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RESUMEN

Los hongos gasteroides son los principales descomponedores de materia
organica en las zonas é&ridas y semiaridas. El género Disciseda posee
numerosos conflictos taxonémicos debido a que las especies se discriminan
basicamente por la ornamentacion esporal. En el herbario “Dr. Martin Esqueda
Valle”, de la UES, existen varios especimenes de éste género sin identificar,
pudiendo tratarse de nuevas especies. Las secuencias de ADN ribosomal,
especificamente de los Espaciadores Transcritos Internos (ITS, por sus siglas
en inglés) son consideradas como el codigo de barras para la identificacion
molecular de especies de hongos. Con el objetivo de contribuir al conocimiento
taxondémico, ecoldgico, corologico y genético de los hongos gasteroides, se
reviso todo el material correspondiente a Disciseda depositado en el herbario de
la UES. Los organismos se identificaron mediante caracteristicas morfologicas
macro- y microscopicas. Se realizaron ademéas Tablas de localidades y mapas
de distribucion de cada especie. La caracterizacion genética se realizo
mediante la extraccion del ADN gendémico, amplificando la seccion ITS1-5.8S-
ITS2 de cada aislado por PCR, y se clond utilizando el sistema de clonacion T-A
y células de Escherichia coli. EI ADN plasmidico de los clones recombinantes
se obtuvo y fue secuenciado. Sus secuencias nucleotidicas se analizaron
mediante el algoritmo BLAST y el Software MEGA 5.05 para obtener arboles de
homologia. Como resultados se identificaron seis morfoespecies, de las cuales
cinco estan bien definidas y una se propone como nueva especie para la
ciencia con base en evidencia morfolégica y molecular. El andlisis filogenético
discrimina las especies por su ornamentacidn esporal general: espinas,
reticulos y verrugas. Es posible que se traten de complejos de especies, por lo
que se recomienda analizar otras regiones del genoma y mas investigacion

microecoldgica.

Palabras clave: Hongos gasteroides, Lycoperdaceae, Taxonomia
integrativa, Corologia, ITS1-5.8S-ITS2.
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ABSTRACT

The Gasteroid Fungi are the organic matter primary decomposers in both
arid and semi-arid areas. The genus Disciseda has numerous taxonomic
conflicts because the species are discriminated by their spore ornamentation.
Several unidentified specimens of this genus are in the fungal collection located
at “Dr. Martin Esqueda Valle” herbarium from the Universidad Estatal de Sonora
(UES), and there may even be new species to identify. Ribosomal DNA
sequences, specifically the Internal Transcribed Spacers (ITS), are considered
as the bar code for fungal species molecular identification. All of the material for
the genus Disciseda was reviewed, looking forward to provide a contribution for
the gasteroid fungi taxonomic, ecological, genetic and chorological knowledge.
Organisms were identified by morphological characteristics, both macroscopic
and microscopic. Tables of localities, as well as distribution maps for each
species, were also carried out. Genetic characterization was performed by
extracting the genomic DNA, having section ITS1-ITS2-5.8S amplified; the
fragment was cloned by using the TA cloning® kit and trough Escherichia coli
transformation. The DNAs recombinant plasmid were sequenced and analyzed
using the BLAST algorithm, being both aligned and analyzed throughout MEGA
5.5 Software for homology trees. Six morpho-species were identified, out of
which five were well defined and one was proposed as new to science, based
on morphological and molecular evidence. The species are discriminated by
Philogenetic analysis according to their general sporal ornamentation: spines,
warts and reticules, probably due to a species complexity. Thus, it is
recommended to analyze other regions of the genome, and to have more micro-

ecological research performed.

Keywords: Gasteroid fungi, Lycoperdaceae, Integrative Taxonomy,
Chorology, ITS1-5.8S-ITS2.
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INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariontes, aclorofilos, heterotréficos y con
nutricion osmotroéfica (Whittaker, 1959); es decir, secretan enzimas para
descomponer materia organica, la cual una vez convertida en sustancias mas
simples, pasa por difusion a través de una membrana semipermeable (Herrera
y Ulloa, 2004). Su talo puede variar de unicelular a pluricelular o dimérfico, lo
gue significa que pueden alternar entre levaduriforme o filamentoso (Bonifaz,
2000). Dichos organismos se encuentran clasificados dentro del reino Fungi,
establecido por Whitaker (1959).

Dentro del reino de los hongos, tradicionalmente se incluia la clase
Gasteromycetes, propuesta a principios del siglo XIX (Persoon, 1801). Mas
adelante Fries (1829) public6é el segundo volumen de su obra «Systema
micologycum»», agrupando organismos cuya unica caracteristica en comdn era
el poseer cuerpo fructifero globoso por lo menos durante la fase joven. Sin
embargo, muchos autores han sugerido que ésta clase no representa un
conjunto monofilético de hongos (Heim, 1971). De hecho, se han producido
taxonomias alternativas, colocando a miembros de los Gasteromicetos en el
grupo de los Agaricales, Boletales y Russulales (Heim, 1971; Thiers, 1984,
Singer, 1986). Asi, el término correcto de los Gasteromycetes es «Hongos
Gasteroides» (Pegler et al., 1995).

Con respecto al conocimiento sobre los hongos gasteroides en Sonora,
se han registrado 122 especies hasta el 2010 (Esqueda et al., 2010; Pifa et al.,
2010), de las cuales cinco corresponden al género Disciseda. Dicho género es
considerado conflictivo debido a sus ambigledades taxondémicas y a su
restringida distribucion (Moreno et al., 2007). Dichos estudios se basaron en

taxonomia clasica, es decir, utilizando sOlo caracteristicas macro Yy



microscépicas para su identificacion. La taxonomia permite una rapida
identificacion a nivel de especie, pero se basa méas en la literatura publicada y
en la experiencia del identificador, lo que puede llevar a confusiones y/o
determinaciones incorrectas (Brock et al., 2008). Actualmente se cuenta con
herramientas moleculares, como la secuenciacion de ADN ribosomal
(Rodriguez et al., 2004), que pueden complementar la informacion fenotipica
con datos genotipicos y de esta manera establecer si se trata de una o varias
especies.

El uso de las técnicas de taxonomia polifasica, permitira actualizar la
sistematica a través de la filogenia, para comprender la situacion evolutiva de
los organismos del Género Disciseda. Esto ayudara enriquecer el conocimiento
sobre la biodiversidad de hongos gasteroides en Sonora, especificamente del
género Disciseda, sobre el cual los estudios son limitados. Por lo que el objetivo
de esta investigacion fue caracterizar especimenes del género Disciseda
taxonodmica, ecoldgica y molecularmente para contribuir al conocimiento de la

micobiota sonorense.



ANTECEDENTES

Caracteristicas del Género Disciseda

Dentro de la clasificacion tradicional de los Gasteromycetes, se incluia el
orden de los Lycoperdales, con dos familias, Geastraceae y Lycoperdaceae
(Pegler et al., 1995). Dicha familia comprendia géneros como Lycoperdon,
Vascellum, Bovista, Calvatia y Disciseda (Herrera y Ulloa, 2004). El género
Disciseda fue propuesto por Czernaiev (1845), describiendo a D. collabescens
como especie tipo e incluyendo a otros dos taxones: D. compacta y D. mollis.
Inicialmente en el género se manejaba como Diplocystis bajo la descripcion en
latin: «Exoperidio suave, habitat subterraneo, en el marco de la arena»
(Saccardo, 1888).

Las especies incluidas en el género Disciseda presentan un basidioma
globoso, comprimido y lenticular, de 1 a 5 cm de didmetro (Ahmad, 1959). En
fase inmadura son semihipégeos, después pierden los cordones miceliares
basales y se origina un orificio al exterior, por la cicatriz dejada por dichos
cordones (Czernaiev, 1829). Al madurar giran y el orificio se convierte en la
boca u ostiolo (Figura 1) (Calonge, 1998). No poseen subgleba, su capilicio es
sinuoso con paredes gruesas, de tipo Lycoperdon, desarticulandose en los
septos (Figura 2) (Mitchel et al., 1975).



Figura 1. Desarrollo semihip6geo del basidioma del género Disciseda. Tomado
y modificado de Kers (1975).

Figura 2. Capilicio del tipo Lycoperdon, desarticulandose en los septos en
Disciseda stuckertii Basado en Kers (1975)



Taxonomia

Para la identificacion de las especies de Disciseda es necesario seguir
claves taxondmicas; a nivel mundial se aceptan unos 15 taxones (Kirk, 2008). A
pesar de los esfuerzos de los micélogos, en el género soélo se observa variacion
consistente en el tamafio y ornamentacion esporal (Guzméan y Herrera, 1969).
Otros caracteres como el tamafo, color, boca o capilicio, de manera individual
resultan pobres para separar a las distintas especies del género (Lizarraga et
al., 2010).

Existen reportes de especies para regiones en las que los datos son de
dudosa veracidad. Calonge (1998) cita a D. anomala para la Peninsula Ibérica
basado sd6lo en un basidioma inmaduro, que se discute ser distinta con respecto
a los ejemplares reportados para Africa y Australia. EI mismo autor cita la
misma especie para Veracruz, basado en medio basidioma (Calonge et al.,
2004). Se han descrito especies nuevas, tales como D. nigra, propuesta por
Dorfelt y Nowak (2002); sin embargo, el articulo donde se describen carece de
imagenes de microscopio electrénico o analisis genémico.

Otros ejemplos de especies poco conocidas, son las propuestas por
Grgurinovic (1997) en su libro «Larger Fungi of South Australia», proponiendo
como nuevas especies a D. errurraga, D. kaloola, D. kiata y D. muntacola. Tales
especies son citadas Unicamente en dicho pais y libro, sin imagenes a
Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y sin existir publicaciones en revistas
al respecto. Posteriormente, May y Shingles (2003), reportaron que dichas
especies en realidad son sindénimas, correspondiendo entonces a D. hyalothrix,
D. anomala, D. hypogaea y D. cervina, respectivamente. Sin embargo, D.
hypogeaea es en realidad D. verrucosa y ademas, en la misma publicacion
hace mencion a D. pedicellata, sindbnimo de D. hyalothrix (Moreno et al., 2003).
A la fecha, no se tiene acceso a los ejemplares australianos y los nombres
propuestos por Grgurinovic permanecen como validos en Index Fungorum
(2012).

Para Sonora, actualmente se aceptan cinco especies soélidas: D. bovista,

D. candida, D. hyalothrix, D. stuckertii y D. verrucosa (Esqueda et al., 2010).
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Cada especie ha tenido sus propios conflictos taxonémicos. Por ejemplo se
tenian registradas para Sonora, D. calva y D. cervina (Esqueda et al., 1995), la
primera se considera sindbnimo de D. candida y la segunda, después de revisar
el material tipo, se descartd para la micobiota sonorense (Esqueda et al., 2010).
Herndndez-Navarro (2011) cita para el municipio «La Colorada» cuatro de las
cinco especies solidas para Sonora y varias colecciones que no pudieron ser
determinadas. Todos los ejemplares confusos de los trabajos mencionados,
estan depositados en el Herbario Dr. Martin Esqueda Valle, de la Universidad
Estatal de Sonora (UES). Dicho material no pudo ser clasificado a nivel de

especie mediante técnicas taxonémicas.

Ecologia

A nivel mundial no se tienen suficientes datos sobre la ecologia de éstas
especies; se conoce, en Europa, para Alemania (Dorfelt y Nowak, 2002), la
Peninsula Ibérica (Calonge, 1998) y Suiza (Kers, 1975). En Asia, existen
registros para China (Eckblad y Ellingsen, 1984); en Oceania para Australia
(Grgurinovic, 1997; May y Shingles, 2003); y Dring (1964) lo ha citado para
Africa. En América para Estados Unidos (Bates et al., 2009), México (Lizarraga
et al., 2010), Brasil (Gularte Cortéz et al., 2010) y Argentina (Dios, 2001).

En la micobiota mexicana se han registrado 10 de las 15 especies
aceptadas mundialmente: D. hollosiana Henn., se describié para México por
Hennings (1902); D. brandegei (Lloyd) Zeller fue redescrita para Culiacéan,
Sinaloa por Zeller (1947); D. anomala (Cooke & Massee) G. Cunn., se registré
para Veracruz por Calonge et al. (2004); D. bovista (Klotzsch) Henn., se conoce
en Baja California, Baja California Sur (Calonge et al., 2004), Chihuahua
(Lizarraga et al., 2010), Estado de México, Hidalgo (Guzman y Herrera, 1969),
Jalisco (Calonge et al., 2004), Nuevo Leon (Urista et al., 1985) y Sonora (Pérez-
Silva et al., 1994); D. candida (Schwein) Lloyd en Baja California (Calonge et
al., 2004), Chihuahua (Moreno et al., 2010) y Sonora (Pérez-Silva et al., 1994);
D. cervina (Berk.) Hollés para Sonora (Esqueda et al., 1995); D. hyalothrix



(Cooke & Massee) Hoéllos en Baja California (Ochoa y Moreno, 2006),
Chihuahua (Laferriére y Gilbertson, 1992) y Sonora (Esqueda et al., 1995); D.
stuckertii (Speg.) G. Moreno, Esqueda & Altés, del Distrito Federal, Estado de
México (Guzman y Herrera, 1969) y Sonora (Pérez-Silva et al.,, 1994); D.
subterranea (Peck) Coker & Couch para Nuevo Leén (Guzman y Herrera, 1973)
y D. verrucosa G. Cunn. en Chihuahua (Moreno et al., 2010) y Sonora (Aparicio-
Navarro et al., 1994).

Las 10 especies conocidas de Disciseda provienen principalmente del
Norte y Noroeste de México y se han colectado en su mayoria en matorrales y
pastizales. Sin embargo, Calonge et al. (2004) registraron a D. anomala para
vegetacion tropical, asi como D. bovista y D. candida para vegetacion de pino y
encino. Sonora y Chihuahua son los estados donde mejor se conoce el género,
con cinco especies. En el continente americano D. verrucosa solo se conocia
para Sonora y recientemente se ha registrado para Chihuahua (Lizarraga et al.,
2010).

Filogenia
Caracterizacion Genotipica de los Hongos

Desde hace mas de veinticinco afios, se propusieron las secuencias de
genes ribosomales como herramienta para la identificacibn molecular de
hongos (Blanz y Unseld, 1987). Sin embargo, recientemente, se ha propuesto a
la region correspondiente a los genes ribosomales, que contiene a los
espaciadores transcritos internos (ITS por sus siglas en inglés), como el codigo
de barras universal para la identificacion molecular de hongos a nivel de
especie (Schoch et al., 2012). En la célula, los ribosomas estan conformados
por la subunidad: grande y la subunidad pequefa. Estas, que consisten en
complejos de ARN ribosomal (ARNr), ribozimas y proteinas estabilizadoras
(Lehninger, 2004). Estas son los sitios de traduccion y anclaje del extremo 5’ del
ARN mensajero (ARNmM), que es traducido a polipéptidos utilizando ARN de

transferencia (ARNt) como acarreador (Solomon et al., 2008). En eucariontes,



los ribosomas se encuentran realizando sintesis de proteinas principalmente en
el nicleo y en el reticulo endoplasmético rugoso (Lewin, 2008). Los ribosomas
eucarioticos contienen cerca de 75 proteinas ribosomales y una copia de los
genes 5S y 5.8S de las subunidades pequefa y grande ribosomal (SSU y LSU,
respectivamente, por sus siglas en inglés) (Warner, 2001). Los genes
ribosomales pueden estar en un solo locus, como ocurre en plantas o pueden
encontrarse en dos o mas loci (Belkhiri et al., 1992). En genomas eucariontes
estan organizados en cientos a miles de copias repetidas (en tandem), aunque
el nimero puede variar de especie a especie o de individuo a individuo (Rogers
y Bendich, 1987).

En una unidad transcripcional de ADN ribosomal (ADNr), se identifican
dos espaciadores transcritos internos denominados ITS1 e ITS2, que separan el
gen 5.8S de la SSU y de los genes de la LSU (Figura 3) (Gillespie et al., 2006).
Las regiones ITS2 varian en tamafio desde 262 a 1155 nucleétidos (Joseph et
al., 1999). Lo ITS son transcritos, sin embargo, después son eliminados durante
el procesamiento del ARNm, por lo que no se incluyen durante la traduccion
(Figura 4) (Coleman, 2003).

5.85+ 28S+ 55 ARNr = Subunidad Grande (LSU): Divergencias
en Paleozoico y Mesozoico

A

[ |
18S 5.8S 28S 58
- e i
$-4 -
ITS1 ITS2 IGS1 IGS2
\ ] w 5
'
18S ARNr: (SSU) ITS 1y 2: recortados durante el Corte y Empalme.
Subunidad Pequefia: Divergencias en Cenozoico: a nivel de especie

Divergencias en
Precambrico

Figura 3. Representacion esquematica de las unidades de repeticion del ADN
ribosomal.



Modificado de Gillespie et al., 2006.
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Figura 4. Representacion esquemética del procesamiento del ADN ribosomal,
asi como la constitucién de las unidades ribosomales.

Situacion Filogenética Actual de Hongos Gasteroides

Como se menciond, los hongos gasteroides se consideraban
comunmente como una clase (Gasteromycetes) (Herrera y Ulloa, 2004). Dentro
de ésta se consideraba a los Himenogastrales como los géneros mas primitivos
debido a la presencia de laminas rudimentarias o seudohimenio (Cunningham,
1944). Los Licoperdales se consideran grupos mas nuevos, debido a que la
presencia de capilicio se toma como caracter autopomoérfico; por otro lado los
Sclerodermatales, al no poseerlo, son considerados un grupo mas antiguo
(Heim, 1971). Sin embargo, hay otros grupos con capilicio como en Podaxales,
lo cual se considera un ejemplo de evolucién paralela (Dring, 1973).

Por otro lado, existen ciertas transiciones entre Agaricales, Afiloforales y
Gasteromicetos (Herrera y Ulloa, 2004). Los gasteromicetos comparten con los
Agaricales los estipites, que en muchos estan reducidos o ausentes, y las
laminas, pero mantienen la columela (Calonge, 1998). Con los Afiloforales,
comparten el hecho de que algunos gasteroides se consideran dimiticos, al

poseer mas de un tipo de capilicio (Pegler et al., 1995). Aun asi, la existencia de
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eslabones filogenéticos verdaderos entre ambos, esta lejos de ser demostrada
(Calonge, 1998).

Malencon (1931) considera a los gasteroides un transito de Russulales a
hipogeos como es el caso de Martellia, Sclerogaster e Hydnangyum, o de
Agaricales a secotioides como Elasmomyces y Arcangella. Este transito es
manejado como una «regresion» o «involucion» debido a largos periodos de
sequia y otras adaptaciones (Dring, 1964). Singer (1986), menciona que los
Gasteromycetes son un grupo reducido, concentrado en areas aisladas, lo que
sugiere que sean un grupo viejo en proceso de extincion. Por el contrario, los
Agaricales son mas numerosos, con apariencia de ser un Filo joven en vias de
expansién y conquista (Heim, 1971). Pifia (2010) citd por primera vez a
Endoptychum arizonicum, agarical tipico de zonas aridas en vegetacion de
Encino, lo que permite discutir la adaptacion de estas especies. De hecho, es
dificil saber en qué direccién va la evolucién (Calonge, 1998).

Mediante el uso de técnicas moleculares, la clasificacion de los hongos
gasteroides cambié enormemente (Hibbett et al., 1997). Géneros como
Astraeus fueron catalogados en la familia Diplocistydiaceae junto con
Sclerodermataceae dentro de Boletales (Binder y Hibbett, 2006). Por otro lado,
géneros como Geastrum y Mycenastrum se ubicaron en Phallomycetidae,
donde se encuentran también los antiguos Phallales como Phallus y Clathrus
(Hosaka et al., 2006). Sin embargo, la gran mayoria de géneros quedaron

incluidos en el orden de los Agaricales en varias familias (Kirk, 2008).

Situacion Filogenética Actual del Género Disciseda

El uso de técnicas moleculares ha provocado que la sistematica de
hongos se esté modificando con gran rapidez (Hibbett et al., 1997). El orden de
los Lycoperdales no fue la excepciéon (Bates et al., 2009). Los géneros incluidos
en la familia Lycoperdaceae se encuentran ahora en el orden de los Agaricales,

familia Agaricaceae, incluyendo Disciseda (Kirk, 2008).
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No existe mucha informacion al respecto sobre el género en la base de
datos del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus
siglas en inglés) (2012). En la actualidad se encuentran depositadas so6lo cuatro
secuencias de genes ribosomales en el NCBI (2012). Bates et al. (2009)
depositaron una secuencia de 749 pb que incluye una secuencia parcial del gen
18S, secuencias completas de ITS1, 5.8S, ITS2 y secuencia parcial de 28S,
correspondiente a D. candida (EU833654). Larsson y Jeppson (2008),
depositaron dos secuencias de 1027 y 1524 pb, donde cada una incluye
secuencia parcial de ITS1, secuencias completas de 5.8S e ITS2 y secuencia
incompleta de 28S (2008), correspondientes a D. bovista (DQ112627.1) y D.
candida (DQ112626). Por otra parte Hynson y Bruns (2009) depositaron una
secuencia de 670 pb que incluye la secuencia completa de ITS1 y secuencia
parcial de 28S (2009), con una longitud de 670 pb de una Disciseda no
identificada. Como se observa, cada secuencia es de distinto tamafo, ya que
corresponde a fragmentos incompletos de distintas regiones del genoma

ribosomal.
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JUSTIFICACION

A nivel mundial el conocimiento taxondmico y genotipico sobre hongos
gasteroides y especificamente el género Disciseda es limitado, a pesar de su
importancia ecologica y sus conflictos taxonomicos. La caracterizacion
polifasica de estos organismos, ampliara el conocimiento sobre los hongos
gasteroides a nivel estatal, nacional y mundial, y permitird proponer nuevas

especies para la ciencia.
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HIPOTESIS

La caracterizacion taxonOmica y molecular permitira discriminar las

morfo-especies del género Disciseda, segun su ornamentacion esporal.

OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar morfoldgica, ecoldgica y genéticamente a especimenes del
género Disciseda provenientes de Sonora, mediante taxonomia clasica,
macroecologia y marcadores moleculares, para contribuir a la delimitacién de

las especies del género.

Objetivos Particulares

1. Caracterizar macro y microscopicamente las recolecciones de
Disciseda provenientes de Sonora.

2. Determinar la vegetacion, fisiografia y edafologia de las localidades
de recoleccion.
Relacionar las especies determinadas y su habitat.

4. Analizar filogenéticamente las colecciones de hongos mediante el
ADN ribosomal, utilizando las regiones ITS1, 5.8S e ITS2.
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MATERIALES Y METODOS

Origen del Material Micologico

En el presente estudio se revisO todo el material depositado en la
coleccion de hongos «Martin Esqueda Valle» de la Universidad Estatal de
Sonora (UES), Unidad Académica Hermosillo, correspondiente al género
Disciseda. Ademas se revisaron algunos duplicados en la coleccién de hongos
del Herbario Nacional MEXU del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México. Se elabord una relacién de las localidades en las que se

han recolectado especimenes de dicho género en todo el estado.

Identificacion Taxondmica de las Especies
Analisis Macroscopico y Microscopia Optica

La caracterizacion macro y microscopica se llevd a cabo mediante
técnicas convencionales de micologia (Cifuentes et al., 1986). Se observaron
los especimenes en un microscopio estereoscopico OLYMPUS, a la vez que se
realizaron preparaciones para microscopio utilizando azul con lactofenol, rojo
congo, KOH, solucion de Melzer y liquido de Hoyer. Se analiz6 el capilicio, asi
como el tamafio y ornamentacion esporal utilizando un microscopio 6ptico (MO)
de contraste de fases OLYMPUS y usando el programa INFINITY ANALYZER

(Lumenera Corporation) como procesador de imagenes digitales.
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Analisis por Microscopia Electronica de Barrido

Este analisis se realizd en el laboratorio de Microscopia Electronica de
Barrido (MEB) en el Centro de Investigaciones Cientificas de Yucatan, bajo la
tutoria del Biol. Felipe Barredo Pool. Una porcion de la gleba se coloco en tubos
Eppendorf y se fij6 en una solucion tampon de fosfato mono y dibasico,
adicionandole glutaraldehido al 2.5% durante 48 horas. Posteriormente, se
realizaron tres lavados con la misma solucién tampon, dejando reposar una
hora en cada lavado y centrifugando a 10,000 x g por cinco minutos Yy
decantando el sobrenadante. Después, se procedid a deshidratar el tejido
utilizando alcohol etilico a distintas concentraciones (30, 50, 85, 96 y 100%),
dejando reposar durante una hora cada lavado y realizando dos lavados por
cada concentracion. Las esporas se llevaron a un secador al punto critico con
CO2 modelo SAMDRI-795. Posteriormente las esporas se llevaron al
metalizador DESK I, donde se les dio una cubierta de oro al vacio a un voltaje
de 120 mAmp, presion de 36 mThor y 70 s, para obtener una capa de 150A
aproximadamente. Las muestras se llevaron al microscopio electrénico (JEOL-
JSM 600LB) a vacio total, donde se tomaron fotografias de todas las

morfoespecies.

Anadlisis Ecologico

Una vez identificadas las especies se relacionaron las colecciones con
sus localidades, se determiné la referencia geogréafica de cada espécimen con
un GPS Garmin eTrex Vista HCx, utilizando el programa Datum WGS84 como
procesador de imagenes digitales y el Software ArcGIS, se correlacionaron las
especies con el tipo de vegetacion, suelo y altitud de las localidades estudiadas.
Se elaboraron mapas de distribucibn para cada una de las especies
identificadas, asi como Tablas con las localidades y la distribucion de los

taxones por tipo de vegetacion.
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Caracterizaciéon Genotipica de las Especies

Esta se realiz6 en el laboratorio de Genética y Biologia Molecular de
Plantas con las Dras. Maria A. Islas Osuna y Carmen A. Contreras Vergara de

la CTAQV siguiendo los siguientes pasos:

Extraccién de ADN total

Un paso fundamental para la caracterizacion genotipica es la obtencion
de material genético, en este caso ADN gendmico (ADNg) de buena calidad.
Para la extraccion de ADNg total se utilizé la técnica propuesta por Plaza et al.
(2004), utilizdndose hasta cinco individuos de cada especie. A partir de cuerpo
fructifero se tomaron entre 200 y 500 mg de gleba (peso seco), resuspendido
en 500 pL de solucién tampodn de lisis (0.1M NaCl, 0.5M Tris-HCL a pH 8.0,
1mM Na,EDTA 'y 5% SDS). Se agregaron 0.2 g de perlas de vidrio de diferentes
diametros (1, 0.5 y 0.1 mm), siendo después homogenizado por 10 min en un
vortex a maxima velocidad. Se centrifugaron por 10 min a 11,000 x g,
separando el sobrenadante en tubos nuevos y se repitid el procedimiento de

extraccion con el precipitado.

Después se agregé un volumen igual de fenol:.cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) a cada muestra, mezclando por voértex rapidamente y se
centrifug6 por 5 min. La capa acuosa superior se transfirié a un tubo nuevo y se
extrajo de nuevo con un volumen igual de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1),

mezclando vigorosamente en vortex y centrifugando por 10 min a 10,000 x g.

Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo y se agregaron 2.5
volumenes de isopropanol (para precipitar el ADNg). Se incubaron los tubos en
el refrigerador por 1 h, para después centrifugar a 4°C por 10 min a 14,000 x g.
Los precipitados resultantes se lavaron dos veces con etanol frio al 70%, se
secaron a temperatura ambiente y se resuspendieron en 50 yL de agua MQ

estéril. Las muestras se trataron con RNasa (20 pg/mL), incubando por 15 min
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a 37°C. Se determiné la concentracion de ADNg a 260 nm, el cual se analiz6
por electroforesis en gel de agarosa al 1% y visualiz6 por tincién con GelRed™
(BIOTIUM).

Amplificacién de Fragmentos de ADNr por PCR

Para analizar las secuencias nucleotidicas de ITS1-5.8S-ITS2 de los
hongos identificados como miembros del género Disciseda, se utilizaron
iniciadores universales disefiados para amplificar por medio de PCR la regién
gue comprende a las secuencias ITS1 e ITS2. Se usaron los iniciadores ITS 1
(5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3'), ITS 4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC-3) e ITS 5 (5-GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG -3). Las
combinaciones usadas fueron en general ITS1 e ITS4 y en algunos casos ITS5
e ITS4, con los cuales se obtuvo un producto de amplificacion de
aproximadamente 700 pb, que incluye la regién incompleta del 18S, ITS1 (187 a
298 pb), el gen corresponde al 5.8S (160 pb) y la region ITS2 (187 a 252 pb),
asi como region parcial del 28S (Figura 5).

ITS1-fungal
ITSY,
ITS5,. 1S3,
18S 151|585 752 28S
“Ts2 T4 “ITsabasidio
"Ts4-s

Figura 5. Combinacion de iniciadores que se utilizaron para amplificar la
seccion ITS1-5.8S-ITS2.
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Las condiciones de amplificacion utilizadas en las reacciones de PCR
iniciaron con una desnaturalizacién a 94°C por 3 min. Después 30 ciclos
comprendidos cada uno por un paso de desnaturalizacion a 94°C por 30 s,
seguida de una alineacién a 52°C por 30 s y una extension a 72°C por 1 min y
finalmente, un paso de extension a 72°C por 10 min, para terminar la reaccion

enfriando a 4°C.

Analisis de Productos de PCR

Los productos amplificados se analizaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% usando una solucion tampén TBE (Tris, borato y EDTA)
(Sambrook et al., 1989). Después los geles fueron tefiidos con GelRed™ 1X, se
visualizaron y fotografiaron con un fotodocumentador digital Kodak DS DC120
en luz ultravioleta, se analizaron utilizando el programa para fotodocumentacién
KODAK.

Clonacién y Secuenciacién

Una vez visualizados los fragmentos esperados se procedié a ligarlos al
vector de clonacion pCR 2.1 (INVITROGEN) de acuerdo a las instrucciones del
proveedor, utilizando T4 DNA ligasa e incubando toda la noche a 4°C. El vector
conteniendo la secuencia de interés (plasmido), se introdujo mediante choque
térmico a 42°C por 1 min, a células de E. coli TOP10. Estas células se crecieron
a 37°C en placas con agar Luria-Bertani adicionado con 100 pg/mL de
ampicilina. Las colonias que contienen el plasmido, se seleccionaron y
posteriormente se inocularon en caldo LB adicionado con ampicilina para
extraer el ADN plasmidico (ADNp) siguiendo la técnica de Lisis Alcalina
(Sambrook et al., 1989). Para confirmar la presencia del inserto, se realiz6 una
digestién del plasmido incubando a 37°C por 1h, utilizando la enzima de
restriccion EcoRl, debido a que el inserto se ubica entre dos sitios de corte para

ésta enzima que reconoce la secuencia palindromica 5-GAATTC-3'. El
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producto de la digestiébn se analizé por electroforesis en geles de agarosa al
1%. Finalmente, el ADNp se limpid utilizando el sistema comercial QIAGEXII
(QIAGEN) y se envi6 a secuenciar por ambos extremos al “Laboratory of
Genomic Analysis and Technology Core” en la Universidad de Arizona en

Tucson, Arizona, utilizando los iniciadores M13 Fw y M13 Ruv.

Analisis Bioinformatico

Para todas las secuencias nucleotidicas obtenidas se realizd la
busqueda de la identidad, utilizando el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool)(Altschul et al., 1997). Posteriormente, fueron editadas y alineadas
utilizando el software Sechencher versién 4.14. Se busco6 el modelo de mejor
ajuste para el algoritmo seleccionado de Maxima Verosimilitud (ML) para
finalmente, elaborar un arbol de homologia con Boootstrap de mil réplicas
utilizando; el Software MEGA 5.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion Taxonomica y Ecoldgica

Disciseda bovista (Klotzsch) Henn. Stud. Nat. Hist. lowa Univ. 42: 128
(1903).

Basidioma subgloboso, 17-28 x 9-14 mm, color marrén amarillento.
Estoma irregular, a veces ligeramente fimbriado. Exoperidio con hifas sin septos
de < 3 um de didmetro, poco entremezcladas con materia organica. Endoperidio
ligeramente verrucoso, con tres capas que tienden a oscurecerse, arrugarse y
desprenderse con la intemperizacion, la cual inicia generalmente en la base; la
capa externa, intermedia e interna con hifas de 5-6, 10-16 y < 3.5 ym diametro
respectivamente; la capa interna con hifas no porosas y acintadas. Gleba
marrén, marrén oscuro a ligeramente rojiza. Capilicio de paredes gruesas,
marrén 0scuro a rojizo, no porosas. Basidiosporas globosas, 6.4-8 ym diam.,
episporio < 1 ym de grosor, conformado por delicadas verrugas rectas y planas,
visibles en MO bajo inmersion (Figura 6).

Taxon con el mayor niumero de colecciones registradas, en el 50% de las
localidades muestreadas y en los seis tipos de vegetacion. Podria formar parte
de un complejo de especies, ya que el tamafio y ornamentacion esporal son
intermedios entre D. candida y D. verrucosa. Se diferencia de la primera por su
ornamentacion mas evidente y de mayor tamafio esporal; de la segunda porque
no forma procesos digitiformes como los que se muestran en la figura 6.

Material Estudiado: Localidad 2, UES 8642a, 8634, 8637, 8638, 8639,
8640, 8641a, 9602, 8643a, 8644; Localidad 5, UES 8351, 8362, 8681, 8682,
8683, 8685, 9600; Localidad 10, UES 1257, 2614, 2697, 3976, 2697, 3298,
2166, 4791, 3252, 10034, 10077, 10164, 10165, 10186, 10197; Localidad 13,
UES 2503, 2694, 2772, 3645, 4283, 2767; Localidad 14, UES 2711a;
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Figura 6. Disciseda bovista. a. Basidioma (UES 1257). b. Basidiomas (UES
1254). c. Mapa de distribucion en Sonora. d-e. Esporas bajo MEB (UES 1257).
f. Espora bajo MEB (UES 1254).

Localidad 15, UES 3751; Localidad 16, UES 2485, 2643, 3704; Localidad 17,
UES 1254; Localidad 22, UES 2823; Localidad 23, UES 5208; Localidad 24,
UES 2826, 2624; Localidad 25, UES 2223, 2817; Localidad 27, UES: 4548Db;
Localidad 29, UES 8575; Localidad 31, UES 8370; Localidad 34, UES 3253;
Localidad 36, UES 3251; Localidad 38, UES 8230, 8232, 8237; Localidad 40,
UES 9008a.
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Disciseda candida (Schwein.) Lloyd, Mycol. Writ. 1: 100 (1902).

Basidioma globoso, aplanado, de (5-) 10-18 mm diametro, liso a estriado
al madurar, color marrén grisaceo a blanco isabelino con la intemperizacion.
Estoma circular a indefinido, con la intemperizacion se torna mas claro y se
deforma hasta convertirse en un orificio irregular. Exoperidio con hifas de hasta
3um diametro. Endoperidio aterciopelado, marrén, con tres capas, la externa,
intermedia e interna con hifas de pared delgada, hifas colapsadas e hifas de
pared gruesa y acintada respectivamente. En todas las capas las hifas son de
4-8 um diametro. Gleba marrén oscura; capilicio de pared ligeramente
engrosada y porosa, de 3-5 pm diametro, comunmente 4 um diametro.
Basidiosporas de (3.5-) 4-4.8 (-5) ym diametro, casi lisas al MO, bajo MEB se
observan pequefas verrugas menores a 1 uym (Figura 7).

Especie caracteristica de la micobiota sonorense, recolectada en 14
localidades, en todos los tipos de vegetacion registrados, excepto en zonas
urbanas. Este taxon es facil de identificar, por el tamafio de las esporas y la
delicada ornamentacion que presentan, la cual es casi lisa al MO y con
verrugas muy finas al MEB; asi como, por el capilicio fuertemente poroso.

Material Estudiado: Localidad 1, UES 1216; Localidad 6, UES 8528;
Localidad 7, UES 5621; Localidad 8, UES 8304; Localidad 10, UES 3962, 2368,
2187, 4349, 10005, 10082, 10177, 10180, 10195; Localidad 13, UES 2752a;
Localidad 14, UES 2638; Localidad 16, UES 3705, 2519, 2642, 2750, 2916,
4323; Localidad 18, UES 1256; Localidad 19, UES 3733; Localidad 20, UES
5629; Localidad 27, UES 3895; Localidad 30, UES 8510; Localidad 31, UES
8650a, 8651; Localidad 37, UES 4129; Localidad 38, UES 8235; Localidad 39,
UES 10249; Localidad 40, UES 9002, 9007.

22



114°0'0°'W 112°0'0"W 110°0'0"W

Vegetacion
i Area agricola
Bosque
Matorral
Mezquital
| Pastizal
Selva
Halofila

Desiertos Arenosos

Cuerpo de agua

@ D. candida

Figura 7. Disciseda candida. a. Basidiomas (UES 10249). b: Basidioma (UES
10082). c. Mapa de distribucion en Sonora. d. Capilicio bajo MEB (UES 10082).
e. Espora bajo MEB (UES 1216). f. Espora bajo MEB (UES 1256).

Disciseda hyalothrix (Cooke & Massee) Hollés, Nov. Kozl. 1: 107
(1902).

Basidioma globoso o subgloboso, de 12-20 x 17-28 mm, color marrén
grisaceo a marron oscuro al madurar. Estoma irregular. Exoperidio con hifas de
<4 uym didametro, mezcladas con arena y materia organica; en el mesoperidio se

observan hifas pseudoparenquimatosas que se colapsan en la madurez.
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Endoperidio formado por dos capas, la externa con hifas de 3-4 ym diametro,
entremezcladas, mientras que la interna con hifas rectas, de hasta 4 um
diametro, con pared mas gruesa. Gleba marron oscura a rojiza. Basidiosporas
de (6- ) 8-11 (-12) um, con pedicelo de hasta 10 ym de largo; episporio con
verrugas irregulares, planas y coénicas vistas al MO; bajo el MEB se observan
espinas coalescentes en el apice, formando semireticulos y verrugas (Figura 8).

Este taxon esta registrado en ocho localidades, dominadas por matorral
arido, selva baja caducifolia y pastizal. EI amplio rango en el tamafio de las
esporas que se observa entre las colecciones, e incluso en un mismo
basidioma, y la variacion en la forma de la ornamentacién esporal de esta
especie, a menudo generan conflictos en su determinacion. No obstante, es
justo esta ornamentacion irregular la que permite diferenciarla.

Material Estudiado: Localidad 5, UES 8350, 8686; Localidad 8, UES
8303; Localidad 10, UES 2842, 10011, 10114, 10123, 10157, 10176; Localidad
11, UES 439; Localidad 13, UES 2768; Localidad 14, UES 3705, 2519, 2642,
2750, 2916, 4323; Localidad 18, UES 1256; Localidad 19, UES 3733; Localidad
20, UES 5629; Localidad 27, UES 3895; Localidad 30, UES 8510; Localidad 31,
UES 8650a, 8651, Localidad 38, UES 8231; Localidad 40, UES 9002, 9007.

Disciseda stuckertii (Speg.) G. Moreno, Esqueda & Altés, Persoonia 19:
273 (2007).

Basidioma globoso, subgloboso, 8-13 mm diametro, color marron claro a
marrén oscuro o grisaceo al madurar. Exoperidio con hifas de 3-5 ym diametro,
entremezcladas con arena y materia organica; mesoperidio con hifas
pseudoparenquimatosas que se colapsan en la madurez. Endoperidio
conformado por hifas de 4-8 um diametro, de pared gruesa, formandose estrias,
cicatrices y oscureciéndose con la intemperizacion. Gleba marron oscura o
marrdn rojizo oscura. Capilicio con hifas de 3-4 pm diametro, sin poros.
Basidiosporas reticuladas de color marrén oscuro, unigutuladas, de 8.5-10 ym

diametro (Figura 9).
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Figura 8. Disciseda hyalothrix. a. Basidioma (UES 10123). b: Basidioma (UES
10157). c. Mapa de distribucién en Sonora. d. Capilicio bajo MEB (UES 10123).
e-f. Esporas bajo MEB (UES 10157).

Esta es la especie actualmente menos recolectada en Sonora (10
localidades), aunque su presencia en sitios muy aridos como El Pinacate y Gran
Desierto de Altar (Localidad 3, Tabla 1 y 2), la hacen interesante. También se
ha colectado en matorrales, pastizales y selva baja caducifolia. Es la Unica
especie con esporas reticuladas en el género. Sin embargo, su posicién
taxondmica es discutida aun por varios autores, ya que también se ha ubicado
en el género Abstoma (Wright y Suarez, 1990; Moreno et al., 2007).
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Figura 9. Disciseda stuckertii. a. Basidioma (UES 10257). b. Basidioma (UES
10261). c. Mapa de distribucion en Sonora. d. Capilicio bajo MEB (UES 10261).
e-f. Esporas bajo MEB (UES 10261).

Material Estudiado: Localidad 3, UES 10257, 10261; Localidad 5, UES
8472, 8475; Localidad 8, UES 8303; Localidad 10, UES 4397; Localidad 12,
UES 1231; Localidad 19, UES 3729; Localidad 22, UES 1244; Localidad 32,
UES 5232; Localidad 36, UES 1587; Localidad 40, UES 8409, 8413.
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Disciseda verrucosa G. Cunn., Trans. & Proc. New Zealand Inst. 57:
205 (1926).

Basidioma subgloboso, 10-15mm diametro. Exoperidio compuesto de
hifas hialinas, de pared delgada, escasamente ramificadas, con residuos
vegetales y granulos de arena, que persiste en el apice. Endoperidio delgado,
flacido, papirdceo, color marrén claro a grishceo o blanquecino al madurar.
Dehiscente a través de un estoma inconspicuamente dentado y lacinado
mamoso, de aproximadamente 1 mm diametro. Gleba color marrén oscura,
pulverulenta. Basidiosporas de 7-8.5 ym diametro, unigutuladas, episporio
grueso, con verrugas solitarias de > 2 ym de largo, que pueden ser rectas, con
apice plano o curvo hasta formar procesos digitiformes como los observados en
la figura 10 d-f (Figura 10).

Se ha colectado en todos los tipos de vegetacion (Tabla 1 y 2) y junto
con D. bovista, son las Unicas especies con registros para zonas urbanas. Se
distingue por una ornamentacién conspicua en sus esporas, aunque no todas
las muestras forman procesos digitiformes y la densidad de los mismos también
es variable, lo cual se corrobora en los especimenes de Sonora (Figura 10 d-f).
Inicialmente, los basidiomas con verrugas rectas y aisladas se clasificaron como
D. hypogaea, cuyo holotipo estudiaron Moreno et al. (2003) en conjunto con el
material tipo de D. verrucosa, encontrando esporas con ambas formas de
ornamentacion, por lo que actualmente D. hypogaea se considera sinbnima de
D. verrucosa.

Material Estudiado: Localidad 3, UES 10250; Localidad 4, UES 4414,
Localidad 5, UES 8684, 8687, 8688; Localidad 8, UES 8608, 8609, 8610, 8611;
Localidad 9, UES 7323; Localidad 10, UES 2615, 2777, 10014, 10023, 10026,
10028, 10083, 10145, 10187; Localidad 13, UES 3295; Localidad 14, UES
2711; Localidad 15, UES 4484; Localidad 16, UES 3266; Localidad 28, UES
6436, 7194, Localidad 29, UES 8552; Localidad 32, UES 5113, 5226; Localidad
33, UES 6835; Localidad 35, UES 1778; Localidad 36, UES 1581, Localidad 38,
UES 8234; Localidad 39, UES 6502; Localidad 40, UES 8257, 9003, 9005.
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Figura 10. Disciseda verrucosa. Basidioma (UES 10250). b. Basidioma (UES
8257). c. Mapa de distribucién en Sonora. d-e. Esporas bajo MEB (UES 10250).
f. Espora bajo MEB (UES 8257).

Disciseda pillosa (Hernandez-Navarro & Esqueda) sp. nov.

Basidioma globoso de 10-15 mm. Endoperidio grisaceo a blanquecino,
cubierto por finas vellosidades que dan apariencia pruinosa, las cuales tienden
a desaparecer por la intemperizacion, permaneciendo en la base del cuerpo
fructifero. Una vez roto el cordén miceliar, la boca queda formada por pliegues

irregulares que tienden a formar finas fimbrias conforme el ejemplar envejece.
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Esporas globosas de 3-5 pm, con pequeias verrugas evidentes al MO y con un
pequefio pedicelo de hasta 2 um. Al microscopio electronico, la ornamentacién
esta formada por verrugas con apice plano, a diferencia de D. cervina, cuya
ornamentacion se basa en finas espinas. Gleba pulverulenta, oscura (Figura
11).

Se ha recolectado en siete localidades, con cuatro diferentes tipos de
vegetacion, a saber, mezquital, matorral espinoso, matorral sarcocaule y selva
baja caducifolia, teniendo mas registros en este ultimo. Por su menor tamafio
esporal comparado con D. bovista y diferente a D. candida, cuya ornamentacion
esporal es sublisa, mientras que D. pillosa es fina pero claramente verrucosa y
la presencia consistente del pedicelo. Las vellosidades en el endoperidio son
constantes en todas las colecciones, en mayor o menor medida. Ninguna
coleccion con dichas vellosidades mostr6 ausencia de pedicelo u
ornamentacion sublisa. La mayoria del material depositado en el Herbario de la
UES, determinado como D. cervina se considera como representativo de esta
especie, otros eran identificaciones incorrectas como D. candida.

Material estudiado: Localidad 7, UES 5494, Localidad 9, UES 6483, UES
6482, UES 7155; Localidad 10, UES 2775, UES 2620, UES 2698; Localidad 16,
UES 3705, UES 2752; Localidad 19, UES 3734; Localidad 27, UES 7193, UES
6445; Localidad 30, UES 8370.

A pesar del trabajo aqui presentado y de los desarrollados por otros
autores (Calonge, 1998; Dorfelt y Nowak, 2002; May y Shingles, 2003; Bates et
al., 2009), el género Disciseda esta todavia poco estudiado a nivel mundial y
existen registros de especies de dudosa veracidad en la determinacion.
Calonge (1998) cité a D. anomala para la Peninsula Ibérica basado en un sélo
basidioma inmaduro y comparando sus caracteres macro- y microscopicos con
ejemplares de Africa y Australia. Calonge et al. (2004) citaron la misma especie
para el estado de Veracruz con base en medio basidioma y sin estudio de las
esporas bajo microscopia electrénica, por lo que la presencia de esta especie

en México es dudosa. Se duda también de las caracteristicas en D. nigra Dorfelt
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Figura 11. Disciseda pillosa. a. Basidioma (UES 8370). b. Basidioma (UES
6483). c. Mapa de distribucion en Sonora. d-e. Esporas bajo MEB (UES 8370).
f. Espora bajo MEB (UES 6483).

y Nowak, (2002), en donde el tamafio y la ornamentacién esporal parecen
distintos a D. arida, D. bovista y D. candida, pero no se define puntualmente la
ornamentacion esporal bajo microscopio electrénico, lo cual es fundamental en
este género.
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Tabla 1. Localidades muestreadas en Sonora, México

Nombre Municipio Latitud Norte  Longitud Oeste  Altitud  Vegetacion

1. A orillas de Mazocahui Baviacora 29° 32" 30.0" 110° 07 00.0" 620 MS

2. Cafndn de Nacapule Guaymas 27° 59 08.5" 111° 02" 06.4" 81 MSA

3. Créter El Elegante Puerto 31°51° 33.8"  113° 22 54.0" 252 MSA

Pefiasco

4. Ejido 15 de Mayo Alamos 26°57 42.0"  108°55 30.0" 1100 SBC

5. Ejido Francisco Villa Guaymas 28° 06" 31.1" 111° 01" 21.1" 139 MSA

6. El Apache Guaymas  28°19° 253"  111°14° 27.7" 43 M

7. El Mezquital Cumpas  29°57 263"  109°38 23.2" 882 M

8. El Papalote Hermosilo  29° 12" 56.1"  111° 02" 39.4" 348 M

9. El Sabinito Alamos 27°00° 055"  108° 48 14.2" 377 SBC

10. Km 100 carr. Hillo- LaColorada  28°37 00.0"  110° 07 09.0" 600 ME
Yécora

11. Km 115 carr. 36N aPto. it 20° 42" 54.0"  112° 26" 06.0" 250 MDM
Libertad

12. Km 122 carr. Mazocahui g ocni 310217 000" 110° 08 51.0" 829 p
a Cananea

13. Km 137 carr. Hillo- SanJavier  28°34° 340"  109° 46 42.0" 800 SBC
Yécora

14. Km 151 carr. Hillo- SanJavier  28°34°33.0"  109° 40" 55.0" 850 SBC
Yécora

15. Km 158 carr. S6NaPto. it 29°52 450"  112°38 14.0" 250 MDM
Libertad

16. Km 162 carr. Hillo-

6. Km 162 carr. Hillo Soyopa 28°33 45.0"  109° 35 58.0" 850 SBC

Yécora

31



Tabla 1. Localidades muestreadas en Sonora, México (continuacion).

Nombre Municipio Latitud Norte  Longitud Oeste  Altitud  Vegetacion

17. Km 170 carr. Mazocahui - ea 30°51°28.0"  110°04° 12.0° 1338 P
a Cananea

18. Km 193 carr. Mazocahui -\ ea 30°58° 000" 110°12 00.0° 1620 p
a Cananea

19. Km 3.5 carr. A San San Javier  28°34° 580"  109°44° 48.0" 1300 SBC
Javier

20. Km 8 carr. Moctezuma- oo 29058 538"  109° 39" 52.7" 818 p
Antena

21. Km. 146 carr. Bacoachi ~ 30°39° 08.0"  109°58 09.0" 1046 p
Mazocahui-Cananea

22. Km. 23 f:arr. Sonoyta- Plutarco Elias 31° 46" 06.3" 113° 00" 48.3" 364 VDM
Pto. Pefiasco Calles

23. Km. 31 carr Hillo-Yécora La Colorada 28° 49 00.0" 110° 42" 34.0" 150 M

24. Km. 40 carr. Hillo-Yécora La Colorada 28° 49 00.0" 110° 37" 37.0" 150 M

25. Km. 42 carr. Navojoa- Alamos 27°04° 05.0"  109°01° 28.0" 700 SBC
Alamos

26. Km. 7.5 camino Alamos- 51 ¢ 26°57 14.0"  108° 56  11.0" 800 SBC
Guicoba

27. La Mesa del Trigo Alamos 26° 58 12.0" 108° 41" 21.0" 592 SBC

28. La Pintada Hermosillo 28° 33" 46.9" 111° 0" 24.49" 233 MSA

29. Las Animas Benjamin Hill 30° 12" 38.0" 111° 18" 55.0" 770 M

30. Maytorena Guaymas 28° 13" 32.5" 110° 48 50.3" 40 MSA

_ Pl Eli , .
31. Ojo de Agua Ut?:;(i?es 45 31°557382"  113°01°405" 307 MDM
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Tabla 1. Localidades muestreadas en Sonora, México (continuacion).

Nombre Municipio Latitud Norte  Longitud Oeste  Altitud  Vegetacion

32. Palo Injerto Alamos 27° 02 50.9" 108° 43" 57.9" 425 SBC
33. Rancho Las Palomas Mazatan 28° 59" 30.0" 110° 27" 20.0" 216 M

34. Rancho Las Uvalamas Alamos 26° 57" 42.0" 108° 55" 30.0" 1100 SBC
35. Reserva CEDESon. Hermosillo 29° 02" 10.0" 110° 57" 30.0" 216 U

36. Rio Cuchujaqui Alamos 26° 56" 34.0" 108° 52" 59.0" 750 SBC
37. San Luis Carbo 29° 33" 42.4" 111° 04" 52.8" 458 MDM
38. San Pedro Alamos 27° 03" 52.8" 108° 43" 14.2" 444 SBC
39. Sierra de Mazatan Mazatan 29° 01’ 12.0” 110° 16’ 36.0” 581 M

40. Tuape Opodepe 30° 02" 52.9" 111° 00" 22.1" 670 MDM

Tipo de vegetacion: MS: Matorral Subtropical, MSA: Matorral Sarcocaule, SBC: Selva Baja Caducifolia, M:

Mezquital, ME: Matorral Espinoso, MDM: Matorral Desértico Micrdéfilo, P: Pastizal, U: Area Urbana
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Tabla 2. Tabla comparativa de la distribucién de las especies segun el tipo de

vegetacion.

HABITAT ESPECIE

Ves Loc D ta candida hyaiothrix tuokerti verrucosa  pilosa
M 6 °

M ° °
M 8 . ° ° °

M 23 °

M 24 °

M 29 ° °

M 33 .

M 39 . °

MDM 11 .

MDM 15 ° °

MDM 22 . °

MDM 31 . . °

MDM 37 .

MDM 40 ° ° ° ° °

ME 10 ° ° ° ° ° °
MS 1 °

MSA 2 °

MSA 3 ° °

MSA 5 . ° ° °

MSA 28 °

MSA 30 . . .
P 12 °

P 17 . °

P 18 ° °

P 20 . °

P 21

SBC 4 .
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Tabla 2. Tabla comparativa de la distribucién de las especies segun el tipo de
vegetacion (continuacion).

HABITAT ESPECIE

Ve Mew SRR SHTh hrbmi endodl ool
SBC 13 . . . .
SBC 14 . . .
SBC 16 . . . .
SBC 19 . . . .
SBC 25 .
SBC 26
SBC 27 . . . o
SBC 32 . .
SBC 34 .
SBC 36 . . .
SBC 38 . . . .
SBC 9 . .
u 35 . .

Loc: Localidad; Veg: Tipo de vegetacion: MS: Matorral Subtropical, MSA:
Matorral Sarcocaule, SBC: Selva Baja Caducifolia, M: Mezquital, ME: Matorral
Espinoso, MDM: Matorral Desértico Micrdfilo, P: Pastizal, U: Area Urbana
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Caracterizacion Molecular y Filogenética

El ADN genomico total extraido fue de buena calidad y la concentracion
oscilo entre los 50 y 400 ng/uL. En todos los casos en el analisis electroforético,
se observo una banda ANDg integra mayor a 12 Kb (Figura 12). Las bandas
amplificadas mediante PCR fueron de tamafio mayor a 700 pb (Figura 13) y
después de visualizarse se clonaron. Los clones recombinantes se identificaron
mediante  digestion con EcoRI, observandose dos productos de
aproximadamente de 300 pb y 400 pb, respectivamente, por tener un sitio
interno de corte de EcoRI (Figura 14). El analisis por BLAST de las secuencias
arroj6 similitud con otros miembros de la familia Lycoperdaceae como
Disciseda, Handkea, Calvatia y Lycoperdon (Tabla 3).

En el andlisis Filogenético, el mejor modelo de sustitucion para Maxima
Verosimilitud (ML) correspondi6 al modelo de Kimura de 2 parametros (Kimura,
1980) con sitios Invariables (K2+I). Se considera que este modelo describe el
patrén de sustitucion de una mejor manera y se basan en los valores mas bajos
de Criterios de Informacion Bayesiana (BIC). El analisis se realiz6 con 22
secuencias nucleotidicas, cuatro de ellas obtenidas de la base de datos NCBI:
Lycoperdon subcretaceum (JN572908.1) como grupo externo, Abstoma
purpureum (GQ981488.1) como grupo hermano y dos secuencias de Disciseda
reportadas, D. bovista (DQ112627) y D. candida (EU833654.1). Todas las
posiciones con menos del 95% de cobertura fueron eliminadas. En la matriz

final hubo un total de 662 posiciones.
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Figura 12. Electroforesis en Gel de Agarosa al 1% Mostrando bandas integras
de ADNg. M: Marcador de Peso Molecular (1Kb Plus) Carriles 1y 2: D. bovista;
3-5: D. candida; 6: D. pillosa.
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Figura 13. Electroforesis en Gel de Agarosa al 1% Mostrando Amplificaciones
de ITS1-5.8S-ITS2 mediante PCR. M: Marcador de Peso Molecular (1Kb Plus)
Carriles 1-2 D. bovista; 3 y 4: D. verrucosa.
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Figura 14. Electroforesis en Gel de Agarosa al 1% Mostrando Digestiones de
Clones Recombinantes digeridos con la enzima EcoRI. M: Marcador de Peso
Molecular (1Kb Plus), Carriles 1-6: Clones recombinantes de D. bovista
digeridos, 7: Clon recombinante de D. bovista sin digerir.
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Tabla 3. Andlisis de identidad con las secuencias de las bases de datos del

GenBank del NCBI

Especie/Fenotipo

Especie/secuenciacion

% ldentidad

D. bovista 1902

D. bovista 21601

D. candida 10605

(D. calva)

D. candida 1809

D bovista

(D. cervina)

D. hyalothrix 20605

D. hyalothrix H41611

Lycoperdon subcretaceum
Handkea utriformis

Bovista graveolens

Handkea utriformis
Lycoperdon subcretaceum

Lycoperdon lambinonii

Disciseda candida
Lycoperdon pusillum

Disciseda bovista

Disciseda candida
Lycoperdon pusillum

Disciseda bovista

Disciseda bovista
Disciseda candida

Lycoperdon pusillum

Handkea utriformis
Lycoperdon subcretaceum

Lycoperdon lambinonii

Handkea utriformis
Lycoperdon subcretaceum

Handkea subcretacea

91%
91%
91%

91%
91%
91%

98%
93%
92%

98%
93%
93%

98%
93%
92%

92%
92%
92%

92%
92%
92%
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Tabla 3. Andlisis de identidad con las secuencias de las bases de datos del

GenBank del NCBI (continuacion).

Especie/Fenotipo Especie/secuenciacion % ldentidad
D. pillosa Disciseda candida 96%
Bovista tomentosa 94%
Disciseda bovista 93%
D. stuckertii 14 Abstoma purpureum 94%
Handkea utriformis 90%
Bovista graveolens 90%
D. stuckertii 30605 Abstoma purpureum 94%
Handkea utriformis 90%
Calvatia cretacea 90%
D. stuckertii 54 Abstoma purpureum 94%
Handkea utriformis 90%
Bovista graveolens 90%
D. verrucosa 10605 Disciseda candida 98%
Bovista dermoxhantha 93%
Lycoperdon pusillum 93%
D. verrucosa 1902 Disciseda candida 98%
Bovista dermoxantha 93%
Lycoperdon pusillum 93%
D. verrucosa 22205 Disciseda bovista 99%
Disciseda candida 94%
Bovista tomentosa 93%
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Tabla 3. Andlisis de identidad con las secuencias de las bases de datos del
GenBank del NCBI (continuacion).

Especie/Fenotipo Especie/secuenciacion % ldentidad

D. verrucosa 32205 Disciseda bovista 99%
Disciseda candida 94%
Bovista tomentosa 93%

D. bovista Disciseda bovista 98%
Disciseda candida 94%
Bovista tomentosa 93%

D. bovista 4 Lycoperdon subcretaceum 91%
Handkea utriformis 91%
Bovista graveolens 91%

De un total de 736 caracteres analizados, 571 estan conservados, esto
quiere decir que en todos los casos existe el mismo nucleétido para estas
posiciones. Por otro lado existen 163 sitios variables, de los cuales 27
corresponden a sitios de variabilidad Unica, es decir, sélo una de las veintidos
secuencias tenia una variacion puntual en un sitio especifico. Por lo tanto 136
sitios fueron parsimoniosamente informativos, esto quiere decir que existen dos
0 mas variaciones en el mismo sitio de la secuencia.

La figura 15 muestra el arbol de homologia resultante. Se observa a
Lycoperdon subcretaceum, resaltado en verde como grupo externo. Dentro del
arbol se observan dos clados principales, el primero (A), formado
exclusivamente por secuencias de organismos pertenecientes a especies
caracterizadas por la presencia de verrugas. En el primer subclado, se observa
una politomia compuesta por miembros de D. verrucosa y D. candida en el 100
por ciento de las réplicas. Esto nos indica que las secuencias son sumamente
parecidas entre si. Cercano a este grupo, se acerca la secuencia de D. candida

depositada por Bates et al. (EU833654.1) en el 93% de las réplicas. Finalmente
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la secuencia correspondiente a D. pillosa, que se separa en el 65% de las
réplicas de las otras secuencias de D. candida.

En el siguiente subclado, encontramos otra politomia conformada por
secuencias de D. bovista y D. verrucosa, incluida la secuencia de D. bovista
depositada en la base de datos (DQ112627.1), y una secuencia de D. bovista
identificada como D. cervina. En el clado (B), el primer subclado esta formado
exclusivamente por secuencias de D. bovista de Sonora; sin embargo, el
segundo subclado separa a los miembros de D. hyalothrix, cuya ornamentacion
esta formada basicamente por espinas fusionadas en el apice de manera
irregular.

Finalmente, en el segundo subclado se observa un grupo conformado
exclusivamente por D. stuckertii, que corresponderia a la Unica especie del
género con reticulos como ornamentacién esporal. Cabe destacar la presencia
en éste clado de Abstoma purpureum, una especie de esporas reticuladas; sin
embargo, las diferencias entre las secuencias no permiten separar las especies
a nivel de género, lo que podria sugerir que esta especie pertenece a
Disciseda; ademas, la secuencia depositada de A. purpureum es parcial.

Las diferencias entre Abstoma y Disciseda no son del todo claras, se
agrupan en Disciseda aquellos hongos que forman un estoma o boca en la
parte inferior y qguedan restos de exoperidio en la parte apical y su peso permite
gue se volteen (Dominguez, 1989). El género Abstoma, como su nombre lo
indica, carece de boca verdadera, y segun Wright y Suarez (1990), no forma
poros en el capilicio. Salvo estas dos caracteristicas, en este clado se agrupan
organismos con caracteristicas sumamente similares a Disciseda. Sin embargo,
en las colecciones Sonorenses se ha observado gran cantidad de organismos
de Disciseda que tienden a no formar boca, lo cual podria deberse a muchos
factores, ya que la dehiscencia se da al romperse el cordon micelial, y su forma

al fragmentarse podria ser azarosa.
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Figura 15. Arbol filogenético de las especies estudiadas.

En el caso de D. stuckertii, al revisar varios ejemplares bajo MEB, se ha

observado en un mismo basidioma esporas con reticulos profundos y otras con

reticulos someros, caracteristica que separa a algunas especies Abstoma de

esporas reticuladas, tales como A. purpureum, A. reticulatum y A. townei

(Wright y Suarez, 1990). Algo similar podria suceder con A. pampeanum, cuya

ornamentacion esporal segun Ochoa y Moreno (2006) es: “Esporas de 7.5-9 pm

de diametro, de color ocre pardo, globosas y fuertemente ornamentadas al MO.

Al MEB, la ornamentacion parece estar formada por espinulas y pequefas

verrugas que se anastomosan y forman pequenas crestas”. La descripcion y

fotografias presentadas, recuerdan a D. hyalothrix con pedicelo corto, que como
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se ha mencionado, el tamafo de las esporas y del pedicelo en las colecciones
Sonorenses, asi como la forma de las espinas y su patron de agrupamiento,
varia entre organismos e incluso dentro de un mismo basidioma, lo que
inicialmente provoco la descripcion de dos especies sindnimas: D. pedicellata y
D. hyalothrix. Por lo tanto, existe posibilidad de que suceda lo mismo en esta
especie de Abstoma.

Abstoma también tiene conflictos con Calvatia, tal es el caso de A.
friabilis descrita en 1992 (Moreno et al.), aunque los autores revisaron el
material tipo de Abstoma y Calvatia, no fue hasta catorce afios después que fue
renombrada como Calvatia friabilis. De hecho existen muchos conflictos
taxonodmicos dentro de la familia Lycoperdaceae.

Larsson y Jeppson (2008) estudiaron varios miembros de la familia
Lycoperdaceae del Norte de Europa utilizando secuencias ribosomales. Varios
grupos estan conformados por especies validas con representantes de géneros
como Bovista, Calvatia, Lycoperdon y Disciseda, aunque en éste Ultimo sélo se
estudiaron dos organismos de dos especies. En el resto del analisis se puede
observar como hay especies conflictivas dentro de cada género que se salen de
los clados, especialmente de Lycoperdon y Calvatia. Géneros como Handkea
son manejados como invalidos dentro del estudio, por sus caracteristicas
taxondmicas pobres.

Los géneros de Lycoperdaceae estdn emparentados con géneros del
orden Agaricales como Agaricus, Coprinus, Lepiota y otros hongos con himenio
laminar, como lo reportaron Kriuger et al. (2001) al analizar genes ribosomales y
RFLP (Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccidn, por sus siglas
en inglés) de Lycoperdaceae. Este estudio permitié separar los Geastrales del
resto de la familia, observando las relaciones dentro de Lycoperdaceae con
base en el caracter taxondmico de la estructura del capilicio. En un clado se
agrupan aquellos con capilicio tipo Lycoperdon, separandose de otras especies
con capilicio tipo Bovista o de transicion. El principal problema al comparar
eéstos geéneros, es que se sabe que algunos son monofiléticos y otros

polifiléticos, lo que explica la gran variabilidad de caracteres morfolégicos y
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diversidad en secuencias de ADN. A la fecha no se sabe si Disciseda es
monofilético o polifilético, y mucho menos se ha comparado molecularmente
con taxones cercanos como las especies de Abstoma, género no bien aceptado
a nivel mundial.

Schoch et al. (2012) proponen los ITS como el codigo de barras para
hongos por varias razones: Una de ellas es su facil amplificacion debido a que
éstos genes se encuentran en tandem, al contrario de los genes que codifican
proteinas; otra, que la probabilidad de una buena identificacion usandolos es
del 0.73, en contraste con un 0.70 usando dos marcadores en plantas. A pesar
de que en ciertos grupos los ITS funcionan bien, existen otros casos donde los
mismos autores sefialan la necesidad de usar marcadores complementarios a
los genes ribosomales, como en ascomicetos, tal es el caso de Pezizomycotina.
Por ejemplo Cladosporium, Penicillium, Fusariumn o Aspegillus (O'Donnell y
Cigelnik, 1997; Skouboe et al., 1999; Schubert et al., 2007); o en grupos de
Basidiomicetos como Cantharellus, Tulasnella, liquenes. Lo mismo se ha
reportado en grupos muy antiguos, como levaduras u hongos cenociticos como
en Glomeromycota, donde las secuencias pueden ser hasta 20% divergentes
en una misma espora (Stockinger y Walker, 2009; Buyck et al., 2011). Esto
habla de la gran variabilidad intraespecifica de las secuencias ribosomales.

Al respecto, Nilsson et al. (2008) estudiaron la variabilidad intraespecifica
de las secuencias ribosomales entre distintos géneros y grupos de hongos. A
pesar de que el canénico 3% de variabilidad intraespecifica es aceptado en
hongos en general, éstos autores, con base en secuencias de la base de datos
GenBank, determinaron que la variacion del reino es de un 2.51% con una
desviacion estandar de 4.57. Lo anterior se debe a que clados de hongos mas
primitivos como Glomeromycota tienen una variabilidad intraespecifica de
7.46+4.14%, mientras que en los Ascomicetos y Basidiomicetos, las cifras se
reducen a 1.96+3.73% y 3.33+5.62%, respectivamente. Sin embargo, en este
mismo estudio se resaltan especies de Basidiomicetos como Hypocrea citrina y
Malassezia furfur, con variabilidad mayor al 3%, mientras al otro extremo,

especies como Boletus edulis y Cordyceps bassiana con menos del 1% de
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diferencia o bien, Agaricus bisporus y Alternaria brassicae, sin diferencia
alguna. Por otro lado, el gen 5.8S esta muy conservado entre especies y la
variacion es menor a 0.21% + 0.67, lo cual se observd para Disciseda durante
el alineamiento.

Es importante destacar también que en muchas ocasiones la base de
datos no es cien por ciento taxondmicamente confiable. Nilsson et al. (2006),
estudiaron 51,354 secuencias de diferentes especies de hongos,
correspondientes a 9,684 especies en 1,711 géneros, destacando que el 82%
de las secuencias no tienen ejemplar de referencia (voucher), y el 63% no
especifican el pais de origen del hongo. Sélo el 2% de las secuencias
especifican datos sobre el colector o identificador, 12% de las secuencias tienen
al menos un nucleétido ambiguo, 40% de las secuencias no han sido
publicadas en ningun articulo y sélo 0.8% de las secuencias han tenido algun
tipo de actualizacion.

Con respecto a su identidad taxondémica, el 74% de las secuencias
coinciden con secuencias bien identificadas, por lo que los autores proponen
que cerca del 20% de las secuencias depositadas pueden estar mal
identificadas taxondmicamente al nivel de especie. Lo que traeria consigo una
serie de posibles confusiones en la identificacion, basandonos Unicamente en
secuencias de nucledtidos depositadas, esto nos habla de la gran importancia
de la identificacion taxondémica basal para contribuir a la delimitacion de
especies a nivel mundial.

Adicionalmente, se sabe que el nUmero de estudios filogenéticos basado
en mas de un gen se ha incrementado en los Gltimos afios (Lutzoni et al., 2004).
Muchos genes se han descrito como candidatos para competir o bien
complementar la informacién obtenida con los genes ribosomales, que han
servido para la sistematica molecular durante mas de veinte afios (Blanz y
Unseld, 1987). Algunos ejemplos son: atp6, un gen codificante para una
proteina mitocondrial (Kretzer y Brunds, 1999; Robinson et al., 2001); gapdh, el
gen de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Smith, 1989; Den

Baker et al., 2004); los genes de las proteinas rpbl y rpb2, que constituyen la
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primera y la segunda subunidades mas grandes de la ARN polimerasa Il (Liu et
al., 1999; Liu y Hall, 2004). También genes codificantes para p-tubulina y actina
(Zeller y Smith, 1964; Ayliffe et al., 2001), asi como tefl, un gen que codifica
para el factor 1-a de elongacién de la traduccién (Baldauf y Palmer, 1993;
Rehner y Buckley, 2005), entre otros. Sin embargo, muchos de éstos genes
tienen la gran desventaja de que la tasa de amplificacion exitosa tiende a ser
baja (Schoch et al., 2012).

En este estudio nos basamos uUnicamente en secuencias de ADN
ribosomal de las seis morfoespecies descritas, de las cuales so6lo cuatro seran
las primeras en ser depositadas en la base de datos. Sin embargo, el analisis
resultd pobre para discriminar las especies cuya ornamentacion esporal se basa
en verrugas, ya que aun siendo especies tan diferentes entre si como D.
verrucosa y D. candida, sus secuencias resultaron practicamente idénticas.

La clasificacion de organismos, especialmente hongos, utilizando
marcadores moleculares, sigue siendo un reto. Un ejemplo es Rhizoctonia
solani (Teleomorfo: Thanatephorus cucumeris), cuya variabilidad morfolégica
(basada en caracteres como forma de hifas, nimero de nucleos por célula,
grupos de anastomosis) y genética es sumamente grande, tal como lo describe
(Meza-Moller et al., 2011), donde el polimorfismo de las secuencias
amplificadas mediante AFLP, es del 100%. Esto nos habla también de la
variabilidad genética que pueden tener distintas razas de una misma especie.

Ademas de las variaciones de los marcadores moleculares, quizas las
morfoespecies correspondan a un complejo de especies. En la mayoria de los
fitoparasitos los marcadores moleculares muchas veces resultan insuficientes y
las clasificaciones llegan a variedades, razas o formas especiales. En claro
ejemplo es el de Fusarium oxysporum, f.sp. ciceris, que ataca cultivos de
garbanzo a nivel mundial, y sélo en Sonora, existen reportadas varias razas (0,
1A, 1B/C, 2, 3, 4, 5 y 6), sumamente variables morfolégica y genéticamente
(Arvayo-Ortiz et al., 2011).

Algo similar pudiera ocurrir con las especies cuya ornamentacion esporal

se basa en verrugas o incluso en el género completo. En el Tabla 2,
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observamos la distribucion de especies de acuerdo a las distintas localidades y
tipos de vegetacion de una manera comparativa entre todas las especies. Se
observa que a excepcidn del area urbana, se han registrado las cinco especies
ya reportadas en todos los tipos de vegetacion. El caso de D. pillosa es una
singularidad, debido al limitado conocimiento que tenemos de esta nueva
especie.

En la gran mayoria de las localidades se ha reportado mas de una
especie, y existen sitios donde las seis especies coexisten, como la localidad
10, Kilometro 100 de la carretera Hermosillo-Yécora, con matorral espinoso.
Cabe destacar que en localidades como ésta, existen varios estudios al
respecto. El primero realizado por Esqueda et al. (2000), donde se realizaron 18
muestreos en distintas épocas del afio, encontrando cuatro de las especies
actualmente conocidas para Sonora. Once afios después, Hernandez-Navarro
(2011) basado en cuatro muestreos intensivos, cita las cinco especies
reportadas para Sonora y un taxon sin identificar, que actualmente se
identificaron y corresponden a D. pillosa. En este mismo estudio se observo que
las diferentes especies de Disciseda fructifican durante todo el afio y coexisten
en un mismo tipo de vegetacion.

El hecho de no encontrar un basidioma, no precisamente quiere decir
qgue el hongo esté ausente en la localidad, ya que el cuerpo fructifero es sélo la
estructura reproductiva del organismo, pudiendo encontrarse el micelio
secundario en suelo de las distintas localidades. Esto nos habla de la
importancia de estudios taxonémicos y ecolégicos mas intensos, para elucidar
la rigueza taxondmica fungica y de todos los tipos de organismos de los
ecosistemas, asi como de la posible existencia de un complejo de especies en
el género Disciseda.

Se han citado una gran cantidad de complejos de especies para los
diferentes grupos de hongos. En el caso de otros basidiomicetos, las especies
del género Ganoderma son un claro ejemplo. A pesar de que las caracteristicas
morfologicas para separar las especies son varias, existen una gran cantidad de

confusiones para muchas especies, especialmente G. lucidum, al que se le
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atribuyen algunas propiedades medicinales. Para la identificacion de especies
dentro de éste género se han usado tanto secuencias ribosomales (ITS, LSU-
D1, RAPD) como genes codificantes para proteinas (B-tubulina), e incluso se
han disefiado marcadores especificos para esta especie, sin gran eéxito.
Algunos autores sugieren que el género Ganoderma es evolutivamente nuevo y
que pueden existir convergencias de caracteristicas morfolégicas con origenes
polifiléticos (Moncalvo et al., 1995; Park et al., 2012).

Adasvakeg y Gilbertson (1986) reportan que G. lucidum de Norteamérica
es genéticamente compatible con G. resinaceum de Europa, por lo que
pertenecerian a la misma especie bioldgica, pero poseen diferencias
morfologicas tanto de los basidiomas como de sus cultivos. Se han logrado las
cruzas de distintas cepas y especies cultivadas, aunque tampoco demuestran la
formacién de organismos biolégicamente fértiles (esporas viables). Esto pudiera
ocurrir con Disciseda; sin embargo, la falta de reportes taxondémicos,
ecologicos, moleculares, e incluso del cultivo de éstas especies, no permiten
asegurar o negar la existencia de un compejo de especies o0 del intercambio
génico entre ellas. Dichos complejos deben de ser estudiados desde un punto
de vista ecoldgico, taxondmico, genético y filogeografico.

En el complejo Amanita muscaria, el hongo probablemente mas popular
e ilustrado del mundo debido a su amplia distribucién, atractiva apariencia y sus
propiedades psicoactivas (Michelot y Melendez-Howell, 2003), existen
numerosas variedades donde el caracter taxonomico variable es el color de
pileo, escamas y pié. Por ejemplo, A. muscaria var. muscaria presenta
sombrero rojo con escamas y pié blanco; la variedad alba presenta pileo,
escamas Yy estipite de blanco a moreno, la variedad flavivolvata posee pileo
anaranjado, escamas amarillo oscuro y estipite color blanco a crema. Por otro
lado, la variedad formosa con pileo amarillo a naranja, escamas y pié amarillo
oscuro, la variedad persicina tiene pileo naranja-amarillento y escamas
morenas a amarillas y por ultimo la variedad regalis con pileo café, escamas
amarillas a morenas (Jenkings y Petersen, 1976). Geml et al. (2006) analizaron

filogeograficamente especimenes de éstas variedades de Amanita muscaria de
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distintas regiones, utilizando secuencias ribosomales tanto de la subunidad
grande ribosomal como de ITS, asi como genes de B-tubulina. El analisis
mostro tres principales clados segun su distribucion geografica, dandose cuenta
ademas, que solo en Alaska se encontraban variedades de los tres clados
coexistiendo. A partir de ahi, los autores estimaron la historia filogeogréfica.
Dicho estudio es un claro caso en el que por s6lo unos cuantos
caracteres se han obtenido confusiones taxonomicas, lo mismo pudiera estar
ocurriendo con las especies con verrugas del género Disciseda. Por lo anterior,
un analisis filogeogréafico pudiera esclarecer dudas sobre estos taxones, y surge
la necesidad de analizar otras regiones del genoma, utilizando otros
marcadores moleculares para elucidar la situacion taxondmica, sistematica y

evolutiva del género
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CONCLUSION

En base a 168 colecciones del género Disciseda, recolectadas en 40
localidades de 17 municipios en el estado de Sonora, durante mas de veinte
afos, se concluye lo siguiente:

Se determinaron seis morfoespecies con alta variabilidad morfolégica, lo
gue provoca confusiones taxondémicas. Disciseda pillosa se propone como
nueva morfoespecie para la ciencia.

Las localidades donde fructifican las especies de Disciseda son disimiles
entre si, con una altitud entre 80 y 1620 msnm, aunque predominan en los
ecosistemas aridos y semidridos, en suelos con textura gruesa. La selva baja
caducifolia fue el tipo de vegetacion con el mayor nimero de localidades.

Los taxones se recolectaron durante todo el afio, coexisten en la mayoria
de las localidades, registrandose en el matorral espinoso el mayor numero de
colectas y las seis especies determinadas.

Las secuencias ITS1-5.8S-ITS2, discriminan por ornamentacion esporal
en general, es decir, verrugas, espinas o reticulos, pero resultan pobres para
separar las morfoespecies, quizas por ser complejos de especies o bien, por

requerirse otros marcadores moleculares.
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RECOMENDACIONES

Es indispensable realizar analisis de micro ecologia, para relacionar los
organismos con otros descomponedores y posibles asociaciones con especies
vegetales y variables edaficas de manera mas puntual.

Surge la necesidad de evaluar otras regiones del genoma de éstos
hongos para elucidar sus relaciones evolutivas.

Analizar de igual manera, las especies del género Abstoma para
determinar la validez del género.

Realizar mayor investigacion con regiones ribosomales, o bien, con otros
marcadores moleculares de otros hongos gasteroides sonorenses, asi como

realizar andlisis filogeogréaficos de estas especies.
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Anexo 1. Alineamiento de secuencias nucleotidicas obtenidas del género Disciseda y.

las dos secuencias del género reportadas en la base de datos. En negro, se muestran

los sitios altamente conservados, en gris los sitios con poca variacion y en blanco los

sitios variables.

D bovista 1902 1
D bovista 21601 1
D candida calva 1902 1
D candida 10605 1
D candida_ 1809 1
D bovista Dcervina 1902 1
D hyalothrix 20605 1
D hyalothrix H41611 1
D pillosa 1809 1
D stuckertii 14 1
D stuckertii 30605 1
D stuckertii 54 1
D verrucosa 10605 1
D verrucosa_ 1902 1
D _verrucosa_ 22205 1
D verrucosa 32205 1
D bovista 11601 1
D bovista 40605 1
D bovista 1902 61
D bovista 21601 61
D candida calva 1902 61
D candida 10605 61
D candida 1809 61
D bovista Dcervina 1902 61
D hyalothrix 20605 61
D hyalothrix H41611 61
D pillosa 1809 61
D stuckertii 14 61
D stuckertii 30605 61
D _stuckertii 54 61
D _verrucosa 10605 61
D verrucosa_ 1902 61
D verrucosa 22205 61
D _verrucosa_ 32205 61
D bovista 11601 61
D bovista 40605 61
D bovista 1902 118
D bov15ta 21601 118
Dicandldaicalvail902 118
D _candida_ 10605 118
D candida 1809 118
D bovista Dcervina 1902 116
D hyalothrix 20605 119
D _hyalothrix H41611 118
D pillosa 1809 115
D stuckertii 14 120
D stuckertii 30605 120
D stuckertii 54 120
D verrucosa 10605 118
D verrucosa 1902 118
D verrucosa 22205 116
D verrucosa 32205 116
D bovista 11601 116
D bovista 40605 118

TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCECTTCGGBGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTTATTCAT]
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCECTTCGGEGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTTATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTHGGAGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTRATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTMGGAGCATGTGCACGCCTGTCTTGACT TIATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTIGGAGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTIATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTCGGAGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTTATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTCGGIGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTTATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTCGGEGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTTATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTCGGAGHATGTGCACGCCTGTCTTGARTTIATTCAT
TCTRGATGGGT TGTMGCTGGCECTTCGGRGCATGTGCACBCCTGTCTTGACTTTATTCET
TCT@GATGGGTTGTIGCTGGCECTTCGGRGCATGTGCACRCCTGTCTTGACTTTATTCRT
TCT@GATGGGT TGTIGCTGGCECTTCGGEGCATGTGCACRCCTGTCTTGACTTTATTCET
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTHGGAGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTIGGAGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTIATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTCGGAGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTTATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTCGGAGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTTATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTCGGAGHATGTGCACGCCTGTCTTGACTTTATTCAT
TCTTGATGGGTTGTAGCTGGCECTTCGCBGCATGTGCACGCCTGTCTTGACTTTATTCAT

CCACCTGTGCACCTTTTGTAGTCTTGGGG
CCACCTGTGCACCTTTTGTAGTCTTGGGG

TCCGGATGTGABGAATGCT
TCCGGATGTGABGAATGCT
TCCGGATGTGABGAATGCT

TCCGGATIT(‘A(‘(‘AAT(‘CT GCTCTI

BTCCGGATRTGAGGAATGCT GCTCT
C-EMTTG
C-BRWT TG
C-BRWT TG
— VAT Gy
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D bovista 1902

D bovista 21601

D candida calva 1902
D candida_ 10605

D candida_ 1809

D bovista Dcervina 1902
D hyalothrix 20605

D hyalothrix H41611
D pillosa 1809

D stuckertii 14

D stuckertii 30605

D stuckertii 54

D verrucosa_ 10605

D verrucosa_ 1902
D_verrucosa_ 22205

D verrucosa 32205

D bovista 11601

D bovista 40605

D bovista 1902

D bovista 21601

D candida calva 1902
D candida 10605

D candida 1809

D bovista Dcervina 1902
D hyalothrix 20605

D hyalothrix H41611
D pillosa 1809

D stuckertii 14

D stuckertii 30605

D stuckertii 54

D verrucosa 10605

D verrucosa_ 1902

D verrucosa 22205
D_verrucosa_ 32205

D bovista 11601

D bovista 40605

D _bovista 1902

D bovista 21601

D candida calva 1902
D _candida 10605

D candida 1809

D bovista Dcervina 1902
D hyalothrix 20605

D hyalothrix H41611
D pillosa 1809

D stuckertii 14

D stuckertii 30605
Distuckert11754

D _verrucosa 10605

D verrucosa_ 1902

D verrucosa 22205

D _verrucosa_ 32205

D bovista 11601

D bovista 40605

D bovista 1902

D bovista 21601

D candida calva 1902
D candida 10605

D candida 1809

D bovista Dcervina 1902
D hyalothrix 20605

D hyalothrix H41611
D pillosa 1809

D stuckertii 14

D stuckertii 30605

175
175
173
173
173
164
173
173
163
178
178
178
173
173
164
164
164
175

234
234
227
227
227
222
226
226
223
236
236
236
227
227
222
222
222
234

294
294
286
286
286
281
286
286
282
295
295
295
286
286
281
281
281
294

354
354
346
346
346
341
346
346
342
355
355

CAA.
CAA.
CAA

CAAAATGACTTGCAAAGCETC|
CAAAATGACTTGCAAAGCTTC|
CAAAATGACTTGCAAAGCTTC|
CAAAATGACTTGCAAAGCTTC
EGACTTGIMNAA

TGTAGAATGTGATCAGTGGGCCTETGTGCCTATAATAARTCATATACAACTTTCAGCAAC
TGTAGAATGTGATCAGTGGGCCTETGTGCCTATAATAARTCATATACAACTTTCAGCAAC
TGTAGAATGTGATCABTGGGCCTE@TGTGCCTATAATAAGTCATATACAACTTTCAGCAAC
TGTAGAATGTGATCAATGGGCETATGTGCCTATAAT"—TCATATACAACTTTCAGCAAC
TGTAGAATGTGATCAATGGGCCTATGTGCCTATAAE?AGTE?TATACAACTTTCAGCAAC
TGTAGAATGTGATCAATGGGCCTATGTGCCTATAARNAACGTINATATACAACTTTCAGCAAC
TGOAGAATGTGATCAATGGGCCTATGTGCCTATAATAAGTCATATACAACTTTCAGCAAC
TGOAGAATGTGATCAATGGGCCTATGTGCCTATAGIAAAINGIRA TATACAACTTTCAGCAAC
TG@AGAATGTGATCAATGGGCCTATGTGCCTATA| ANGIATATACAACTTTCAGCAAC
TG@AGAATGTGATCAATGGGCCTATGTGCCTATA| AN TATACAACTTTCAGCAAC
TGTAGAATGTGATCABTGGGCCTE®TGTGCCTATAATAAGTCATATACAACTTTCAGCAAC
TGTAGAATGTGATCABTGGGCCT@TGTGCCTATAATAAGTCATATACAACTTTCAGCAAC
TGTAGAATGTGATCAATGGGCHMTATGTGCCTATAATAAGTCATATACAACTTTCAGCAAC
TGTAGAATGTGATCAATGGGCHTATGTGCCTATAATAARTCATATACAACTTTCAGCAAC
TGTAGAATGTGATCAATGGGCHTATGTGCCTATAATAARTCATATACAACTTTCAGCAAC
TC@AGAATGTEATCAATGGGCCTATGTGCCTATAAMAACTIMATATACAACT TTCAGCAAC

GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT

GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA.TGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCIGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT

GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAWCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG]
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG]
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG]
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG]
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG]
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG]
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GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG

AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCCAGHTTTTGC]

AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCCAGHTTTTGCHANCTGTGATG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCCAGCTTTTGIGAGCTGTGAS®G
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCCAGCTTTTGHGAGCTGTGASG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCCAGCTTTTGHGAGCTGTGAEG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAAFFFCTCEAGCTTTTGCGAGCTEEGATG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTICAGCTTTTGCHAGITGTEATG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTHCAGCTTTTGCEAGHTGTEATG

AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCEAGCTTTTGCGAGCTGTGATG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACIHCCTCCAGCTTTTGIGAGCTGEGATG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACIHCCTCCAGCTTTTGIGAGCTGEGATG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACHCCTCCAGCTTTTGHGAGCTGEGATG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCCAGCTTTTGHGAGCTGTGAS®G
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCCAGCTTTTGINGAGCTGTGAG

AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCEAGCTTTTGCGAGETTCGATG
AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCRAGCTTTTGCGAGCTINEGATG
[AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCIRAGCTTTTGCGAGCTIN8GAT|
[AGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTCTCAACCCCTCCAGHTTTTGCHANCTGTGATG

GGGCTTGGATGTTGGGGGTTTGCGGGCCTINT CNNVNIEY VG
GGGCTTGGATGTRTGGGGGCTTTGCGGGCCTINT CNVNEEIVAINCGAGCTCGGCTCTCCTNA
GGGCTTGGATGTRGGGGGTTTGCGGGCCTGTA] GAGGTCGGCTC@CCTGA]
GGCTTGGATGTgGGGGGTTTGCGGGCCTGTA] GAGGTCGGCTC@CCTGA
GGCTTGGATGTgGGGGGTTTGCGGGCCTGTA] GAGGTCGGCTCECCTGA
GGCTTGGATNE TGGGIGTTTGCGGGCCTCT‘— i\ GGTCGGCTCTCCTGA
GGGCTTGGATGT] TGGGGGETTGCGGGCCTTTATTAT——AATAGAGGTCGGCTCTCCTGA
GGGCTTGGATGTRTGGGGCETTGCGGGCCTINT ANVNEEFVAPNCGAGGCTCGGCTCTCCTGA|
AGGTCGGCTCTCCTGA
TGGGGGTTTGCGGGCCTGTAINYNRWVVNWNEAGCTCAGCTCECINTGA
TGGGGGTTTGCGGGINCTGTAINVNNVVVNWNE\GCTCAGCTCOCINTGA
TORNEIWAT TAT TAAATATENC[EINE . [ClSUNS/C(®/ T Ny
GAGGTCGGCTC@CCTGA
GAGGTCGGCTC[@CCTGA
GAGGTCGGCTCTCCTGA]

[ AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTCC

AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTCCEGTCANTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA
AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTCCOGTCACTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA
AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTCC@GTCACTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA
AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTCC@GTCACTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA
AATICATTAGCIGAACCGTTTGCAGTCCTGTCACTAGTGTGATAATTATCTACACTGTG‘
AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTINCIRAT CAINTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA|
AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTINCIRAT CAlNTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA|
AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTCC@GTCACTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA
AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCARTCIRGGTCANTEGTGTGATAATTATCTACECTGTGA
AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCARTCIRGGTCANTEGTGTGATAATTATCTACEBCTGTGA
[AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCART CINGTCANTEBGTGTGATAATTATCTACBCTGTGA
[AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTCC@GTCACTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA
AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTCC@GTCACTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA
AATBRCATTAGCHAGAACCGTTTGCAGTCCIMGTCACTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA|
AATCATTAGCBGAACCGTTTGCAGTCCHGTCACTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA
AATRCATTAGC] GIACCGTTTGCAGTCCTGTCACTAGTGTGATAATTATCTACACTGTG‘
[ AATGCATTAGCGGAACCGTTTGCAGTCCEGTCANTAGTGTGATAATTATCTACACTGTGA)

TGATTGCTCTCTBGCTAGTTCAGC TI{C TAACIGTCCACTRNT TGGACAAMARRITINTAATG
TGATTGCTCTCTEGCTAGTTCAGCTICTAAC GTCCACT—‘TTGGAC"Té——TRTAATF
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TGATTGCTCTCTGGCTAGTTCAGCTACEAACCGTCCACTGG‘TGGACAAC———T
TGATTGCTCTCTGBCTAGTTCAGCTECT. CGTCCACTINETTGGACAAINA
TGATTGCTCTCTGBCTAGTTCAGCTECTAA

TGATTGCTCTCIRGIC T@GTTCAGCTAC CGTCCACT@RT TGGACAAINA IR INSOT G
TGATTGCTCTCIRGICTgGTTCAGCTAC CGTCCACT[OTTGGACAANAINEEINSOT G
TGATTGCTCTCTGGCTAGTTCAGCTACTAACEGTCCACTG

TGATTGCTCTCTGGCTAGTTCAGCTACTAACHGTCCACTG TAATG
TGATTGCTCTCTGGCTAGTTCAGCTAC TAATG
TGATTGCTCTCTGGCTAGTTCAGCTAC TAATG
TGATTGCTCTCTGGCTAGTTCAGCTAC TAATG

TGATTGCTCTCE GCTEGTTCAGCTAC

[Z3W " "CTTCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
[XWAN" " CTTCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
[JSEMl "\ "\ CTTCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
(SR " CTTCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
[JSNM "\ " CTTCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
627 AAETTCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
[ZEM " " Cl8§TCTTGACCTCARATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
[ZEM " " C[@TCTTGACCTCARATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
(YA " CTTCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
(3" " Cl®TI T TGACCTCAAATCAGGTAGGANTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
(3" "\ C[® T T TGACCTCAARATCAGGTAGGAMTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
(3" "\ C@TI{ T TGACCTCAAATCAGGTAGGAMTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
[JSNMl "\ " CTTCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
[JSNM "\ " CTTCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
(YA "IATTCTTGACCTCARATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
(YA "IATTCTTGACCTCARATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
(YA "IATTCTTGACCTCARATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA|
(XY’ " CTTCTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
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