquist y
Huelsenbeck 2003), con 10 millones de generaciones y el remuestreo se hizo cada 1000
generaciones. El valor burn-in fue de 10% y el modelo evolutivo utilizado fue el resultante de
jModelTest para BIC: TIM2ef+1+G, también se incluyeron los valores de distribucién gamma,
tasa de sustitucion de bases, proporcion de sitios invariables y verosimilitud (Figura 6). Después
del andlisis IB se utiliz6 el programa Tracer version 1 (Rambaut y cols. 2018) para corroborar
que las generaciones fueron suficientes, observando que los valores del Tamafio Efectivo de la
Muestra (ESS) fuera mayor a 200 (Figura 7).

Se consideraron clados bien soportados cuando el valor de bootstrap fue > 80% vy la
probabilidad posterior > 0.95. Cuando el valor de soporte de ramas fue menor a dichos valores
en uno de los dos andlisis se consideré como un clado de soporte medio y cuando en ambos

andlisis el valor fue menor se considero bajo.

6.8.1 Edicién de arboles y figuras

Los arboles se editaron con el programa FigTree version 1 para ordenar los nodos
(Rambaut y Drummond 2018) y con programas como Paint (©Microsoft Windows),
KolourPaint (https://www.kde.org/applications/graphics/kolourpaint/) y Adobe Photoshop CC
version 20.0.1 (Knoll y cols. 1988) para mejorar la presentacion. Los mapas y las figuras se

editaron con el programa Adobe Photoshop CC versién 20.0.1.

6.9 Analisis de distancia genética

Se realiz6 un analisis de distancia genética en el programa MEGA version 10.0.5
(Tamura 1993) los taxones incluidos en el analisis fueron Lactarius deliciosus, las variedades
identificadas como L. deliciosus de Estados Unidos, L. deliciosus sensu auct. Mex. (Chihuahua,
Chiapas y centro de Meéxico), L. salmoneus, L. deterrimus, L. aurantiosordidus, L.
hengduanensis, L. salmonicolor, L. salmonicolor sensu auct. Mex., L. aestivus, L. abieticola y

L. lignyotus. El método de estimacidn fue bootstrap con 1000 replicas y el modelo evolutivo
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que se utilizé fue Kimura 2. El valor de distribucion gamma fue de 0.60 que se obtuvo
previamente con el programa jModelTest version 2.1.7. Una vez que se obtuvo la matriz de

distancia se exporto en una hoja de Excel. El soporte de ramas utilizado fue bootstrap.

7. RESULTADOS

7.1 Anélisis BLAST

Con el andlisis Blast se observo que las secuencias de los taxa Lactarius deliciosus sensu. Auct
de Mexico son muy parecidas a las variedades de Lactarius deliciosus de Estados Unidos
presentando un 99% de similitud (Tabla 1). Con respecto a las secuencias identificadas como L.
salmonicolor sensu. Auct de México, la especie Norteamericana L. aestivus fue la méas parecida
con un 96% (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de las secuencias ITS de ejemplares mexicanos con secuencias
depositadas en GenBank mediante BLAST.

Secuencia ITS de ejemplar procedente de Lagunas de Montebello, Chiapas

Taxén Origen Cobertura Identidad GenBank
L. deliciosus Estados Unidos 100% 99% EF685051
var. deterrimus

L. deliciosus Estados Unidos 100% 99% EF685050
var. deterrimus

L. deliciosus Estados Unidos 100% 99% EF685058
var. olivaceosordidus

L. deliciosus Estados Unidos 100% 99% EF685052
var. deterrimus

L. deliciosus Estados Unidos 100% 99% KJ769673
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Secuencia ITS de ejemplar procedente de la Sierra Tarahumara, Chihuahua

Taxon Origen Cobertura Identidad GenBank
L. deliciosus Estados Unidos 100% 99% EF685058
var. olivaceosordidus

L. deliciosus Estados Unidos 100% 99% EF685052
var. deterrimus

L. deliciosus Estados Unidos 100% 99% EF685051
var. deterrimus

L. deliciosus Estados Unidos 100% 99% EF685050
var. deterrimus

L. deliciosus Estados Unidos 100% 99% KJ769673
Secuencia ITS de ejemplar procedente de La Malinche, Tlaxcala (L. salmonicolor”)

Taxén Origen Cobertura Identidad GenBank
L. aestivus Estados Unidos 98% 96% KJ769667
L. aestivus Estados Unidos 98% 96% KJ769668
L. sanguifluus Montenegro 97% 96% JQ685723
L. sanguifluus Espafia 97% 96% FJ858746
L. sanguifluus Francia 97% 96% AF249289

7.2 Distancia genética

Las secuencias identificadas como Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. de la zona

centro, Chihuahua y Chiapas presentaron menos del 1% de diferencia con respecto a las

variedades de L. deliciosus descritas para USA. La especie europea L. deliciosus presenta entre

el 2'y 2.5% de diferencia con respecto a las especies mexicanas y de USA (Tabla7).
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La especie Lactarius salmonicolor sensu auct. Mex. present6 una diferencia genética de
3.1 hasta 4.3% en su secuencia con respecto a las demés especies incluidas en el analisis. La

especie mas parecida fue L. aestivus con un 2.9% de diferencia genética (Tabla 8).

Con base en nuestro analisis las especies de la seccion Deliciosi se comienzan a separar

genéticamente con base en distancias a partir del 1.5% de diferencia genética.

L aush IR - R0 L cetru L aurant L hengd [N L st L vivis L e RSN

0.008 Numergs en roja indican los valores menores al 1%
0007 0003
000 0005 OO Numergs en negro indican valores mayores al 2%
L. salmoneus 002 O00B QD007 0.0
0025 00 (0N 00M 002
L. deterrimus EL 0028 0020 (02 0032 0032 003
L. awranfiosordidus 0020 0020 (Q0f8 0022 0023 0029 (0O
L. hengduanensis 0My 00 007 0020 0021 003F  D0Oi1 o002

00% 003 DO 0032 0037 043 003 00M 00

00 003 0035 0038 004 0092 045 Q02 0038 (002

0044 00 00M 0037 00 O0M7 08 0022 0035 0031 006

L. abisticola 0@ 002 00¥ 0025 0028 0020 00 00M 0DIE 00 003 007

0030 007 00X 002 0033 003 00 0030 004 003 047 0030 0018

017 042 041 04 0ME 0083 02 0138 037 0150 006D 048 01E0 0046

éI

Tabla 8. Analisis de distancias genéticas (p) de las regiones ITS1, ITS2 y el gen 5.8S.

7.3 Analisis filogenéticos

Las regiones ITS1, ITS2 y la subunidad 5.8s del ADN ribosomal nuclear utilizados en
este trabajo, incluyeron 15 bases de la parte final de la subunidad pequefia 18s, y otras 15 del
inicio de la subunidad grande 28s. El tamafio del alineamiento final (AF) fue de 733 pares de
bases y se analiz6 todo bajo el mismo modelo evolutivo. Se obtuvieron un total de 36 secuencias
de México, més otras 136 secuencias que fueron descargadas de GenBank y UNITE, incluyendo
en el AF un total de 172 secuencias. Dieciocho fueron utilizadas como grupos externos: Seccién
Lactarius =Torminosi - Lactarius aff. wenquanesis, L. pseudodelicatus y L. torminosus, para

probar la monofilia de la seccion. Seccion Uvidi - L. aspideoides, L. flavopalustris y L. uvidus.
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Seccion Zonarii - L. psammicola y dos secuencias de L. haugiae. Seccion Scrobiculati - L.
scrobiculatus, L. alnicola y L. mexicanus. Subgénero Russularia - L. aurantiacus, L. obscuratus
y L. subdulcis. Subgénero Plinthogalus - L. fuliginosus, L. fumosibrunneus y L. lignyotus (Tabla
2).

Los arboles resultado de los analisis de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana
presentaron correspondencia con la topologia de los grupos formados (Figura 8). En ambos
analisis se obtuvieron dos clados con buen soporte, el de L. paradoxus - L. miniatusopurs y el
de L. quieticolor, L. hatsudake y L. horakii (clado 1y 2 en la Figura 7) y la principal diferencia
se observo en la formacion de otros tres clados mas inclusivos solo en el anlisis de IB: clado
de Lactarius vinosus - L. sanguifluus - L. cyanopus, clado de Lactarius salmonicolor sensu auct.
Mex. - L. aestivus - L. barrowsii - L. rubroviridis y el clado de Lactarius salmonicolor - L.

thyinos (clados 3, 4 y 5 de la Figura 8).

Utilizando un total de 18 secuencias como grupos externos (Tabla 2), la seccién Deliciosi
se recupera como un clado pero con bajo soporte en ambos analisis (Figura 8). Dentro de este
linaje se formaron 23 clados bien soportados en el analisis de ML (bootstrap > 80%) y 19 clados
en el analisis de IB (probabilidades posteriores > 0.95). Las dos secuencias de L. salmoneus de
Estados Unidos se recuperaron como especies diferentes y los materiales mexicanos se
agruparon junto el taxon etiquetado como L. salmoneus 2. La mayoria de estos linajes estan
representados por una sola especie: L. salmoneus 1, L. deliciosus sensu stricto, L. akahatsu, L.
semisanguifluus, L. indigo, L. deterrimus, L. fennoscandicus, L. chelidonium, L.
pseudohatsudake, L. subpurpureus, L. subindigo, L. salmoneus 2, L. vividus y L. laeticolor
(Figura 8).
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Arbol de Méxima Verosimilitud Arbol de Inferencia Bayesiana

Lactarius deliciosus sensu Hesler & Smith
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Figura 8. Arboles resultantes del anélisis de Méaxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana. Las
ramas terminales en forma de triangulos de color negro representan los clados con soporte de
ramas mayor a 80% de bootstrap y 0.95 de probabilidad posterior. Las terminales en rectangulos
de color gris representan clados con soporte de ramas menor a 80% de bootstrap y 0.95 de
probabilidad posterior. Las secuencias del material de México se ubican en el clado de Lactarius
deliciosus sensu Hesler y Smith (parte superior de los arboles, ver Fig. 9 para mayor detalle) y
Lactarius salmonicolor sensu auct. Mex. (clado 4 del arbol de IB, ver Fig. 10 para mayor
detalle). Ver texto para mayor detalle.

En los andlisis realizados, todas las secuencias de Norteamérica determinadas como

Lactarius deliciosus y sus distintas variedades descritas por Hesler y Smith (1979) se agruparon
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en un clado de bajo soporte, junto con las de México (Lactarius deliciosus sensu Hesler y Smith
en la Figura 8). Tres secuencias dentro de este clado presentaron buen soporte y fueron

designadas como L. salmoneus 1 (Tabla 2, Figura 9).

Lactarius EF685086 US
Lactarius deliciosus AF093456 US Arbol de IB

Laclarius aff. deliciosus KX394288 US

Lactarius deliciosus KJ769674 US

Lactarius deliciosus var. deterrimus EF685085 US
Lactarius deliciosus KJT69673 US

Lactarius it var. idus EFB85059 US
Lactarius aff. deliciosus KX394290 US
Lactarius deliciosus var. deterrimus us
Lactarius aff. deliciosus KX394287 US

Lactarius deliciosus var. deterrimus KJ705191 CA
Lactarius EUT11600 US

Lactarius aff, deficiosus KX394289 US

Lactarius deliciosus var. deterrimus KJ705192 CA
Lactarius deliciosus var. olivaceosordidus EF685058 US

Arbol de ML

Lactarius EU711587 US
Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. AK14-36 DM5 MXch
Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. GS169 MJ37 MXmx
Lactarius deliclosus sensu auct. Mex. MJ35 MXmx T Hel!
e e ooe vuwse wne | LACHTarius deliciosus sensu auct, Mex 1
Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. AK14-80 MJ7 MXch
Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. AK4936 MXcs
Lactarius EU711568 US
Lactarius deliciosus FJ845418 CA
deliciosus sensu auct, Mex. GR44 MJ39 MX
Lactarius deliciosus var. deternmus EF885052 US
g8y Laclarius EF685048 US B
=L cactros ercasonn us Lactarius salmoneus 1
Lactarius salmoneus FJ596873 US r—
Lactarius deficiosus sensu auct. Mex. DM3 MXch
= Laclarius deliciosus sensu auct. Mex. AK14-36 MJ6 MXch

e e A e oot Mo Lacrtarius deliciosus sensu auct. Mex 2
== Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. KT875049 MXme
auct. Mex. AK 4941 DM2 MXcs

|I..|'|'”-1-‘."|"T|

o

Lactarius deliciosus
Lactarivs JQ711835 CA
Lactarius deliciosus var. deterrimus EFB85050 US
Lactarius deliciosus var. areolatus EF685054 US
Lactarius rubrilagteus - L. splendens - L. perninsis

|

Lactarius paradoxus - L. miniatosporus
Lactarius deliciosus sensu slricto

|

Figura 9. Detalles del clado Lactarius deliciosus sensu Hesler y Smith resultado del anélisis
de Méxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana. Las secuencias del material mexicano se
ubican en los rectangulos grises con los nombres en negritas. La mayoria de éstas se agruparon
en dos subclados separados por Lactarius salmoneus 1. Las terminales en negro representan
clados con soporte de ramas mayor a 80% de bootstrap y 0.95 de probabilidad posterior. Las
terminales en gris presentan valores bajos de soporte de ramas.

Las secuencias procedentes de Mexico aparecen como el grupo hermano de la mayoria
de los materiales de Estados Unidos y Canada y gran parte se recuperaron en dos subclados
designados como L. deliciosus sensu auct. Mex. 1y L. deliciosus sensu auct. Mex. 2 (Figura 9).
Ambos subclados se mantienen tanto en el analisis de ML como en el de IB y los materiales de
Chihuahua, Distrito Federal, Estado de México, Tlaxcala y Chiapas aparecen mezclados en los
dos subclados (Figura 9). Las 13 secuencias de Estados Unidos que se agruparon en el clado de

L. deliciosus sensu Hesler y Smith, presentan una transicion de timina a citosina en la posicion
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172 de nuestro alineamiento, una transversion de guanina a timina en la posicién 179 y una
transicion de timina a citosina en la posicién 257 con respecto a las secuencias de México, en el

analisis de distancia genética no presentaron una diferencia mayor al 1% en su secuencia (Figura

22).

Lactarius rubrilacteus, L. splendens y L. porninsis se agruparon en un clado igualmente
de bajo soporte y en ambos anélisis se recuperan como grupo hermano de L. deliciosus de

Norteamérica (sensu Hesler y Smith, Figura 8 y 9).

Las secuencias identificadas como Lactarius salmonicolor de Meéxico (Lactarius
salmonicolor sensu auct. Mex.) (Figura 8), se recuperaron en un clado bien soportado y no
relacionado con L. salmonicolor de Europa (sensu stricto). La especie mas relacionada con L.

salmonicolor sensu auct. Mex. en ambos analisis fue L. aestivus (Figura 10).

Arbol de ML SEEEIGE TR TR, NGB R Arbol de 1B
Lactarius salmonicolor sensu auct Mex. MJ4 MX
Lactarius salmonicolor sensu auct Mex. MJS MX
Lactarius salmonicolor sensu auct Mex. MJ2 MX
Lactanius salmonicolor sensu auct Mex. LSb MX
Lactarius salmonicolor sensu auct Mex. MJ3 MX
Lactarius salmonicolor sensu auct Mex. MJ1 MX
Lactanius salmonicolor sensu auct Mex. MJ5 MX ) H
e e e Lactarius salmonicolor sensu auct. Mex.
Lactarius of. sanguifiuus  KT875039 MX
88 Lactarius of. sanguifiuus  KT875041 MX
Lactarius of. sanguifiuus  KTB75040 MX J
Lactarius cf. sanguifiuus KT875043 MX

Lactarius cf. sanguifiuus  KTB75044 MX
Lactarius cf. sanguifivus  KT875042 MX }

Lactarius VCR3338 MX
1.0

100 Lactarius aestivus KJ7T69667 US
——— —LLactarr'us aestivus KJ769668 US ]—
Lactarius aestivus Holotypus KJ769670 US
o4 Lactarius barrowsii KX394279 US
m“ﬁanus barrowsii EF685046 US
Lactarius barrowsii EF685047 US
briviridis EF685088 US

Lactarius

| &

Figura 10. Detalles del clado Lactarius salmonicolor sensu auct. Mex., resultado del analisis
de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana. Las secuencias del material mexicano se
ubican en los rectangulos grises con los nombres en negritas. Las terminales en negro
representan clados con soporte de ramas mayor a 80% de bootstrap y 0.95 de probabilidad

posterior.
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7.4 Taxonomia

En la Tabla 3 se muestran los ejemplares estudiados de la seccion Deliciosi de México y su
procedencia. Se reconocen cuatro taxones bien diferenciados con base en la morfologia: uno
asociado con Abies religiosa, que a menudo se determina como Lactarius salmonicolor en
México, y tres taxones que son nombrados Lactarius deliciosus o alguna de sus variedades

(Hesler y Smith 1979) y que crecen en asociacion con Pinus en las montafias del pais.

Lactarius deliciosus sensu auct. Mex.
Material de los Altos de Chiapas Figuras 11y 12

Basidioma de tamafio mediano, rara vez un poco grande, solitario o gregario, disperso,
sobre el suelo, herbaceas o bajo la hojarasca, en bosques, rara vez asociado con madera muy
himeda en lugares abiertos, perturbados, siempre asociado con pino. Pileo de 50-80 (-100) mm
de didmetro, convexo con el margen incurvado y el centro subumbilicado a ligeramente depreso
cuando joven, convexo, convexo plano, umbilicado a mas o menos infundibuliforme, con el
margen decurvado a levantado al madurar, glabro, rara vez pruinoso de muy joven, mas o menos
ondulado, a veces estriado por transparencia al madurar; superficie seca o hUmeda a ligeramente
viscosa; zonado, a veces ligeramente zonado al madurar o azonado al exponerse al sol, de color
anaranjado a anaranjado palido o anaranjado rojizo en las zonaciones mas obscuras. Trama de
4-6 mm de ancho, de color blanquecino anaranjado, del mismo color que el pileo bajo la pellis,
se mancha por el latex de color anaranjado intenso, no cambia o ligeramente més rojizo con el
tiempo; olor tipico, sabor ligero o un poco acre. LAminas adheridas a subdecurrentes, distantes
(28-39 laminas en un pileo completo), poco bifurcadas cerca del estipite, con numerosas
lamélulas, estrechas o un poco anchas 3-6 mm, de color anaranjado, se manchan de color
anaranjado por el latex; borde entero, concolor o ligeramente méas palido que el resto de la
lamina. Latex de color anaranjado (NOO A00 M50-60). Estipite de 30-50 x 12-20 mm, cilindrico
o0 atenuado en la parte inferior a subventricoso; superficie seca 0 himeda a poco viscosa, no o
rara vez escrobiculado, de color anaranjado, ligeramente pruinoso y palido en el apice junto a

las laminas y més palido en la base, se mancha ligeramente por el latex o al maltrato; hueco,
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corteza compacta, quebradiza, de color blanquecino en la cavidad, anaranjado por el latex en la

parte mas externa.

Esporas de 7.3-7.92-8.6 x (5.3) 5.4-590 um, ovoides [Q = (1.24) 1.25-1.34),
ornamentacién compuesta principalmente por crestas de espesor medio y delgadas, con verrugas
aisladas, formando un reticulo incompleto, con elementos hasta de 1.3 pm de altura. Basidios
de 21-24.0-26 x 4.5-5.5 um. Macrocistidios ausentes. Pseudocistidios de 3.0-4.5um de ancho,
sobresalen de la capa de basidiolos. Células marginales de 14-20.9-26 x 3.0-7.0 um, poco

diferenciadas.
Habitat: Bosque mesofilo de montafia, dominado por Pinus oocarpa.

Material estudiado: Laguna de Montebello, Parque Nacional Lagunas de Montebello,
Municipio La Trinitaria, Chiapas, México, A. Kong 4941; A. Kong 4569; A. Kong 1936; A.
Kong 7190; A. Kong 4936; A. Kong 2457 (TLXM).

Discusion: el material de los Altos de Chiapas se distingue facilmente de las especies
con latex de color anaranjado que se distribuyen en México y crecen asociadas con Pinus debido
a que presenta ldminas separadas o distantes. El resto de los taxones que crecen en pino y son
de latex anaranjado poseen laminas juntas a muy juntas. No existen reportes de ejemplares con
laminas separadas en el Eje Volcanico Transmexicano. Su distribucion se limita al sur de
México, posiblemente desde la Sierra Madre del Sur, hasta las montafias del norte de
Centroamérica en donde se presenta Pinus. Los caracteres microscopicos que distinguen al
material estudiado son la altura de ornamentacion en las esporas y la ausencia de macrocistidios
en las laminas. Esto nos permite delimitar a este taxon del resto del material identificado como
L .deliciosus del centro y norte de México (Distrito Federal, Estado de México, Tlaxcala y
Chihuahua).
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Figura 11. Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. recolectado en Chiapas. A) Grupo de
basidiomas en donde se observa que el pileo presenta zonaciones no tan marcadas, laminas
distantes y estipite no escrobiculado. B) Detalle de las laminas. C) Zonaciones, laminas
distantes y estipite no escrobiculado.

44



Figura 12. Lactarius deliciosus sensu auct. Mex., Chiapas (1,4) Basidiosporas. (5,7) Basidios.
(8) Pseudocistidios. (9) Células marginales.
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Material de la Sierra Madre Occidental Figuras 13,14y 15

Basidioma de tamafio mediano, solitario a gregario, disperso, sobre el suelo, entre
hojarasca y herbaceas. Pileo de 55-75 (-80) mm de didmetro, convexo depreso a
subinfundibuliforme, margen arqueado a incurvado a levantado, agudo, no estriado, a veces
lobulado a ondulado, superficie humeda a subviscida, ligeramente brillante a opaco; zonado,
mas evidente hacia el margen, centro de color café (8B4-7A3), zonaciones ligeramente mas
obscuras del margen, de color café claro (TE7-8E7) y partes claras (7B4). Laminas adheridas a
subdecurrentes, juntas a muy juntas, poco bifurcadas junto al estipite, con numerosas lamélulas,
algo estrechas 2-5 mm, de color anaranjado 6A5-7A4-5, borde entero concolor. Latex amarillo
anaranjado. . Estipite de 17-25-55 x 8-11 mm, atenuado hacia la base, mas o menos cilindrico-
ventricoso, superficie seca a himeda, de color naranja rojizo (7-8CD56), palidos (6-8A3). Hacia

la base hueco

Esporas de (6.4) 6.7-7.36-8.0 (8.1) x (4.5) 4.9-5.50-a ovoides [Q= 1.44-1.33-de espesor
medio con algunas crestas delgadas y algunas verrugas aisladas, formando un reticulo
incompleto, formando mallas. Basidios de 35-44.71-59.8 x 6.5-9.0-Macrocistidios presentes de
18.2-33.4-45.0 x 2.2-5.8--3.6-22.0-33.3-41.5 x 7.1-8.8--4.8-de un ixocutis Estipitipellis, hifas
de 2.1-3.6 p de ancho.

Habitat: Bosque de Pinus, Pinus-Quercus.

Material estudiado: San Isidro, camino Bahuichivo-Urique, municipio Urique,
Chihuahua, México, A. Kong 1436; A. Kong 1480 (TLXM).

Observaciones: Los ejemplares de Chihuahua, se separan morfol6gicamente por la
presencia de abundantes pleuro- y queilomacrocistidios, sin embargo, estos caracteres han sido
descritos para las variedades de L. deliciosus descritas de Estados Unidos por lo que no podemos
asegurar que sea una especie no descrita para la ciencia. Las variedades de L. deliciosus descritas
para Estados Unidos crecen asociadas con Picea, por lo que es muy probable que ninguna de
estas especies del oeste de Estados Unidos (California, Oregon, ldaho, Washington) sea la

misma que la de Chihuahua, ya que esta reportada de un bosque de Pinus-Quercus.
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Figura 13. Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. Sierra Madre Occidental, Chihuahua, San
Juanito, Noritari, en bosque de Pinus.
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Figura 14. Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. Sierra Madre Occidental, Chihuahua, Sierra
Tarahumara, Urique, camino Cerocahui a Urique, en bosque de Pinus.
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Figura 15. Caracteres microscopicos de Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. recolectado en
Chihuahua. 1-4) Basidiosporas. 5-6) Basidios. 7-8) Macrocistidios. 9) Pseudocistidios. 10)
Células marginales.
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Material del Eje Volcanico Transmexicano Figuras 16 y 17

Basidioma mediano, solitario a gregario. Pileo de 35-95 mm de diametro, convexo a
plano con el centro umbilicado o deprimido, a menudo infundibuliforme, margen glabro, no
estriado, agudo, de color anaranjado palido (5A2-3, 6A3), anaranjado claro (5A4, 6A4-5),
anaranjado (6A6), anaranjado rojizo (7A3-5, 8A6), anaranjado grisaceo (6B5-6, 7B5),
anaranjado pardusco (5C4, 6-7C5) al madurar se tifie de color verde con el maltrato. Latex de
color anaranjado o anaranjado rojizo al ser exudado, cambia o mancha la trama de color rojizo
o pardo rojizo después de los 10 minutos. Laminas adheridas a decurrentes, juntas a muy juntas,
a veces bifurcadas cerca del estipite y junto al pileo con numerosas lamélulas. Estipite de 15-60
x 8-25 mm, cilindrico o atenuando en la parte inferior; superficie seca, opaca; glabro, liso o
ligeramente ruguloso longitudinalmente, no escrobiculado, finamente pruinoso en el apice; de

color anaranjado; hueco.

Esporas de 7.3-8.3-9.3 (-10.1) x 5.5-6.3-7.1 (-7.2) um, de obovoides a cortamente
elipticas, a veces subglobosas [Q=1.18-1.33-1.47], con ornamentacion de 0.3-0.9 um de altura,
con verrugas y pequefias crestas formando un reticulo parcial; placa supra-apendicular hialina o
no amiloide. Basidios de 37-44-52 x 7.7-9.5-11.5 (-12.9) um. Pleuromacrocistidios de 42-67-
75 x 4.3-6.6-7.8 um, escasos, algunas veces no se observan. Pileipellis en forma de un ixocultis,
con hifas de 3.2-4.6-5.3 mm de ancho. Estipitipellis en forma de un cutis, con hifas de 2.8-4.2-

5.9 um de ancho.
Habitat: Bosque de Pinus, bosque mixto de coniferas dominado por Pinus.

Material estudiado: A. Kong 2216, A. Kong 2208, A. Kong 2220, A. Kong 464, A. Kong 1992
(TLXM), A.Ruiz AR09811, C. Estrada HC-PNNT-024, A. Ruiz AR09560, Garcia Cruz 2016-
06, Guzméan Ramirez, 2016-44, Sigfrido Sierra 2016-73 (FCME).

Discusion: Estos ejemplares identificados como L. deliciosus son similares al material de
Chihuahua a nivel macroscopico, presentan ldminas juntas 0 muy juntas, a nivel microscopico
se observé una menor abundancia de cistidios con respecto al material de Chihuahua, razén por
la cual no tuvimos problema para separarlo, ademas se observa que las esporas presentan crestas

mas delgadas en las fotos de microscopia de barrido.
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Figura 16. Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. en un bosque de Pinus del Eje Volcanico
Transmexicano, Tlaxcala, Sierra de Tlaxco. A) Esporoma en seccion en donde se observan las
laminas muy juntas, el estipite corto y no escrobiculado, el latex escaso. B) Pileo con
zonaciones distintivas claras y obscuras, de color anaranjado rojizo, con algunos tonos
verdosos.
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Figura 17. Estructuras microscopicas de Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. recolectados en
el centro de México. 1-4) Basidiosporas. 5-6) Basidios. 7-8) Macrocistidios. 9)
Pseudocistidios. 10) Células marginales.

52



Lactarius salmonicolor sensu auct. Mex. Figuras 18y 19

Basidioma de tamafio mediano a grande, solitario a gregario. Pileo de (60-) 70-120 (-
150) mm de didmetro, convexo con el centro deprimido a umbilicado de joven, convexo plano
0 en ocasiones mas o menos infundibuliforme al madurar; margen enrollado o incurvado de
joven, decurvado o arqueado, a veces levantado y ondulado o lobulado al madurar, agudo, no
estriado, glabro o ligeramente pruinoso en los ejemplares inmaduros, a veces estriado por
transparencia cuando muy maduro o al maltrato; superficie brillante, viscida o ligeramente
pegajosa, un poco rugulosa radialmente, zonado; de color anaranjado (5A3, 5B5, 6-8A4, 6-7A5,
6A6) con tonos de color mas palido, crema (4A3) a rosa 0 a veces grisaceo en el centro, con
zonaciones obscuras de color anaranjado pardusco (8DEF8) y zonaciones claras de color crema
arojizo claro (7BC5), rara vez con tonos de color verde al madurar, al maltrato o cuando es muy
viejo. Trama de 4-12 mm de ancho; de color blanco o blanquecino amarillento, con tonos
similares al pileo bajo la pellis y con una linea de color anaranjado sobre las laminas por el latex;
olor ligeramente aromatico, dulce y agradable, sabor fangico y algo distintivo. Latex de color
anaranjado o anaranjado rojizo (7AB8), no cambia de color al contacto con el aire. Laminas
adheridas a decurrentes, subdistantes o juntas, con numerosas lamélulas, bifurcadas cerca del
estipite; estrechas, de 3 a 8 mm de ancho; de color crema anaranjado o anaranjado (6A4-7, 7A6),
se manchan de color anaranjado brillantes al maltrato por el latex; borde entero, ligeramente
mas palido que el resto de la lamina; con sabor distintivo pero no picante. Estipite de (45-) 50-
80 (-120) x (12-) 15-25 (-35) mm, cilindrico, obclavado o ligeramente atenuado en la parte
inferior; superficie opaca o brillante, seca a hUmeda o viscida, pruinosa en el apice, a menudo
escrobiculado; de color anaranjado (7B4-5), anaranjado rojizo en algunas areas y en las
escrobiculas (7B7-8) o con tonos de color mas palido; hueco, blanquecino en el interior,

concolor a la superficie en la corteza.

Esporas de (7.8-) 8.6-9.6 (-10.6) x (5.3) 6.2-7.8 (-8.2) um, obovoides a ampliamente
elipticas [Q= 1.21-1.38-1.44 (-1.58)], con ornamentacién amiloide, de 0.4-1.0 (-1.2) um de
altura, presentando un patrén de un reticulo incompleto, formado por crestas finas y gruesas,
con algunas verrugas aisladas; placa supra-apendicular hialina o no amiloide. Basidios de (44-)

55-75(-80) x (7.3-) 9.0-10.5 (-12.5) um, claviformes, con cuatro esterigmas de 4-9 um de largo;
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hialinos en KOH, a veces con contenido granuloso. Pleuromacrocistidios de (30-) 40-60 (-70)
x 4.5-7.5 um, fusiformes, subcilindrico o subulados, mucronados o con algunas constricciones
subapicales; contenido granuloso o en forma de pequefios cristales, de color pardo amarillento
claro y refringentes en KOH, embebidos o proyectandose hasta 20 um mas alla de los basidiolos,
a veces no observados. Queilomacrocistidios muy escasos 0 no observados y cuando estan
presentes mas pequefios que los pleuromacrocisitidios. Pseudocistidios de 3.2-5.9 (6.3) um de
ancho, embebidos o proyectandose hasta 21 pm sobre la capa de basidiolos. Células marginales
de 11-36 x 3.6-9.5 um. Subhimenio filamentoso a celular. Trama laminar con abundantes hifas
laticiferas de (3.1) 3.6-11.0 (-13.5) um de ancho, con contenidos de color pardo amarillento
claro y refringentes en KOH; hifas conectivas de (2.1-) 2.9-8.8 (-13.5) um; esferocitos escasos,
presentes hasta la mitad proximal de la trama. Pileipellis con hifas de 2.0-5.3 um de ancho,
dispuestas horizontalmente en forma de un ixocutis. Estipitipellis con hifas de 2.2-6.7 um de

ancho, en forma de un cutis o0 un ixocutis.

Habitat. En bosque de Abies del Eje Volcanico Transmexicano y Sierra Madre del Sur,
ya sean puros 0 mixtos con Pinus, Pseudotsuga, Quercus, Arbutus o Salix. En asociacion con

A. religiosa y A. hickelii, entre los 3000-3500 m snm.

Material estudiado. ESTADO DE MEXICO: A. Espinoza HC-PNNT-122, A. Martinez
HC-PNNT-046, C. Burrola CB0813, C. Burrola CB08304, A. Martinez HC-PNNT-274, C.
Burrola 08422 y A. Ruiz AR09527 (MEXU). OAXACA: Alrededores de Piedra Ventana,
camino de San Isidro Llano Grande a San Pedro Cajonos, Municipio de Santa Maria Yavesia,
Ramirez-Cruz 3338; Santa Martha Latuvi, J. Garcia 19301 (ITCV); Cerro Fierros, bosque de
oyameles, 3200 m altitud, Agosto 5, 1956, R. Heim 4440 (MEXU). TLAXCALA: Piedra
Canteada, Municipio de Nanacamilpa, Julio 19, 2016, M. Diaz 1, M. Diaz 2, M. Diaz 3, M. Diaz
4, M. Diaz 5 (TLXM); Cafiada Grande, Parque Nacional La Malinche, Municipio de Ixtenco-
Huamantla, A. Kong 2040, A. Kong 1846, A. Kong 500, A. Kong 258, F. Hernandez 55, A. Kong
1406, A. Kong 1409, A. Montoya 2016 (TLXM).

Observaciones. Los ejemplares identificados como L. salmonicolor de Oaxaca y

Tlaxcala son muy similares morfoldgicamente. El tamafio y forma de las esporas no presenta
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diferencias importantes y solo varian ligeramente en la altura de la ornamentacion. En ambos,
los pleurocistidios y queilocistidios estdn ausentes o son escasos y cuando se observaron, el
tamafio es muy similar. Debido a que no se encontraron diferencias consistentes en las
estructuras de importancia taxondémica se agruparon dentro de la misma especie. En este taxdn
también se incluyeron ejemplares identificados previamente como L. cf. sanguifluus
provenientes del Estado de México que fueron revisados y mostraron una morfologia similar en
las estructuras microscopicas a los ejemplares de Oaxaca y Tlaxcala. Los ejemplares de Tlaxcala
y Estado de México crecen asociados con Abies religiosa cuya distribucién se da a lo largo del
Eje Volcanico Transmexicano principalmente, y los ejemplares de Oaxaca con Abies hikelii que
se distribuye en la Sierra Madre del Sur.
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Figura 18. Lactarius salmonicolor sensu auct. Mex. desarrollandose en asociacion con Abies
religiosa en las montafias del centro de México. Detalle de las laminas abajo.
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Figura 19. Estructuras microscopicas de Lactarius salmonicolor sensu auct. Mex.
recolectados en el centro de México. 1-4) Basidiosporas. 5-6) Basidios. 7-8) Macrocistidios. 9)
Pseudocistidios. 10) Células marginales.
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8. DISCUSION

De acuerdo con Nuytinck y cols. (2006), el complejo de Lactarius deliciosus en Norteamérica,
formado por las variedades descritas por Hesler y Smith (1979) de Estados Unidos - var.
deterrimus, var. olivaceosordidus, var. areolatus y var. deliciosus - representan especies nuevas.
Ademas, desde el punto de visto morfoldgico sefialaron que no necesariamente las especies que
presentan mayor similitud estan relacionadas filogenéticamente y que las especies mas parecidas
a los ejemplares de Norteamérica son L. deliciosus y L. deterrimus de Europa. En nuestros
analisis, el grupo que aparecio relacionado filogenéticamente con el linaje norteamericano de L.
deliciosus fue el de L. rubrilacteus - L. splendens - L. porninsis. (con latex rojo y blanco) y el
de L. paradoxus - L. miniatosporus (latex rojo). Existen casos de especies que son muy similares
dentro de la seccion Deliciosi con latex de igual color como Lactarius indigo y L. subindigo,
dos especies con latex de color azul, pero que no se encuentran relacionadas filogenéticamente
0 especies de diferente color estrechamente relacionadas como L. quieticolor y L. hatsudake, de

latex anaranjado y rojo respectivamente (Nuytinck y cols. 2007).

Por lo anterior, no sorprende que en nuestro estudio las especies mexicanas de latex
anaranjado no correspondan con las especies europeas como L. deliciosus, L. salmonicolor ni
L. deterrimus, a pesar de que presentan una morfologia similar. Ademas, las especies mexicanas
podrian representar varios taxones. Esta diversidad criptica asi como la no conespecificidad
entre las especies europeas y americanas, se ha reportado también para otros grupos de hongos,
como los complejos de Amanita caesarea, Tricholoma matsutake, T. scalpturatum, Hebeloma
crustiluniforme, Hericium erinaceus entre muchos otros, evidenciando el hecho de que muchas
de las especies norteamericanas son taxones nuevos para la ciencia (Ramirez y cols. 2015,
Trudell y cols. 2017).

En nuestros analisis filogenéticos las secuencias de los taxones identificados como L.
deliciosus y que crecen en asociadas con Pinus, tanto de Estados Unidos como de México se
recuperaron en un mismo clado pero con bajo soporte. Esto probablemente se debe a que las
regiones de los ITS no presentan suficiente variacion en este grupo para permitir una
diferenciacion clara entre las secuencias analizadas. Este patron también se observo en los
arboles presentados por Nuytinck y cols. (2007), en donde incluyeron secuencias de Estados
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Unidos. Por lo tanto este es un clado conformado con elementos en posible proceso de

especiacion.

No sorprende que las ramas del clado L. deliciosus de Norteamérica no tengan buen
soporte, ya que la mayoria de las secuencias que integran este clado solo presentan tres
sustituciones en la region de los ITS, cantidad insuficiente para separarlas genéticamente. El
analisis de distancias genéticas mostro que la similitud entre estas secuencias es menor al 1%, y
se ha reportado que para el género Lactarius las especies se separan a partir del 1.5% de similitud
(Tabla 8) (He y cols. 2011). Ademas, en trabajos con otros grupos utilizando las regiones ITS
las ramas tienen buen soporte cuando presentan una mayor cantidad de cambios, y en algunos
grupos donde los ITS presentan mayor variacion, llegan a presentar hasta 23 cambios
representando el 3.6% de divergencia en la secuencia (Loizides y cols. 2016). Aunque es dificil
estimar los tiempos de divergencia sin un registro fosil, con base en los resultados podemos
asumir que los taxones identificadas como L. deliciosus de Norteamérica divergieron
recientemente, ya que la baja variacion genética sugiere un proceso de diversificacion reciente,
mientras que mayor variacion sugiere una separacion mas antigua (Jargeat y cols. 2010). La
exploracién de otros marcadores moleculares 0 genes como caracteres filogenéticos podrian

esclarecer la situacion en este grupo.

Aunque los secuencias de Lactarius deliciosus de Estados Unidos y de México se
mantienen como un clado con bajo soporte tanto en el analisis de ML como en el de IB, es
posible asumir que se encuentran relacionados, sin embargo las secuencias de los morfotipos
mexicanos, reconocidos en el presente estudio, aparecen mezclados en ambos analisis (Figura
9).
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Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. - Chiapas

El morfotipo de Chiapas identificado como L. deliciosus se separa facilmente de los
ejemplares de Chihuahua y centro de México, ya que sus laminas son distantes, a diferencia de
las demas especies de latex anaranjado de México, ya que en estas especies las l&minas son
juntas a muy juntas. Esta diferencia en las laminas representa demasiada variacion con respecto
a lo observado en la seccion Deliciosi para una especie, debido a esto queda claro que el
marcador molecular no tiene suficiente variacion. Ademas de la distancia de las laminas, los
ejemplares de Chiapas presentan diferencias microscopicas notorias como son la altura de la
ornamentaciéon en las esporas (Figura 12) y la abundancia de macrocistidios (escasos o
ausentes). La distancia de las laminas y la ornamentacion de las esporas fueron utilizadas como
evidencia morfoldgica para proponer la nueva especie de Asia, L. vividus, anteriormente
identificada como L. deliciosus, y por el patrén de ornamentacion en las esporas se propuso a L.
hengduanensis como nueva especie nueva asociada con Picea, y debido a la ornamentacion mas
densa en L. sanguifluus se confirmo que L. vinosus es una especie diferente y no una variedad
de L. sanguifluus (Nuytinck y cols. 2005; Wang y cols. 2015; Wang 2016). De las descripciones
que hay para Estados Unidos y México de L. deliciosus y sus variedades, ninguna de ellas
menciona laminas distantes ni ausencia de cistidios (Hesler y Smith 1979; Kong 1995).

Ya que en la seccion Deliciosi la especificidad con respecto al hospedero es a nivel de
género y todas estas especies crecen asociadas a arboles del género Pinus, esto supondria que
no se podrian separar por este caracter ecoldgico, sin embargo las condiciones en las que crecen
los ejemplares de Chiapas son muy diferentes a las de Chihuahua y Centro de Meéxico,
principalmente por la humedad y la temperatura, razon por la cual su distribucion se limita al
sur de la Republica Mexicana y probablemente siga hasta Nicaragua donde aun hay bosques de
Pinus (Perry, 1991). Por lo tanto, con base en datos morfoldgicos y ecoldgicos seguramente la
especie identificada como L. deliciosus de Chiapas es un taxon nuevo para la ciencia, sin
embargo debido a que el marcador molecular no presenta suficiente variacion no es posible
delimitar la especie con base en criterios de taxonomia integrativa, ni establecer sus relaciones
filogenéticas. No pudimos observar un patron de transiciones o transversiones en el

alineamiento, comparando las secuencias de Chiapas con el material de Chihuahua, centro de
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México y las secuencias de Estados Unidos y presenta valores menores al 1% de similitud (Tabla
8).

Un caso similar al del material de Chiapas sucede con L. splendens una especie de latex
blanco con distribucion en Canadd, donde los analisis filogenéticos de ML e IB utilizando las
regiones ITS no resuelve los clados debido a que las ramas tienen poco soporte y la topologia
es variable. Aparentemente esta relacionada con L. porninsis de latex blanco y L. rubrilacteus
de latex rojo, sin embargo la diferencia morfoldgica con L. rubrilacteus y el hecho de que L.
porninsis es europeo ayudd a poder delimitar esta especie asociada con arboles del género Larix
(Nuytinck y cols. 2017).

Lactarius delciosus sensu auct. Mex. - Chihuahua

Los ejemplares identificados como L. deliciosus de Chihuahua no se pueden diferenciar
de los demas ejemplares de México genéticamente, pero morfolégicamente se pueden separar
por la presencia de pleurocistidios y queilocistidios abundantes. La abundancia y la forma de
los verdaderos cistidios han servido en otros grupos para delimitar especies que no presentan
diferencias notorias en los caracteres macroscopicos, como el complejo Laccaria amethystina,
donde las especies pertenecientes a este complejo presentaron variacion interespecifica en este
caracter. Particularmente en el género Lactarius subgénero Russularia han sido muy utiles para

separar especies (Vincenot y cols. 2017; Wisitrassameewong y cols. 2016).

La mayoria de las variedades descritas por Hesler y Smith (1979) se distribuyen en el
Oeste de Estados Unidos y crecen asociadas al género Picea (Figura 21). La presencia de
cistidios es una caracteristica que se encuentra presente en la mayoria de las variedades descritas
por Hesler y Smith, con excepcion de la variedad areolatus. La variedad deliciosus presenta
macrocisidios escasos, sin embargo, la descripcion esta incompleta, al parecer en esta variedad
incluyen a los ejemplares que crecen asociados con Pinus en Estados Unidos (Hesler y Smith
1979). Debido a la cercania con Estados Unidos, es dificil definir si la especie identificada como
L. deliciosus de Chihuahua es un taxon descrito anteriormente para Estados Unidos, ya que por
su ubicacion es posible que se distribuya en el sur de Estados Unidos. En la figura 21 se muestra
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la ubicacion de las especies de latex anaranjado descritas para Estados Unidos (L. thyinos, L.
aurantiosordidus y L. chelidonium) ademés de los ejemplares tipo de las variedades de L.

deliciosus descritas por Hesler y Smith.

- L. deliciosus var deterrimus

L. deliciosus var olivaceosordidus Macrocistidios y queilocistidios
abundantes

L. deliciosus var areolatus: sin

pleurocistidios; con queilocistidios
abundantes 'i:iuy Picea L. chelidonium

* L. deliciosus var olivag
'S’Iﬁge{ISIS cﬁ ﬁos a da es L. thyinos L. chelidonium
L !

 delicios us: cistidios Pinia
‘ 1% L. chelidonium

L. deliciosus

L. deliciosus
L. deliciosus

410 820 1230 km

Figura 21. Mapa de la distribucién de los ejemplares descritos por Hesler y Smith (1979)
como variedades de Lactarius deliciosus y otros Deliciosi del complejo en Estados Unidos.

Basandonos en las descripciones, la especie L. deliciosus de Chihuahua no presenta
correspondencia morfoldgica con ninguna de ellas, ademas, la mayoria de las variedades
descritas por Hesler y Smith son del noroeste de Estados Unidos y crecen asociadas con Picea.
Solo la variedad L. deliciosus var. piceus y L. aurantiosordidus se distribuyen en el suroeste de
Estados Unidos, sin embargo esta variedad crece asociada con Picea por lo que al parecer no
concuerda con el material de Chihuahua asociado con Pinus. Con respecto a L. aurantiosordidus
también crece asociada con Picea y presenta cistidios escasos, por lo que tampoco parece ser la

misma especie de Chihuahua. Con respecto a las variedades descritas de bosque de Pinus para
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Estados Unidos (variedad areolatus y var. deliciosus), éstas no corresponden morfolégicamente
con el material de Chihuahua.

En nuestros analisis filogenéticos la especie L. thyinos descrita para EU se separa de las
especies mexicanas de latex anaranjado y esta relacionada con L. salmonicolor de Europa
(Nuytinck y cols. 2007). La especie L. chelidonium de Estados Unidos es la que presenta un
mayor parecido ecologico y morfolégico con respecto a L. deliciosus de Chihuahua, ya que
crece asociada con Pinus y presenta cistidios abundantes y tonos azules, un caracter que también
presentan los ejemplares de Chihuahua, sin embargo este caracter debe ser tratado con mucho
cuidado, ya que en la especie europea de latex anaranjado L. hemicyaneus es un caracter muy
variable y a menudo se presenta sélo en ejemplares jovenes (Nuytinck y Verbeken 2007).
Ademas, estas especies mostraron diferencias en el tamafio de las esporas ya que las esporas de
L. chelidonium son mas grandes, a la vez que L. chelidonium fue reportada originalmente del
noreste de EU y Canada, por lo que basdndonos en la distancia geogréfica creemos que es dificil
que dicha especie corresponda con el material de Chihuahua. Es probable que las especies y
variedades citadas para Estados Unidos se distribuyan en los bosques de Pinus y Picea de
Meéxico, principalmente las de California, ademas son taxones que probablemente estan
relacionadas con el material de Chihuahua, pero no necesariamente representen la misma
especie, ya que la seccion Deliciosi presenta una alta diversidad criptica. Recientemente se han
reportado para China cuatro especies muy parecidas morfoldgicamente (L. deliciousus, L.
hatsudake, L. akahatsu y L. vividus) que comUnmente son confundidas en campo ya que su
distribucion se sobrelapa, debido a que las cuatro crecen asociadas con arboles del género Pinus
(Wang y cols. 2015). Por lo tanto, si el taxon identificado provisionalmente como L. deliciosus
de Chihuahua ha sido recolectado y descrito para Estados Unidos, ha sido nombrada como una
variedad de L. deliciosus por lo que su estado taxondmico aun no se puede resolver debido a la

falta de resolucién en los marcadores moleculares.

63



L. deliciosus sensu auct. Mex. - Centro de México

Los ejemplares que se distribuyen en el centro de México (Tlaxcala, Estado de México
y Ciudad de México) son muy parecidos a nivel macroscépico a los ejemplares de Chihuahua,
pero se pueden separar facilmente por la abundancia de macrocistidios, ya que los ejemplares
del centro de México presentan tanto pleuro como queilocistidios escasos. Ademas, con fotos
de microscopia de barrido, se pudo observar que los ejemplares de Chihuahua presentan un
patrén mas definido de las crestas y en general presentan crestas mas gruesas. Morfolégicamente
la variacién en los cistidios y la ornamentacion de las esporas seria suficiente para separar a
estas dos especies ya que otros taxones como las especies europeas L. sanguifluus y L. vinosus
fueron separadas sélo por la densidad en la ornamentacion de las esporas (Nuytinck y Verbeken,
2003), por lo que creemos que los ejemplares del centro de México se pueden considerar un
taxon diferente basandonos solo en la morfologia. Sin embargo, es necesario utilizar un
marcador molecular mas variable, para separar a estos dos taxones ya que es posible que su
distribucion se sobrelape, por lo que también es importante obtener mas ejemplares,
especialmente de la zona de transicion entre la Sierra Madre Occidental y el Eje Volcanico

Transmexicano.
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Biogeografia de las especies pertenecientes al género Lactarius seccion Deliciosi con latex

anaranjado en Mexico

Como se menciono anteriormente, los miembros de la seccion Deliciosi crecen en asociacion
con arboles de las familias Pinaceae y Fagaceae, presentando especificidad a nivel de género,
debido a esto su distribucion esta fuertemente influenciada por los cambios en la distribucion y
ocurrencia de los arboles hospederos (Nuytinck y cols. 2005). Los taxones mexicanos de latex
anaranjado que se estudiaron, crecen asociados con arboles del género Pinus en las zonas
montafiosas de la Sierra Madre Occidental, Eje Volcanico Transmexicano y Los Altos de
Chiapas. En estas regiones existe una gran diversidad de especies del género Pinus (Aguirre y
Duivenvoorden 2010). Se tienen evidencias de que los ancestros de las especies actuales del
género Pinus llegaron al territorio mexicano en el Cretacico superior a través de la Sierra Madre
Occidental y en el Terciario medio a través de la Sierra Madre Oriental (Sanchez Gonzélez
2008). Estos taxones seguramente también arribaron con diversas especies de hongos asociadas
a sus raices. En México los cambios climaticos locales, propiciados por la topografia de las
grandes cadenas montafiosas que forman la Zona de Transicién Mexicana propiciaron la rapida
diversificacion de pinos y seguramente también de sus hongos asociados (Mastretta y cols.
2015).

La Zona de Transicion Mexicana comprende las principales montafias del pais: Sierra
Madre Occidental, Sierra Madre Oriental, Eje VVolcanico Transmexicano, Sierra Madre del Sur
y los Altos de Chiapas. Con excepcion de ésta Gltima, el resto de las montafias de México se
incluyen dentro de la region Neartica y los Altos de Chiapas en la region Neotropical (Morrone
2005, 2015). Los morfotipos reconocidos para los ejemplares de latex anaranjado y asociados
con Pinus presentan una correlacion morfoldgica con las regiones Neértica y Neotropical. Los
ejemplares estudiados con laminas juntas 0 muy juntas y con macrocisitidios relativamente

abundantes se presentan en las montafias de la region Neartica (Sierra Madre Occidental y Eje
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Volcénico Transmexicano), mientras que los ejemplares con laminas separadas o distantes y
con muy pocos macrocistidios o casi ausentes se encuentran en la region Neotropical (Altos de
Chiapas). Es posible que el Istmo de Tehuantepec haya funcionado como un elemento vicariante
para la diferenciacion del morfotipo de Chiapas, aunque no se descarta la posibilidad de
encontrarse en la Sierra Madre del Sur. Con respecto a los morfotipos de Chihuahua y centro de
México, ambos son muy similares y se separan por la coloracién y abundancia de zonaciones
en el pileo, la abundancia de macrocistidios y la ornamentacion de las esporas. Estas diferencias
posiblemente se deba a que desde el punto de vista histérico el Eje Volcanico Transmexicano
es un sistema de volcanes relativamente mas reciente que la Sierra Madre Occidental (Ferrari y
cols. 2005, Ferrusquia-Villafranca 2007, Velasco de Ledn y cols. 2007) y por lo tanto, es
probable que en el material estudiado del centro de México se encuentre en un proceso de
aislamiento y especiacion diferencial con respecto al de Chihuahua, por las condiciones
particulares del Eje Volcanico Transmexicano (Cantellanos de Rosas 2007, Herndndez y
Carrasco 2007, Garcia Calderdn y cols. 2007).
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Perspectiva a futuro en el complejo de especies Lactarius deliciosus en México

Debido a que se reconocieron tres morfotipos que se han identificado como Lactarius deliciosus
en México, es importante conocer mejor las condiciones bioticas y abioticas en las que se
desarrolla cada uno de ellos, ya que pudiera ser posible también reconocerlas por sus
caracteristicas ecoldgicas. Ademas, la utilizacion de marcadores moleculares que sean mas
variables que la region del ITS nos podria ayudar a delimitar mejor a este complejo con base en
criterios de taxonomia integrativa y a conocer mejor sus relaciones filogenéticas (Stielow y cols.
2015).

Lactarius salmonicolor sensu auct. Mex.

Lactarius salmonicolor fue reportado por primera vez para México en 1953 por Heim, de los
bosques de Abies (Figura 22), sin embargo, se ha sugerido que es necesario comparar a detalle
los ejemplares mexicanos nombrados como L. salmonicolor con la especie europea y de igual

forma con L. thyinos que también es muy parecido (Kong 1994, Nuytinck y cols. 2006).

Los ejemplares mexicanos se pueden separar de L. salmonicolor de Europa por
caracteres macro y micro mostrados en la Tabla 4 y 5. En nuestros andlisis filogenéticos de ML
e IB, las secuencias de ejemplares mexicanos identificados como L. salmonicolor no estan
estrechamente relacionados con L. salmonicolor de Europa y aparecen relacionadas con las de

L. aestivus de Estados Unidos (Figura 8 y 10).

En el alineamiento se puede observar un patrén en las secuencias identificadas como L.
salmonicolor de México, con 4 inserciones de adenina, una timina y 3 adeninas, al inicio de la
region ITS1. Ademas en el analisis de distancia genética presento un porcentaje de diferencia
de casi el 3% con respecto a L. aestivus (Tabla 8), razén por la cual estas dos especies se pueden
delimitar facilmente. Debido a la variacién en las secuencias del material mexicano, la topologia
del arbol es variable, pero basandonos en la morfologia estamos hablando de una sola especie,
esta variacion en las secuencias se podria deber a la calidad de la secuenciacion. Lactarius
aestivus, la especie mas relacionada con L. salmonicolor de México, también presenta un patron

de inserciones de adenina al inicio del ITS1, asi como L. barrowsii de latex rojo y L. rubriviridis
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la Unica especie de este género con habitos hipogeos y de latex rojo. Estas tres especies aparecen
relacionadas con L. salmonicolor de México en un clado con buen soporte. No sorprende que
Lactarius aestivus y L. rubriviridis sean las especies mas relacionadas con L. salmonicolor de
México, ya que las tres especies se encuentran asociados con arboles del género Abies y se ha
reportado que es caracteristica ecolégica muy importante para delimitar los taxones y entender
la evolucion de este grupo (Nuytinck y cols. 2007). El hospedero al cual estdn asociadas las
especies de la seccion Deliciosi es muy importante ya que tiene relacion con algunos clados en
los analisis filogenéticos, tal es el caso de las especies asociadas con el género Picea (L.
deterimus, L. fennoscandicus, L. aurantiosordidus y L. hengduanensis), que aparecen
filogenéticamente relacionadas en los anélisis. También se observa esto en L. porninsis y L.
splendens, dos especies de latex blanco asociadas con arboles del género Larix y que estan
estrechamente relacionadas en la filogenia utilizando las regiones ITS y GDP (Nuytinck y cols.
2017).

Basandonos en morfologia, la especie L. salmonicolor de México se puede separar de L.
aestivus porgue presenta pleurocistidios escasos y queilocistidios escasos 0 no observados, a
diferencia de L. aestivus que presenta pleuro y queilocistidios abundantes, el esporoma de L.
aestivus es méas pequefio, y la altura de la ornamentacion es notablemente mas alta en L.
salmonicolor de México (hasta 1.2 p), en comparacion con L. aestivus donde estd reportada
como no mayor a 0.5 p. Las fotos utilizando la técnica de microscopia de barrido electronico
ayudaron a confirmar las diferencias en la altura de la ornamentacion. Es necesario un mayor
muestreo de las especies L. aestivus y L. salmonicolor sensu auct. Mex., ya que las dos crecen
asociadas con Abies y se desconoce si su distribucidn se sobrelapa. Se obtuvo una secuencia de
Oaxaca, de material identificado como L. salmonicolor de México y en los analisis filogenéticos
se confirmd que es la misma especie que el material del centro de México, s6lo que esta asociada
con Abies hickelii y en cuanto a la morfologia, presenta las caracteristicas de los ejemplares que

se distribuyen en el Eje Volcanico Transmexicano.
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Material extra con secuencia

Se incluyeron en los anélisis dos secuencias obtenidas de los ejemplares identificados como
Lactarius miniatosporus de las Lagunas de Montebello, Chiapas (Figura 23). Esta especie fue
descrita por Montoya y Bandala (2004), para el estado de Veracruz. Ambas se agruparon en un
clado bien soportado con la secuencia del ejemplar tipo de L. miniatosporus de México y éstas
con una secuencia estadounidense de L. paradoxus. Es facil separar a L. paradoxus de L.
miniatosporus porque el primero presenta coloraciones azules muy llamativas en el pileo y
estipite, ademas morfoldgicamente las esporas de L. miniatosporus son méas pequefias (Nuytinck
y cols. 2006).

Figura 23. Lactarius miniatosporus recolectado en las Lagunas de Montebello, Altos de

Chiapas, México.
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Dos secuencias obtenidas recientemente de los ejemplares identificados como Lactarius
salmoneus de Chiapas (Figura 24) se agrupan con una secuencia de Estados Unidos designada
en el presente estudio como L. salmoneus 2, en un clado bien soportado (Figura 8). Se incluyo
otra secuencia como L. salmoneus 1 de Estados Unidos y ésta se agrup6 con otras dos formando
un clado bien soportado dentro del complejo de L. deliciosus de Norteamérica (Figura 8 y 9).
Esto indica que el nombre de L. salmoneus se ha aplicado a mas de una especie en Estados
Unidos.

Figura 24. Lactarius salmoneus de la region de Lagunas de Montebello, Altos de Chiapas,
México.

Las regiones ITS mostraron alta efectividad para separar a la especie Lactarius
salmonicolor sensu auct. Mex. ya que en los analisis filogenéticos tuvo buen soporte tanto de

BS como de PP. Al parecer, en Norteamérica las regiones ITS sélo son efectivas en las especies
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de latex anaranjado asociadas con bosque de Abies, como fue el caso L. aestivus descrita por
Nuytinck y Ammirati (2014). En el caso de las especies mexicanas de latex anaranjado de la
seccion Deliciosi asociadas con bosque de Pinus, las regiones ITS no mostraron buena
resolucion, lo que podria ser debido a que los arboles del género Pinus en México se
diversificaron recientemente (Gernandt y de la Rosa 2014) y los taxones de Deliciosi igualmente
se encuentran en un proceso reciente de diversificacion, como podrian ser los morfotipos
reconocidos dentro de Lactarius deliciosus sensu auct. Mex. Que fueron reconocidas en el
presente trabajo. Con respecto a los clados de Deliciosi menos diversificados, es necesario
utilizar un gen o marcador molecular méas conservado concatenado con las secuencias de las
regiones ITS para inferir con mas precision las relaciones que se presentan entre las otras
especies de la seccion Deliciosi, un gen que posiblemente podria servir es el gen LSU o el RPB2
utilizado en el trabajo realizado por Wisitrassameewong y cols. (2016) para el subgénero
Russularia, en donde se observaron topologias congruentes y bien soportadas entre las especies

analizadas.
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9. CONCLUSIONES GENERALES

Se reconocieron tres morfotipos del material mexicano de Lactarius seccion Deliciosi que
exudan latex anaranjado y crecen en asociacion con Pinus. A menudo los tres morfotipos son
determinados como L. deliciosus. Los analisis filogenéticos soportan la hipotesis de que estos
morfotipos representan un linaje que se desarrolla desde las montafias de Chiapas y norte de
Centroameérica, hasta los Estados Unidos y Canada. La diferenciacion morfologica observada
en las montafias de México, puede representar un proceso de diversificacion bioldgica que
distingue a este linaje en esta region del planeta y que algunos taxones pudieran ser endémicos

del pais y otros propios de regiones mas al norte en asociacién con otras pinaceas.

El material recolectado en las montafias de Chiapas, se distingue por presentar sus
ldminas mas separadas. Esto es muy notorio al compararlo con el material del centro y norte de
Meéxico. Ademas presenta esporas con ornamentacion mas alta y macrocistidios escasos 0
ausentes, que la hacen distintiva desde el punto de vista morfoldgico con respecto a los otros
taxones con latex anaranjado. Es probable que represente una nueva especie, sin embargo, es
necesario obtener mayor evidencia con otros marcadores moleculares para poder conocer mejor
las relaciones dentro del linaje. Crece en los bosques meséfilos de la region de las Lagunas de

Montebello, en asociacion con Pinus en los Altos de Chiapas.

El material de Chihuahua se distingue por el color mas palido, crema anaranjado, con
pocas zonaciones mas marcadas hacia el margen y pocas en el centro del pileo. Sus ldminas son
juntas o muy juntas y crece en los bosques de Pinus de la Sierra Tarahumara en Chihuahua,
Sierra Madre Occidental. MicroscOpicamente, sus esporas presentan una ornamentacién mas
densa en relacion con los demas taxa mexicanos de latex anaranjado. Ademas presenta cistidios
abundantes, este caracter lo hace claramente distinto a los ejemplares del centro de México y

Chiapas.

En los bosques de pino del centro de México se desarrolla un taxon de color anaranjado
a anaranjado rojizo con zonaciones bien marcadas y ldminas juntas 0 muy juntas. Es muy similar

al material de Chihuahua, pero se distingue por tener las zonaciones mas marcadas y su
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coloracion es ligeramente mas obscura, anaranjado rojizo. Sus esporas tienen una

ornamentacién menos densa Yy los macrocisitidios son escasos 0 ausentes.

De manera general el estipite en este linaje es corto y a menudo no presenta escrobiculas.
En Europa, Lactarius deliciosus con frecuencia si las presenta. En América esta adaptado a los
bosques de Pinus y es muy probable que se encuentre en un proceso de diversificacion como ha

sucedido con los pinos en las montafias de México.

Los caracteres morfologicos importantes para separar los tres morfotipos fueron la
frecuencia de las ldminas, el tamafio y altura de la ornamentacién de esporas, la abundancia de

macrocistidios y la forma de los pseudocistidios.

Todas las especies de latex anaranjado identificadas como L. deliciosus, con distribucion
en Norteamérica y asociadas con Pinus, estan estrechamente relacionadas, sin embargo, la
region de los ITS no es un caracter util para conocer bien las relaciones filogenéticas en este
linaje. Su distribucion a lo largo de diferentes bosques de pino, desde la region Artica de Estados
Unidos y Canadé al norte hasta la region regién Neotropical de México y norte de Centroamérica

posiblemente ha favorecido su diversificacion.

El hongo mexicano que exuda latex anaranjado y que crece en asociacion con Abies
religiosa, comunmente se ha identificado como L. salmonicolor, sin embargo, presentan
diferencias morfologicas, genéticas y biogeograficas con respecto a L. salmonicolor de Europa,
razon por la cual la hemos considerado como una especie nueva para la ciencia. La filogenia del
ITS relaciona al material mexicano con Lactarius aestivus, que también se asocia con Abies y
se presenta en el oeste de Estados Unidos. Se pueden separan debido a que la especie mexicana
presenta un color ligeramente mas anaranjado rojizo, estipite ligeramente mas largo y las esporas

presentan ornamentacion més alta, hasta de 1.2 um.
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10. PERSPECTIVAS

Se debe continuar con la busqueda de otros genes o marcadores moleculares que permitan
correlacionar esa variabilidad morfolégica observada con lo molecular, ya que las regiones de
los ITS no presento suficiente resolucion en el linaje de Lactarius deliciosus en Norteamérica,

como fue observado en la morfologia, con el reconocimiento de tres posibles taxones diferentes.

Se deben recolectar nuevos ejemplares y registrar detalladamente los datos de campo,
morfolégicos y ecoldgicos, para conferir robustez a las hipétesis acerca de la existencia de varios
taxones con latex anaranjado, ya que son los caracteres visibles para la delimitacion de especies

en estos hongos.

Es necesario ampliar las zonas y esfuerzo de muestreo en otras partes de México, como
la Sierra Madre Oriental y Sierra Madre del Sur, para documentar a la posible variacién y la
distribucion de los taxones reconocidos y definir el grado de endemismos que presenta este

linaje en México.
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12. ANEXOS

12. 1 Tablas

Tabla 2. Lista de secuencias utilizadas en los analisis filogenéticos.

L. aff. deliciosus

JRH 650 (RMS)

USA (Wyoming)

Especies Coleccion Procedencia No de acceso a
GenBank
Lactarius aestivus JN 2008-032 (GENT) USA (Washington) KJ769670
Tipo
_ JFA 13112 (WTU) _
L. aestivus USA (Washington) KJ769667
_ JFA 13128 (WTU) _
L. aestivus USA (Washington) KJ769668
L. akahatsu Aimi T. 33157 (NBRC) | Japan (Tottori) AB301609
L. akahatsu X.H. Wang 2558 China (Jilin) KT163421
(KUN-HKAS)
Seok S.J. ASIS24788
L. akahatsu Rep. de Corea KF692072
(Kyonggi-do)
L. deliciosus JFA 13368 (WTU) USA (Washington) KJ769673
L. deliciosus var. JA 10762 (RMS) USA (Washington) (EF685059
olivaceosordidus
Lactarius sp.
P SLM 9878 (RMS) USA (Oregon) EF685086
Lactarius aff. deliciosus
EB0047 (MONT) USA (Colorado) KX394290
L. deliciosus sensu .
Hesler and Smith 1979 | JFA 13371 (WTU) USA (Washington) KJ769674
L. deliciosus var.
deterrimus SLM 214-03 (RMS) USA (California) EF685095
L. deliciosus sensu
Hesler and Smith 1979
o JFA 13368 (WTU) USA (Washington) KJ769673
L. deliciosus
L. aff. deliciosus
o UAMH 5511 (UV) Espafia (Valencia) AF093456
L. deliciosus var.
deterrimus EB089-15 (MONT) USA (Montana) KX394288
EF685056
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Lactarius sp.

L. deliciosus var.
deterrimus

L. aff. deliciosus
Lactarius sp.

L. deliciosus var.
olivaceosordidus

L. deliciosus var.
deterrimus

L. deliciosus var.
deterrimus

Lactarius sp.

L. deliciosus

Lactarius sp.

Lactarius sp.

L. deliciosus var.
deterrimus

L. deliciosus var.
areolatus

L. deliciosus

L. deliciosus ss auct MX

L. deliciosus ss auct MX
L. deliciosus ss auct MX
L. deliciosus ss auct MX
L. deliciosus ss auct MX
Lactarius sp

L. deliciosus ss auct MX

L. deliciosus ss auct MX

EB0063-14 (MONT)
GAL17353
2219-QFB-25920

EB107-15 (MONT)
GAL16885
PBM 2054 (RMS)

3718

JN 2003-041b (GENT)

GAL12636
SMI210

SLM 9666
(RMS)

GB 943 (VTMH 1057)
N 2003-017 (GENT)

JW 381 (RMS

FFP144

G. Ramirez

AKL 1436 (TLXM)
AKL 4936 (TLXM)
AKL 1480 (TLXM)
G. Cruz 06

USA (Montana)
USA (Alaska)
Canada (Quebec)

USA (Montana)
USA (Alaska)
USA (Oregon)

Canada (Quebec)

USA (Wyoming)

USA (Alaska)

Canada (Columbia
britanica)

USA (North Carolina)

USA (Virginia)
USA (Wyoming)

USA (Colorado)

Canada (Athabasca)

Meéxico (Ciudad de
México)

Meéxico (Chihuahua)
Meéxico (Chiapas)
Meéxico (Chihuahua)

Meéxico (Ciudad de
México)

KX394287

EU711600

KJ705191

KX394289

EU711587

EF685058

KJ705192

EF685052

EU711568
FJ845418

EF685080

EF685048
EF685050

EF685054

JQ711835

86



L. deliciosus ss auct MX
L. deliciosus ss auct MX

L. deliciosus var.
deterrimus

L. deliciosus var.
deterrimus

L. deliciosus var.

G. Sanchez 159
G. Ramirez 44

AKL 4941 (TLXM)
AKL 1480 (TLXM)
AKL 1437 (TLXM)

Meéxico (Ciudad de
México)

México (Chiapas)
México (Chihuahua)
Meéxico (Chihuahua)

Meéxico (Ciudad de
México)

deterrimus
gz-fzt\;aé’; S)C'PNNT' Meéxico (Ciudad de
México) KT875047
C. Burrola AR09560 México (Ciudad de
(MEXU) México)
C. Burrola AR09811 KT875048
KT875049
L. quieticolor SLM 192-03 (RMS) Suecia EF685092
L. quieticolor huel4l Alemania UDB000321
L. rubrilacteus JFA 13171 (WTU) USA (California) KJ769677
L. rubrilacteus SLM 19-04 (RMS) USA (California) EF685085
L. rubrilacteus AEF 1055 (MICH) USA (Arizona) EF685083
L. splendens QFB-28541 Canada (Quebec) KY513921
L. splendens DAOM 740080 Canada (T. y labrador) KY513923
L. splendens GENT AV2013-006 Canada (Quebec) KY513924
L. sanguifluus V.D.K.O. no number Belgium KJ769678
(BR)
. S38 .
L. sanguifluus Francia (Cedex) AF249291
. V. Liiv TU106141 .
L. sanguifluus Estonia (Saare maakond) | UDB015782
L. subindigo MC 05-300 (GENT) Nepal KJ769679
L. subindigo K259-99 (RMS) India EF685068
L. subindigo M. Hérkonen Kiina 114 | China (Hunnan) EF685073
(H, GENT)
L. thyinos Voitk 09-09-06 (priv. Canada (Newfoundland) | KJ769680

herb.)
2713

87



L. thyinos SLM 9648 (RMS) Canada (Quebec) KJ705196
L. thyinos USA (New York) EF685102
L. vinosus RM Déhncke 3138 Spain (Canary Islands) KJ769681
(priv. herb.)
. APy GH 230 (GENT) .
L. vinosus Turquia (Samsun) DQ922542
B. Ruiz-Diez 51
(CCMA)
L. vinosus Espafia (Madrid) AY953420
L. barrowsii NG 91878 (RMS) USA (ldaho) EF685047
L. barrowsii AEF 1271 (MICH) USA (Arizona) EF685046
L. barrowsii EBO015-15 (MONT USA (Montana) KX394279
L. aurantiosordidus SLM 213-03 (RMS) USA (California) EF685094
L. aurantiosordidus MBNO0213 01 Canada (Quebec) KC840610
L. indigo SLM 9579 (RMS) USA (West Virginia) EF685067
L. indigo Lamus139F Meéxico (Estado de JN613159
México)
Lo USA
L. indigo SLM 9579 (RMS) EF685067
L. hatsudake 38541 (HKAS) China (Yunnan) EF685063
L. hatsudake BJ1-1 China (Yunnan) KX527868
L. hatsudake 24414 (TMI) Japon (Kagoshima) EF141555
L. chelidonium SLM 9649 (RMS) USA (New York) EF685049
L. deliciosus 39045 (HKAS) China (Yunnan) EF685053
L. deliciosus JN2001-046 (GENT) Eslovaquia KF133272
L. deliciosus 2006-09-12-2 Reino Unido UDB002381
L. deliciosus PUN7031 India (Punjab) KP115212
L. deliciosus 178 Espafia (Barcelona) DQ116888
L. vividus GX2 (CSUFTD) China (Guangxi) JX852629
L. vividus X.H. Wang 2987 China (Shangdong) KT163436
(KUN-HKAS)
- X.H. Wang 3039 ) )
L. vividus China (Hubei) KT163433

(KUN-HKAS)
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L. fennoscandicus AV 97-530 (GENT) Suecia DQ922510
L. fennoscandicus OKM 17447 (RMS) Finlandia EF685061
L. fennoscandicus V. Liiv TU106311 Estonia UDB011462
L. deterrimus J. Nuytinck 2000-002 Belgica (Namur) DQ922523
L. deterrimus U. Eberhardt w104 Alemania (Tuebingen) AF140266
L. deterrimus TU106157 Estonia UDB015788
L. porninsis JN 2002-019 (GENT) Italia DQ922546
L. porninsis GENT:JN2002-025 Italia (Trentino) KY513926
L. porninsis fo46805 Alemania UDB000369
L. salmonicolor JN 2001-123 (GENT) Francia DQ922549
L. salmonicolor JN 2001-087 (GENT) Belgica DQ922548
L. salmonicolor hue182 Alemanis UDB000310
L. semisanguifluus taxon:93012 Francia AF249292
L. semisanguifluus SLM 197-03 (RMS) Suecia EF685093
L. semisanguifluus huel49 Alemania UDB000320
L. pseudodeliciosus D. Mitchell 02-2002 USA Florida EF685082
(RMS)
L. miniatosporus 3830 (XAL) México (Xalapa) EF685078
L. miniatosporus A. Montoya 1941 México (Chiapas)
(TLXM2323)

L. miniatosporus '(A\T'S?:/]lizrg;) México (Chiapas)

L. paradoxus DM 1-02-2002 (RMS) USA (Florida) EF685081
L. horakii 9983 (ZT) Indonesia (Java) EF685070
L. horakii TU110767 Malasia (Fraser hill) UDB013364
L. subpurpureus SLM 9572 (RMS) USA (Virginia) EF685100
L. subpurpureus JHR 574 (RMS) USA (Virginia) EF685099
L. salmoneus BK 14-00 (RMS) USA (Mississipi) EF685090
L. salmoneus CMG 144 (TLXM) Meéxico (Chiapas)

L. salmoneus CMG 145 (TLXM) Meéxico (Chiapas)
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L. rubriviridis DED 7312 (SFSU) USA (California) EF685088
TYPUS
L. abieticola KUN-HKAS 73508 China (Yunnan) KY174936
L. abieticola KUN-HKAS 61973 China (Yunnan) KY174941
L. abieticola KUN-HKAS 86038 China (Yunnan) KY174950
L. hengduanensis KUN-HKAS 62011 China (Yunnan) KY174923
L. pseudohatsudake KUN-HKAS 60404 China (Yunnan) KY174912
L. pseudohatsudake KUN-HKAS 68190 China (Yunnan) KY174901
L. pseudohatsudake KUN-HKAS 69426 KY174917
L. laeticolor 23149 (TMI) Japon EF685077
L. laeticolor OKM21714 (RSM) Japon (Tottori) EF685091
L. indigo var diminutivus | MCA 811 (RMS) USA (West Virginia) EF685066
L. salmonicolor auct MX | M. Diazl (TLXM) México (Tlaxcala)
L. salmonicolor auct MX | M. Diaz2 (TLXM) México (Tlaxcala)
L. salmonicolor auct MX | M. Diaz3 (TLXM) México (Tlaxcala)
L. salmonicolor auct MX | M. Diaz4 (TLXM) México (Tlaxcala)
L. salmonicolor auct MX | M. Diaz5 (TLXM) México (Tlaxcala)
L. salmonicolor auct MX | AKL 1406 (TLXM) México (Tlaxcala)
L. salmonicolor auct MX | AKL 1409 (TLXM) México (Tlaxcala)
L. salmonicolor auct MX | V.Ramirez Cruz 3338 México (Oaxaca)
L. salmonicolor auct MX | A. Montoya (TLXM) Meéxico (Puebla)
L. cf. sanguifluus C. Burrola CB0813 México (Estado de KT875043
México)
. Meéxico (Estado de
L. cf. sanguifluus C. Burrola CB08304 México) KT875041
Meéxico (Estado de
L. cf. sanguifluus A. Espinoza HC- México) KT875039
PNNT-122 México (Estado de
L. cf. sanguifluus g&z-ﬁgiﬁacm He M?XfCO) KT875040
México (Estado de
N, D Anastacio HC- México)
L. cf. sanguifluus PNNT-046 México (Estado de KT875045

México)
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A. Ruiz AR09527

Meéxico (Estado de
México)

L. cf. sanguifluus KT875044
C. Burrola CB08422
L. cf. sanguifluus KT875042
L. aff wenquanensis LTH143 (GENT) Tailandia EF141537
L. pseudodelicatus CLC512 (MONT) USA (ldaho) KX394295
L. torminosus JN11-086 Grecia KR025613
L. psammicola BPL869 USA (Teneessee KY848507
L. haugiae LM4957 México KT583640
L. haugiae Meéxico (Ciudad de
México)
L. aspideoides RL Shaffer 6957 USA (Michigan) KR090893
(MICH)
L. flavopalustris JV23334 (TURA) Finlandia (Koillismaa) KR090904
L. uvidus GENT:Walleyn 2119 Suecia KJ742416
L. scrobiculatus 732 Italia JF908281
L. alnicola EB0064-14 (MONT) USA (Montana) KX394276
L. mexicanus México
L. auranticus huel79 Alemania UDB000312
L. obscuratus GC03090105 Francia HQ714758
L. subdulcis KW135 Belgica KT165261
L. fuliginosus huel61 Alemania UDB000388
L. fumosibrunneus EG10 México JN797633
L. lignyotus GENT:R. Walleyn 1272 | Francia JQ446112
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Tabla 3. Material estudiado de la seccién Deliciosi de México.

Ejemplares Procedencia Afio Especies

A. Kong 4941 (TLXM) Chiapas 2005 L. deliciosus ss auct MX

A. Kong 4569 (TLXM) Chiapas 2005 L. deliciosus ss auct MX

A. Montoya 1936 (TLXM) Chiapas 2005 L. deliciosus ss auct MX

7190 (TLXM) Chiapas 2005 L. deliciosus ss auct MX

A. Kong 4936 (TLXM) Chiapas 2005 L. deliciosus ss auct MX

A. Montoya 105 (TLXM) Chiapas 2005 L. deliciosus ss auct MX

A. Kong 2457 (TLXM) Chiapas 2005 L. deliciosus ss auct MX

A. Kong 2216 (TLXM) Tlaxcala 1991 L. deliciosus ss auct MX

A. Kong 2208 (TLXM) Tlaxcala 1991 L. deliciosus ss auct MX

A. Kong 2220 (TLXM) Tlaxcala 1991 L. deliciosus ss auct MX

A. Kong 464 (TLXM) Tlaxcala 1987 L. deliciosus ss auct MX

A. Kong 1992 (TLXM) Tlaxcala 1991 L. deliciosus ss auct MX

A. Kong 1436 (TLXM) Chihuahua 2014 L. deliciosus ss auct MX

A. Kong 1480 (TLXM) Chihuahua 2014 L. deliciosus ss auct MX

G. Cruz 06 Ciudad de L. deliciosus ss auct MX
México

G. Sanchez 159 Ciudad de Lactarius sp.
México

G. Ramirez 44 Ciudad de L. deliciosus ss auct MX
México

C. Estrada HC-PNNT-024 (MEXU) Estado de L. deliciosus var. deterrimus
México

C. Burrola AR09560 (MEXU) Estado de L. deliciosus var. deterrimus
México

C. Burrola AR09811 Estado de L. deliciosus var. deterrimus
México

A. Kong 2040 (TLXM) Tlaxcala 1991 L. salmonicolor auct MX

A. Kong 1846 (TLXM) Tlaxcala 1990 L. salmonicolor auct MX




A. Kong 500 (TLXM) Tlaxcala 1987 . salmonicolor auct MX

A. Kong 258 (TLXM) Tlaxcala 1987 . salmonicolor auct MX

R. Heim 4440 (MEXU) Oaxaca 1956 . salmonicolor auct MX

A. Kong L. chelidonium Tlaxcala 1991 . chelidonium

M. Diazl (TLXM) Tlaxcala 2016 . salmonicolor auct MX

M. Diaz2 (TLXM) Tlaxcala 2016 . salmonicolor auct MX

M. Diaz3 (TLXM) Tlaxcala 2016 . salmonicolor auct MX

M. Diaz4 (TLXM) Tlaxcala 2016 . salmonicolor auct MX

M. Diaz5 (TLXM) Tlaxcala 2016 . salmonicolor auct MX

V.Ramirez Cruz 3338 Oaxaca 2016 . salmonicolor auct MX

J. Garcia no 19, 301 Oaxaca 2013 . salmonicolor auct MX

A. Montoya (TLXM) Estado de 2016 . salmonicolor auct MX
México

F. Hernandez 55 Tlaxcala 2009 . salmonicolor auct MX

C. Burrola CB0813 Estado de 2008 . cf. sanguifluus
México

C. Burrola CB08304 Estado de 2008 . cf. sanguifluus
México

A. Espinoza HC-PNNT-122 Estado de 2008 . cf. sanguifluus
México

N, D Anastacio HC-PNNT-274 Estado de 2008 . cf. sanguifluus
México

N, D Anastacio HC-PNNT-046 Estado de 2008 . cf. sanguifluus
México

A. Ruiz AR09527 Estado de 2009 . cf. sanguifluus
México

C. Burrola CB08422 Estado de 2008 . cf. sanguifluus
México
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Tabla 4. Principales caracteres macroscopicos para delimitar a L. salmonicolor sensu auct.

Mex.

Especie Pileo - Estipite - Escrobiculas Latex - cambio
diametro longitud de color

Lactarius salmonicolor sensu 6-15 cm 4-10 cm A veces No cambia

auct. Mex. presentes

Lactarius salmonicolor de 4-19 cm 2-7¢cm Presentes Rojo vinaceo

Europa después de 30

minutos
Lactarius aestivus 4-10 cm 3-6 cm Presentes, Naranja oscuro

a veces ausentes

después de una
hora

Tabla 5. Caracteres microscopicos para delimitar a los ejemplares identificados como L.
salmonicolor sensu auct. Mex.

Especie Tamanio de Altura de la Pleurocistidios  Queilocistidios
esporas ornamentacion

Lactarius salmonicolor sensu ~ 7.8-9.4 um de Hasta 1.2 p Escasos Ausentes

auct. Mex largo

Lactarius salmonicolor de 8.5-11.8 um de Hasta 0.5 n Abundantes Abundantes

Europa largo

Lactarius aestivus 8.5-9.9 um de Hasta 0.5 n Abundantes Abundantes
largo
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Tabla 6. Material estudiado bajo microscopia electronica de barrido.

Taxon Recolector Numero Procedencia Herbario
L. deliciosus A. Kong 14-36, 14-37, Chihuahua TLXM
14-80
L. deliciosus R. Garibay CDMX1 Ciudad de México MEXU
L. deliciosus C. Estrada HC-PNNTR-024 Estado de México MEXU
L. deliciosus A. Ruiz AR09811 Estado de México MEXU
L. deliciosus A. Kong 4941 Chiapas TLXM
L. salmonicolor C. Burrola 0913 Estado de México MEXU
L. salmonicolor J. Garcia 19301 Oaxaca ITCV
L. salmonicolor R. Heim 4440 Oaxaca MEXU
L. salmonicolor A. Kong 14-06 Tlaxcala TLXM
L. salmonicolor M. Diaz 1 Tlaxcala TLXM
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12.2 Figuras

ARATKE IMFORMATION CRITERION [AICH

Hodel selected:
Hadel = TIM2el+I+G
partition = 8182332
-lnL = 3863.2899

K o= 347

Ri{a) [AC] = 2.3877
mi{b) [AG] = ®@.4595
Ri{c) [AT] = 32.3877
R{d] [CG] = 1.8088
A{@) [CT] = 14, 8385
R{f] [GT] = 1.88488

p-iny = @.4129
gamma shape = &.5358

Figura 5. Criterio de informacion de AKAIKE

* *
* BAYESIAN INFORMATION CRITERION (BIC) *
* *

Sample size: 732.0

Model selected:
Model = TIM2ef+I+G
partition = 810232
-lnL = 5063.2099

K = 347
R(a) [AC] = 2.3077
R(b) [AG] = 8.4585
R(c) [AT] = 2.3077
R(d) [CG] = 1.0000
R(e) [CT] = 14.8385
R(f} [GT] = 1.0000

p-inv = 0.4120
gamma shape = ©.5950

Figura 6. Resultados Criterio de Informacidn Bayesiana

Statistic Mean ESS
LnL -5547.4.., | 2216 R
TL 18,162 5287 R
pilA) 0,218 7244 R
pilC) 0,258 7584 R
pilG) 0,238 7017 R
pilT) 0,289 5311 R

Figura 7. Resultados de ESS en Tracer
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Figura 20. Enchilado de oyamel, Lactarius salmonicolor sensu auct. Mex., recolectado por
hongueros de la ladera este del VVolcan La Malinche, mezclado con un poco de mantecado
(Amanita aff. rubescens) y algunas escobetas (Ramaria spp).
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Figura 22. Material recolectado por Heim del estado de Oaxaca e identificado como Lactarius
deliciosus var. salmonicolor (MEXU).
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