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Resumen

En México poco se conoce sobre la microbiota de los glaciares que se localizan en
los glaciares de volcanes a mas de 5000 msnm. El lIztaccihuatl alberga tres
glaciares y dos cuerpos de agua en sus crateres con condiciones extremas. Dentro
de la biodiversidad de los glaciares se ha reportado la presencia de hongos
psicrofilos y psicrotolerantes. Los cuales pueden sobrevivir a las condiciones
extremas y proporcionar valiosas senales sobre el cambio climatico. En el presente
trabajo se analizo la diversidad de hongos de cuatro sitios del Iztaccihuatl mediante
amplicones del ITS 1-5.8S-ITS 2 del rRNA. Se realizé un analisis bioinformatico de
las secuencias obtenidas para asignar el nivel taxondmico y abundancia relativa por
sitio. Asi como la medicion de los cuatro cuerpos de agua estudiados y su posible
relacion con la diversidad fungica. Nuestros resultados mostraron que no existe una
clara relacibn con el tamafo de los cuatro sitios aqui estudiados ni con la
disponibilidad de agua (lago o glaciar). Los analisis de amplicones, revelaron un
total de 738,310 secuencias, de las cuales, se trabajé con 597,138. Se identificaron
372,824 que se agruparon en 268 OTUs. Encontrando que perteneciera a 268
especies, 91 géneros, 108 familias, 52 6rdenes, 17 clases y 4 divisiones de hongos.
Basidiomycota resulté ser la divisibn mas abundante seguido de Ascomycota. El
lago crater “La Panza” presentd mayor riqueza, pero su area lo ubica en el tercer
lugar y el lago crater “Monte de Venus” el mas pequefio presentd la menor riqueza.
Los datos generados aqui contribuyen a generar conocimiento sobre los hongos que
habitan estos sitios extremos poco estudiados y permiten conocer la majestuosidad
de los glaciares tropicales antes de que perdamos la oportunidad de hacerlo debid

al calentamiento global.
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Summary

In Mexico little is known about the microbiota of the glaciers that are located in the
glaciers of volcanoes at more than 5000 meters above sea level. Iztaccihuatl is
home to three glaciers and two bodies of water in its craters with extreme conditions.
Within the biodiversity of glaciers, the presence of psychrophilic and psychrotolerant
fungi has been reported. Which can survive extreme conditions and provide valuable
signals on climate change. In the present work, the fungal diversity of four
|ztaccihuatl sites was analyzed using amplicons of the ITS 1-5.8S-ITS 2 of the rRNA.
A bioinformatic analysis of the obtained sequences was carried out to assign the
taxonomic level and relative abundance per site. As well as the measurement of the
four bodies of water studied and their possible. relationship with fungal diversity. Our
results showed that there is no clear relationship with the size of the four sites
studied here or with the availability of water (lake or glacier). The amplicon analyzes
revealed a total of 738,310 sequences, of which 597,138 were used. 372,824 were
identified and grouped-into 268 OTUs. Finding that it belonged to 268 species, 91
genera, 108 families, 52 orders, 17 classes and 4 divisions of fungi. Basidiomycota
turned out to be the most abundant division followed by Ascomycota. The crater lake
"La Panza" presented the greatest wealth, but its area places it in third place and
crater lake "Monte de Venus" the smallest presented the least wealth. The data
generated here contributes to generating knowledge about the fungi that inhabit
these little-studied extreme sites and allows us to know the majesty of tropical

glaciers before we lose the opportunity to do so due to global warming.
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1. Introduccion

Los hongos tienen un importante papel en la historia de los humanos, se han
utilizado con fines alimenticios en la elaboracion de numerosos productos como el
queso, el pan y el vino, y ademas, para diversos grupos étnicos, tienen un alto valor
medicinal y ceremonial. Los hongos ademas de ser parte importante en diferentes
actividades humanas son organismos clave para el funcionamiento de los
ecosistemas terrestres por las asociaciones mutualistas que forman _con la mayoria
de las plantas, por su actividad como patdégenos, y por su participacion en el ciclo de
nutrientes al ser los principales degradadores de materia organica en selvas y
bosques, pero en la mayoria de los casos se desconoce el papel de los hongos

individuales en la naturaleza. (Lodge 1992, Schmit 2006).

Es dificil delimitar a los hongos como grupo en comparacion a otros eucariotas. Los
debates sobre la inclusion o exclusion de ciertos grupos se han desarrollado durante
mas de un siglo (Barr 1992). EI numero total de diferentes especies de hongos en la
tierra es aun desconocido, pero casi excede un millon y algunos estimados son
apreciablemente ‘mayores. (Hawksworth, 2001). Claramente aun hay un enorme
numero de hongos por ser descubiertos. Los micdlogos estan de acuerdo en que
este es en efecto el resultado de multiples factores. Principalmente entre estos esta
el hecho de que hay grandes areas del mundo, habitats particulares y ciertos
ejemplos de sustratos en estos habitats, en los que los hongos lamentablemente no
se han estudiado. Muchas regiones de los tropicos y subtropicos son buenos
ejemplos. En promedio, mas de mil nuevas especies son descritas por los micologos

cada afo, y quiza la mitad de estos hongos son de los tropicos y subtropicos.



Incluso si la velocidad a la que se describen nuevas especies aumenta varias veces,
es sumamente dudoso que la mayoria de los hongos con los que los humanos
comparten este planeta alguna vez tengan nombres formales. Sin embargo, se
podria argumentar que esto es irrelevante. Lo unico que parece necesario es la
conciencia de la tremenda diversidad de hongos que existe. (Stephenson, 2010). Se
ha descrito ya una amplia diversidad de microhongos en distintos sitios. con
condiciones extremas, como los glaciares, que actualmente estan en detrimento

debido al calentamiento global.

1.1 Cambio climatico y el retraimiento de los glaciares

La existencia, el crecimiento y la reduccion de los glaciares y las capas de hielo se
han producido en escalas de tiempo que van desde cientos de miles hasta millones
de afios. Geograficamente, los glaciares y las capas de hielo cubren alrededor de 15
millones de km2, o aproximadamente el 10% de la superficie terrestre de la Tierra
(Anesio 2012). La extension de la cubierta de hielo durante el ultimo maximo glaciar
esta sujeta a debate, pero fue al menos tres veces mayor que la cobertura actual
(Clark 2009). Desde inicios de siglo pasado la temperatura global promedio ha
incrementado, lo que trae dramaticas consecuencias para el retraimiento de los
glaciares (Stocker 2013). El retroceso global de los glaciares esta recibiendo mucha
atencion, especialmente como una sefial del cambio climatico (Dyurgerov 2000).
Mediciones realizadas desde 1961 muestran que la temperatura promedio del
océano global ha aumentado a profundidades de al menos 3.000 metros y que los

océanos han absorbido mas del 80 por ciento del calor agregado al sistema



climatico. Este calentamiento hace que el agua de mar se expanda, lo que
contribuye al aumento del nivel del mar, ya que tienen descensos generalizados en
los glaciares y las capas de hielo. Las estimaciones actuales indican que los niveles

del mar aumentaron 0,17 m en el transcurso del siglo XX (Relman 2008).

Un sistema de clima global mas calido acelera el ciclo hidrolégico, aumentando la
probabilidad de fendmenos climaticos extremos, como sequias, fuertes
precipitaciones, olas de calor, huracanes, tifones o ciclones. Las sequias mas
intensas y prolongadas que se han observado en areas mas amplias desde la
década de 1970 y en particular en los tropicos y subtropicos, se han asociado con
temperaturas globales mas altas, pero también con cambios en los patrones de
viento y disminuciones en la capa de nieve (Relman 2008). El siglo XX ha visto
cambios sorprendentes en las areas glaciares de las cadenas montafosas y, por lo
tanto, en la extension de los cinturones de montanas glaciares y periglaciares de
todo el mundo (Haeberli 1998). Los cambios en las condiciones del hielo en la
superficie y en el suelo causa un cambio correspondiente en los procesos
geomorficos (Tian 2017). Incluso si las concentraciones de todos los gases de
efecto invernadero y los aerosoles (los cuales causan que la atmésfera atrape el
calor) puedan mantenerse a los mismos niveles que en el ano 2000, se esperaria
que el calentamiento se produzca a aproximadamente la mitad de la tasa actual. Es
muy probable que las continuas emisiones de gases de efecto invernadero en o por
encima de las tasas actuales induzcan cambios en el sistema climatico global
durante el siglo XXI de una magnitud aun mayor que la observada a fines del siglo

XX. (Relman 2008).



Los glaciares, las capas de hielo y la criosfera en general son un bioma dominado
unicamente por microorganismos (autétrofos y heterétrofos) y procesos
biogeoquimicos activos que tienen impactos locales y globales y deben ser
reconocidos como tales (Anesio 2012). Comprender los patrones biogeograficos es
un precursor para mejorar nuestro conocimiento de la funcién de los microbiomas'y

para predecir las respuestas de los ecosistemas al cambio ambiental (Ma 2017).

1.2 Hongos extremofilos

Los hongos se encuentran en todos los ecosistemas' aerobicos, colonizan una
diversidad de sustratos y realizan una amplia diversidad de funciones, algunas de
las cuales no se comprenden bien. Muchas.especies de hongos son cosmopolitas y
generalistas, pero otras son especialistas que se encuentran solo en sustratos o
habitats restringidos. Los nichos de hongos inusuales son habitats donde se
esperaria que las condiciones extremas impidieran el desarrollo de una micobiota

(Cantrell 2011).

Los ambientes frios representan la mayor parte de la biosfera de la Tierra y han sido
colonizados con éxito por microorganismos psicrofilos que pueden prosperar a bajas
temperaturas y sobrevivir e incluso mantener la actividad metabolica a temperaturas
bajo cero. Estos microorganismos desempefian funciones ecologicas clave en sus
habitats e incluyen una amplia diversidad de representantes de los tres dominios
(Bacteria, Archaea, Eukarya) (Margesin 2011). La llegada de nuevas herramientas
moleculares ha proporcionado una nueva perspectiva sobre la diversidad del mundo

microbiano, particularmente para las especies que no hemos podido cultivar en el



laboratorio. Las comunidades microbianas en diferentes ecosistemas muestran una
gran diversidad y redundancia funcional, lo que favorece la formacién de consorcios
que comprenden muchos microorganismos que comparten nichos en ecosistemas
naturales. La redundancia en la funcién permite que los ecosistemas sean
resistentes y se recuperen de las perturbaciones naturales y antropogénicas

(Cantrell 2011).

La psicrofilia fungica se basa en mecanismos metabdlicos para tolerar las bajas
temperaturas y la congelacion que implica la tolerancia al bajo potencial hidrico y la
desecacion. Algunos organismos producen enzimas activas en frio, proteinas
anticongelantes y sustancias exopoliméricas que brindan proteccion celular contra
los efectos potencialmente dafinos de las bajas temperaturas (Gilbert 2015, Siddiqui

2006, Cameron 2012).

1.3 Extremofilos del Iztaccihuatl

Los sistemas montaiosos cubren alrededor de una quinta parte continental del
planeta. Las montafas brindan soporte vital directo para cerca del 10% de la
poblacion mundial e, indirectamente, a mas del 50%. Las montafas también son un
elemento clave del ciclo hidrolégico, ya que son la fuente de muchos de los
principales sistemas fluviales del mundo. La nieve, los glaciares y el permafrost de
las zonas montafiosas frias son especialmente sensibles a los cambios en las
condiciones atmosféricas, debido a su proximidad a las condiciones de fusion.
Ademas, la pérdida de masa es mas intensa en zonas de alta montafia con

pendientes pronunciadas. En consecuencia, los cambios climaticos provocan



efectos pronunciados en

montafosas (Haeberli 1998).

Los glaciares en México se limitan a sus tres montafias mas altas, todas las cuales
son volcanes: Volcan Pico de Orizaba (Volcan Citlaltépetl), Volcan lIztaccihuatl y el
activo (desde 1993) Volcan Popocatépetl. A 5,230 metros sobre el nivel del mar

(msnm), el Iztaccihuatl es el tercer pico mas alto de México y el séptimo mas alto del

continente (Figura 1) (White 2002).
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Figura 1. Distribucion de los glaciares del Iztaccihuatl en la época de 1980. Se
muestra la distribucidén de los 11 antiguos glaciares del Iztaccihuatl. En la actualidad,
se ha descrito que solo tres de ellos: “El Pecho” (Nororiental), “La Panza” (Centro
Oriental) y Ayoloco estan presentes en los volcanes (White 2002).

El nombre Iztaccihuatl, deriva de las palabras nahuatl Iztac (blanco) y cihuatl
(mujer). Cuando se ve desde el oeste (Figura 2), el perfil largo de norte a sur evoca
la cabeza, el cuello, el pecho, la panza (el vientre), las rodillas y los pies de una
mujer dormida reclinada cubierta con un sudario blanco (White 2002). Es un gran
estratovolcan del Pleistoceno, de hecho, es un complejo volcanico desarrollado
desde hace 1,7 Ma. Una serie de coladas de lava y material piroclastico de
composicion dacitica y andesitica formaron el volcan. La ultima actividad eruptiva
ocurrio hace 5000 afos. La superposicion del material volcanico y el desarrollo de
los diferentes volcanes que componian el complejo resulté en una morfologia muy

particular (Alvarez 2011).

Figura 2. Vista del Iztaccihuatl desde el Oeste. La silueta del conjunto volcanico

el cual evoca la silueta de una mujer durmiente (White 2002).



La mas alta de las tres cumbres, “El Pecho”, esta situada en la latitud 19°10'30" N. y
en la longitud 98°38'30" W. Los 11 glaciares que existieron se encontraban
dispersos a lo largo de una distancia norte-sur de aproximadamente 3 km.
Iztaccihuatl se puede ver desde la Ciudad de México, a solo 64 km al sureste. En la
actualidad solo quedan tres glaciares: “El Pecho”, “La Panza” y Ayoloco (White
2002).

Es importante comprender como la composicion de la comunidad de hongos
responde al retraimiento de los glaciares, pero los resultados existentes de la
sucesion de la comunidad de hongos en el retraimiento de los glaciares son
inconsistentes o nulos. Sin embargo, la llegada de las nuevas tecnologias de
secuenciacion esta ayudando a dilucidar la diversidad microbiana en muchos
ecosistemas, pero se necesitan mas estudios para documentar el rol funcional de
los hongos en las comunidades microbianas que prosperan en estos entornos

inusuales y rapidamente cambiantes por el cambio climatico.



2. Justificacion

El cambio climatico y el calentamiento global estan modificando la composicion de la
atmosfera, el nivel del mar, y el retraimiento de los glaciares de todo el mundo es
cada vez mas rapido. Lo que esta derivando. en la perdida de nichos ecoldgicos de
microorganismos entre ellos Bacterias, Archaea y Fungi. Con esto la posibilidad de
conocer la riqueza microbiolégica se reduce. Aunado a esto, la dificultad que
representa generar estudios de este tipo de organismos es basta. Debido a que
pocos organismos son cultivables y es necesario aplicar técnicas moleculares
avanzadas (“Next Generation”, secuenciacion masiva y analisis de amplicones) para
poder generar un acercamiento certero a la diversidad bioldgica de glaciares y lagos

crater.

Los miembros del reino Fungi, tienen un importante papel ecologico ademas
participan en procesos biogeoquimicos hasta ahora muy poco estudiados
principalmente en glaciares tropicales de gran altitud y lagos crater de sitios frios

extremos particularmente en México. Otro aspecto poco estudiado es la relacion



entre la diversidad bioldgica y del tamafo de los cuerpos de agua de sitios extremos

como los descritos con anterioridad.

El presente estudio (para nuestro conocimiento) representar la primera referencia de
un analisis de amplicones del RNA fungico de glaciares y lagos de crateres del
|ztaccihuatl. Este proyecto abrira las puertas al conocimiento sobre la diversidad
fungica extremdfila en glaciares tropicales y si existe una relacion entre la diversidad
y el tamafo de los cuerpos de agua donde se muestreo en los volcanes de gran

altura mexicanos.
3. Hipétesis
Si se obtiene el analisis de amplicones del ITS 1-5.8S-ITS 2 del rRNA de dos
glaciares y dos lagos de los crateres del complejo volcanico lztaccihuatl, se

observaran diferencias en la diversidad fungica de acuerdo con el tamafio de los

cuerpos de agua de los glaciares y los lagos crater.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

e Describir la diversidad fungica de alta montafa basada en amplicones asi
como encontrar las relaciones del tamafno de los cuerpos de agua de los
lagos crater “Monte de Venus” y “La Panza”; y de los glaciares “La Panza” y

“El Pecho” del complejo volcanico Iztaccihuatl

4.2 Objetivos especificos

10



e Extraer el ADN total de cuatro muestras de sitios del complejo volcanico
Iztaccihuatl; los lagos crater; “Monte de Venus” y “La Panza” y los glaciares
‘La Panza” y “El Pecho”.

e Amplificar la region ITS1-5.8S—-ITS2 rRNA de cada una de las muestras

e Secuenciar mediante plataforma llumina con MiSeq los amplicones de
ITS1-5.8S—-ITS2 rRNA.

e Realizar un analisis bioinformatico del conjunto de datos obtenido para
estudiar la diversidad fungica de los cuatro sitios.

e Medir y relacionar del tamafo de los cuerpos de agua de los glaciares y los

lagos crater con los resultados encontrados

5. Metodologia

5.1 Area de estudio

En febrero del 2019 se recibieron muestras tomadas por personal del Laboratorio de
Microbiologia y Protedmica Ocular de la Unidad de Investigacion del Instituto de
Oftalmologia Fundacion de Asistencia Privada Conde de Valenciana® de dos
glaciares y dos lagos crater del Iztaccihuatl. Las muestras fueron de cuatro sitios del
complejo volcanico lztaccihuatl; los lagos crater; “Monte de Venus” (S1) N 19°
09.810° O 098° 38.277" a 4950 msnm y “La Panza” (S2) N 19° 10.003" O 098°
38.203" a 5010 msnm y los glaciares “La Panza” (S3) N 19° 10.056" W 098°
38.327°a 5065 msnm y “El Pecho” (S4): N 19° 10.609 'O 098° 38.475" a 5200 msnm

(Figura 3).

Para tomar las muestras se cavaron agujeros de 60 cm de profundidad utilizando un

piolet estéril (flameado tres veces in situ con etanol 96°). Las muestras fueron

11



colocadas en recipientes de vidrio estériles por triplicado. Una vez en el laboratorio
las muestras se almacenaron durante la noche a 4°C para su derretimiento y su
posterior traslado y procesamiento al laboratorio de Microbiologia Molecular de la
Facultad de Quimica de la UAQ. Todos los residuos peligrosos bioldgicos
infecciosos (RPBI) se procesaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-1995 y a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Todos los experimentos
que se realizaron en este trabajo se llevaron a cabo de acuerdo al manual de “Las
buenas practicas de laboratorio” establecido por la Food and Drug Administration

(FDA) y La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA).
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TRANS-MEXICAN VOLCANIC BELT
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Figura 3. Localizaciéon del complejo volcanico Iztaccihuatl en México. El mapa
que muestra el Eje Neovolcanico Transversal Mexicano y la posicion del complejo
volcanico. donde se realizaron los muestreos con una altitud de 5000 msnm en
promedio en la latitud 19° norte.

Los tamanos de los cuerpos de agua fueron medios en el programa computacional
Google Earth Pro (2021), donde se calcularon los poligonos de los cuatro sitios, los
lagos crater “Monte de Venus”, “La Panza” y los glaciares “La Panza” y “El Pecho”
usando imagenes satelitales de 2016 debido al poca nubosidad presentada, para

apreciar los cuerpos de agua con mayor definicion.
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5.2 Extraccion de DNA y viabilidad de las muestras

El agua del glaciar se filtr6 a través de filtros de 0,22 ym (Millipore) para recuperar
las células fungicas. Los filtros se cortaron en pequefios pedazos usando unas
tijeras estériles y se procesaron usando el tampodn de lisis de acuerdo a la
metodologia descrita en el kit comercial ZymoBIOMICS DNA Mini Kit, el cual es
especifico para la extraccion de DNA de microorganismos de muestras de suelo y
de agua. Para corroborar la integridad del DNA extraido se realiz6é una electroforesis
en gel de agarosa al 1%. La cual consistio en preparar una solucion tampdn de
corrimiento TAE al 1X (TRIS 40 mM, acido acético 11.42 mL/ly EDTA 2 mM). En el
TAE, se disolvid un gramo de agarosa en 100 mL de TAE y se homogeneizo la
mezcla por ebullicion. A 25 mL de esta solucion de agarosa se agrego 25 yL de
bromuro de etidio (0.625 mg/mL). La solucién se colocé en el molde de la camara de
electroforesis hasta polimerizar. Después se llené la camara con TAE 1X, hasta que
se cubrié completamente el gel. Se colocaron 5 uL de azul de bromofenol y 4 uL de
muestra en los pozos del gel, se aplicd un voltaje de 80 volts por 60 min. El gel se

observo en un fotodocumentador con luz ultravioleta (Gomes et al. 2018).

Por ultimo, para para conocer si las muestras eran viables o no se realizé una PCR
punto final' la cual consisti6 en agregar 0.5 yL (20pm) de cada uno de los
oligonucledtidos, 0.5 uL (50nm) del DNA de cada muestra, 0.8 yL (2nm) Mezcla de
dNTP, 1 uL (2.58 U/uL) de Taq polimerasa, 5 pL de solucion tampdn reguladora 10X
y 41.7 yL de agua libre de endonucleasas. La metodologia usada para la
amplificacion de la region ITS1-5.85—-ITS2 rRNA se basd en los métodos
propuestos por White et al., (1990) usando termociclador un GeneAmp PCR System

9700 (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Para comprobar la correcta amplificacion
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de la region ITS1-5.8S-ITS2 rRNA, se realizé un gel de agarosa como el descrito
con anterioridad. Una vez comprobada la viabilidad de DNA extraido se procedio a

la secuenciacion de la biblioteca de amplicones del RNA.

5.3 Amplificacién y secuenciacion del conjunto de datos de
ITS1-5.8S-ITS2 rRNAS

Una vez realizada la extraccion de DNA, se amplificé la region ITS1-5.8S—-ITS2
rRNA usando los oligonucledtidos ITS1 (5'- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4
(5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (Dyavaiah et al., 2007). La purificacion,
cuantificacion y secuenciaciéon de la biblioteca de amplicones se realizd6 en
Macrogen Inc. (Seul, Republica de Corea) y se generara a través de la plataforma
llumina con MiSeq. Una vez obtenidas las librerias de cada set de amplicones, se
subieron a la base de datos de GenBank del National Center for Biotechology

Information (NCBI) para obtener numeros de acceso universales.

5.4 Analisis bioinformatico y estudio de la diversidad fungica

Las secuencias crudas se procesaron para obtener lecturas de alta calidad y para
eliminar secuencias de adaptadores, lecturas ambiguas, secuencias de baja
calidad y lecturas mas cortas que 50 pares de bases con el software Geneious
v.9.1.8. Las secuencias editadas se subieron a la nube para realizar su analisis. La
categorizacion de Unidades Taxondmicas Operacionales (OTU’s) se realizd
mediante la generacion de bibliotecas gendmicas usando las secuencias editadas.
Se analizaron con la base de datos de GenBank del NCBI y se clasificaron usando
la herramienta RDP tools version 2.12 usando como punto de corte el 95% de

identidad de diversidad fungica. El analisis bioinformatico se llevdé a cabo con el
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software Geneious v.9.1.8. (12) Adicionalmente se calculé el indice de diversidad de

Shannon para cada sitio.

6. Resultados

Los resultados de la medicion satelital de los cuerpos de agua mostraron que el sitio
con mayor tamafo es el glaciar “El Pecho” con un area de 152,082 m?y de
perimetro 2,500 m? seguido por el glaciar “La Panza” con 40,822 m? de y 905 m?
respectivamente. En tercer lugar, el lago crater “La Panza” area de 6,360 m? y de

perimetro 372 m?por ultimo el lago crater “Monte de Venus” con 671 m? y 96 m?

respectivamente (Figura 4).

MK
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-
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Figura 4. Area y perimetro de los cuatro cuerpos de agua del complejo
volcanico lIztaccihuatl. La imagen muestra la generacion de poligonos, el calculo

del area y perimetro de los cuatro sitios donde se tomaron muestras en este
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proyecto. Las flechas de color rojo indican, en A esta el glaciar “El Pecho”, B glaciar

“La Panza”, C lago crater “La Panza” y D lago crater “Monte de Venus”.

Los numeros de acceso universales del NCBI para cada sitio corresponde al
bio-proyecto aqui generado fueron: los lagos crater “Monte de Venus” SRS3420169, y
‘La Panza” SRS3420166 y los glaciares “La Panza” SRS3420167 y “El Pecho”
RS3420168. El analisis bioinformatico arrojé 738,310 secuencias, el cual se redujo a
597,138 secuencias identificadas a nivel taxondmico de divisién de las que 372,824
se agruparon en 268 unidades taxonomicas operacionales (OTUs) (Apéndice 1). En
total, de los 4 sitios se encontraron 268 especies, 91 géneros, 108 familias, 52
ordenes, 17 clases y 4 divisiones de hongos. La profundidad de secuenciacion fue
de 68,167 (S4), 72,807 (S2), 78,071 (S3) y 153,779 (S1). El nimero de OTU’s
obtenidos por muestra va de 30 (S1), 63 (S3), 73 (S4) a 197 (S2) siendo entonces
S2 el sitio de muestreo con mayor riqueza'y S1 el de menor riqueza, pero el sitio
con mayor cantidad de registros, mientras que S4 obtuvo la menor cantidad de

registros (Apéndice 2).

Basidiomycota resultd ser la division mas abundante con un total de 329,772
lecturas, 55.23% del total de lecturas identificadas a nivel de division y una variacion
de 1541 (S3) a 154,961 (S4) lecturas entre sitios. Ascomycota, con el segundo lugar
en riqueza (239,082 lecturas / 40.01%) mostré una abundancia mas homogénea con
variacion entre 26,729 (S4) y 86,955 (S2) lecturas entre los sitios con menor y
mayor riqueza respectivamente, Chytridiomycota con 28,206 lecturas (4.72%) vario
de 10 (S2) a 21,304 (S4) lecturas y Mucoromycota con solo 78 de lecturas varié de

29 (S2) a 49 (S1) lecturas representando menos del 0.01% del total y apareciendo
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solo en S1 y S2. Basidiomycota domina los sitios S1 y S4 mientras que S2 y S3

estan dominados por Ascomycota (Figuras 5y 6).

Ascomycota @ Basidiomycota @ Chytridiomycota @ Mucoromycota

Figura 5. Porcentajes de secuencias identificadas a nivel taxonémico de
division. Del total de secuencias identificadas a nivel taxonémico de divisiéon 55.2%
pertenecen a la division Basidiomycota, 40.0% a Ascomycota, 4.7% a
Chytridiomycota y menos del 0.01% a Mucoromycota.

De acuerdo con nuestros resultados encontramos que aparecieron unicamente tres
divisiones, 'Basidiomycota (79.31%), Ascomycota (19.74%), y Mucoromycota con
menos de 0.01% de secuencias. S2 (245,373 lecturas) resultd principalmente
ocupado por Ascomycetes (35.44%), luego Basidiomycetes (10.53%) y al final
Chytridiomycetes con menos del 0.01%. S3 (100,997) se encuentra dominado por

Ascomycota (75.24%) seguido de Chytridiomycota (18.47%) y al final Basidiomycota

con solo 1.34% de las secuencias. El sitio S4 (196,506) estda dominado por

18



Basidiomycota (75.03%) luego Ascomycota (13.60%), y Chytridiomycota (10.84%)

en ese orden (Figura 6).

52

0% 25% 50% T5%

B Ascomycota W Basidiomycota Chytridiomycota ™ Mucoromycota

Figura 6. Porcentajes de los registros a nivel taxonémico de divisiéon en cada
sitio. Basidiomycota domina S1 y S4, Ascomycota S2 y S3, Chytridiomycota apenas
se muestra en S3 y S4 y Mucoromycota presente en S1 y S2 no se percibe por su
escaso registro. En S1, con un total de 195,385 lecturas identificadas a nivel

taxondmico de division,

De las 108 familias encontradas, en S1 se encontraron 18, en S2 85, en S350y en
S4 35. Las familias mas abundantes fueron Kriegeriaceae, Glomerellaceae,
Pleosporaceae y Mrakiaceae (Apéndice 2). En cuanto a géneros los mas
abundantes, por sitio, fueron Phenoliferia, Trapelia, Curvularia y Mrakia para S1,
Didymella, Curvularia, Cladosporium y Naganishia para S2. Colletotrichum,
Catenomyces y Spiromastix. Por ultimo, en el sitio S4 los géneros mejor
representados fueron: Phenoliferia, Alphamyces, Leucosporidium y Curvularia

(Apéndice 3).
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De acuerdo con nuestros resultados, no existe una clara relacion entre los tamarios
de los cuerpos de agua y la riqueza biologica descrita (Figuras 4,5,6). Con relacion a
los phyla aqui descritos, si hay una relaciéon en cuanto a si son sitios con agua
liquida o congelada. Los sitios lagos crateres que fueron los dos mas pequefios en
tamafno (S1 y S2) muestran abundancia predominante de Basidiomycota y
Chytridiomycota. Por otro lado, los glaciares muestran riqueza de los dos phyla ya
mencionados, asi como de Ascomycota. Los resultados a nivel taxondmico mas
especifico mostraron que el sitio con mayor numero de familias fue el S2, siendo
este sitio el tercero mas grande, seguido de S3, el segundo mas grande, S4 siendo
el mas grande y por ultimo S4 el de menos area. La Unica conciencia encontrada de
acuerdo con el tamafio es el sitio S4 que es el menso diverso y el mas pequefo. En
relacion con la presencia de agua congelada o de agua liquida no hay una relacione

en cuanto a la riqueza descrita aqui (S2 glacial>S3 lago>S1 glacial>S4 lago).

Aunque la diversidad entre muestras difiere sustancialmente, todos los sitios
muestran OTUs compartidos con al menos uno de los otros sitios. Por otro lado,
cada sitio muestra, en menor numero, OTUs exclusivos (Unicamente presentes en
cada sitio), menos S2, que ademas de tener el mayor numero de OTU'’s registrados,
también muestra una cantidad particularmente mayor de OTUs exclusivos (Figura
7). En el lago crater “Monte de Venus” (S1) Phenoliferia glacialis tuvo el mayor
numero de lecturas (103,625) o el 67.39% del total de registros identificados a nivel
de especie en el sitio (153779), y también se encontré en los otros tres sitios siendo
la especie mejor representada. También se encontré una cantidad considerable de

registros de Cryptococcus sp. Mrakia sp. y Naganishia randhawae.
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Figura 7. OTU’s compartidos y exclusivos de cada sitio. Numero de OTU’s
presentes en un sitio de muestreo que ademas estan presentes en al menos otra
localidad (barras azules) y numero de OTU’s exclusivamente presentes en el sitio

correspondiente (barras en color purpuras).

En el crater “La Panza” (S2) con un total de 72807 lecturas se registré un numero de
OTU’s particularmente mayor entre los 4 sitios (197), los mas abundantes son
Colletotrichum acutatum, Epicoccum nigrumy Curvularia australiensis en ese orden.
El glaciar “La Panza” (S3) con un total de 63 OTU’s, igual que S2, presenta a
Colletotrichum acutatum como la especie de mayor abundancia con 74,659 lecturas
0-el 95.63% del total de registros de ese sitio (78071). S4 o el glaciar “El Pecho”
registra 68167 lecturas agrupadas en 73 OTU’s de los que se destacan en

abundancia a Phenoliferia psychrophila, Phenoliferia glacialis y Leucosporidium fellii.
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Indice de Shannon

51 52 53 54

Figura 8 indices de diversidad de Shannon. Se muestran los valores obtenidos

para las muestras de cada sitio utilizando el indice de diversidad de Shannon.

El indice de diversidad de Shannon (Figura 8), indica que la diversidad de hongos
para S2 es de 5.211 siendo este el sitio que muestra mayor diversidad mientras que

el menor indice de diversidad es de S1 (0.42649) (Figura 8).
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7. Discusion

El estudio de la riqueza de hongos en sitios no polares alrededor del globo es
escaso, especialmente en México (Tapia-Vazquez et al. 2020). Poco se sabe sobre
la vida microbiana que habita estos sitios unicos y poco explorados (Calvillo-Medina
et al. 2020) descritos como ambientes fragiles. El presente estudio representa,
segun nuestro conocimiento, un primer acercamiento al analisis de abundancia y
riqueza usando métodos de secuenciacion con hongos extremofilos ‘en areas

glaciares volcanicas en México y los tropicos.

Se han realizado estudios similares utilizando la region ITS1 en sitios como el Monte
Gongga en China (Tian 2017), lagos en la peninsula antartica (Gongalves 2012), en
el Glaciar Géant en el Mont Blanc en Francia, el Glaciar Miage, en ltalia (glaciares
alpinos adyacentes) (Turchetti 2013 B) y en un lago en la Patagonia (Argentina)
(Luciana 2011) por ejemplo. En contraste con las tendencias generales en la
distribucion de comunidades ‘de hongos en zonas templadas, que muestran la
prevalencia de hongos ascomicetos filamentosos, revelamos aqui la presencia de
una abundante y diversa poblacion de hongos en muestras de hielo, la cual esta
compuesta por miembros de los phyla Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota
y Mucoromycota, dominada por levaduras basidiomycetes. Los taxa dominantes
fueron Ascomycota y Basidiomycota (40.04% y 55.23% del total de secuencias
respectivamente) cada uno en dos sitios diferentes. Los géneros mejor
representados fueron Phenoliferia y Colletotrichum ademas de Curvularia, Mrakia,
Alphamyces, Didymella, Cladosporium 'y Leucosporidium. No se encontro respuesta
significativa entre el indice de diversidad de Shannon y la altura (msnm) de cada

sitio de muestreo.
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Las OTUS’s con las mayores densidades fueron Colletotrichum acutatum,
Leucosporidium fellii, Mrakia sp., Naganishia randhawae, Phenoliferia glacialis y
Phenoliferia psychrophila. La estructura de las comunidades de hongos resultd
variar de acuerdo con las diferentes localizaciones geograficas de los sitios
muestreados demostrando una variacion local marcada entre sitios. Como la
ubicacion geografica varia, también lo hara la composicién de las comunidades
microbianas dentro del entorno local (Mueller 2001). Los indices de hongos para la
diversidad y uniformidad de Shannon mostraron patrones unimodales a lo largo de
la distancia desde el extremo del glaciar S1 a S4. La diversidad y uniformidad de
Shannon alcanzaron su punto maximo a una altura de 5010 msnm (S2), y
disminuyeron posteriormente para volver a subir en S4 a los 5200. Pueden
desarrollarse comunidades Unicas que son caracteristicas de cada regién. Sin
embargo, es posible que los insumos bioldgicos no estan restringidos unicamente al
entorno vecino, sino que se puede transportar a distancias mucho mayores, en
vientos alisios (Rousseau 2005; Price 2009). El hielo glaciar puede contener materia
organica de origen eélico asi como capas de arena y otras inclusiones. Se puede
considerar como una excelente matriz de preservaciéon de microorganismos a largo
plazo y como tal, permite el estudio de la diversidad microbiana contemporaneay la

antigua (Gunde-Cimerman 2003).

Algunas especies encontradas aqui, como Glaciozyma antarctica, Rhodotorula
mucilaginosa, Rhodotorula dairenensis, Penicillium chrysogenum, también fueron
aisladas por Menezes 2020. de fragmentos de hielo glaciar en la peninsula

Antartica. De las 263 especies encontradas solo Phenoliferia glacialis y Trapelia
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antarctica se encontraron presentes en todos los sitios muestreados. Phenoliferia
glacialis es una levadura psicrofila que exhibe una alta versatilidad metabdlica, y
junto con P. psychrophenolica (Rhodotorula psychrophenolica), se obtuvo
originalmente del glaciar Etendard en Francia y del glaciar Stubaier y crioconita en
Austria (de Menezes 2019). Recientemente, Ferreira et al. aislaron P. glacialis y P.
psychrophenolica de las hojas de Deschampsia antarctica, musgos y diferentes
biopeliculas presentes en la Peninsula Antartica. Las especies Mrakia aquatica y
Mrakia frigida también fueron aisladas de suelos en China (Zhang 2020). Se han
aislado cepas de Mrakia de otros ambientes frios y también se ha informado de
solubilizacion de fosfato para este género. Esto puede ser muy relevante para
suelos volcanicos, donde el fosfato es escasamente biodisponible (Tapia-Vazquez et
al. 2020). De acuerdo con nuestros resultados no existe una relacién clara el nicho
ecolégico (tamano del cuerpo de agua, altitud o disponibilidad de agua) y la
diversidad fungica. Para esclarecer las relaciones entre los sitios de muestreo y la
diversidad y riqueza de hongos son necesarios mas estudios donde, se tomen mas
muestras para analisis bioldgicos, asi como estudiar los parametros fisicoquimicos
de cada sitio. Dichos parametros van a influir en las capacidades de tolerancia a

condiciones extremas de estos hongos psicroéfilos (Ciccazzo et al. 2016).

Algunos estudios han determinado que estos microorganismos especializados en
condiciones extremas son capaces de tolerar una amplia gama de estrés,
incluyendo desecacion, hipersalinidad, radiacion solar y las bajas temperaturas,
mediante el desarrollo de estrategias funcionales, como la produccion de
compuestos bioactivos (Godinho et al., 2013)., enzimas activas en frio y proteinas

anticongelantes (Robinson, 2001; Krishnan et al., 2011, 2018).
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El metabolismo heterotréfico de hongos psicréfilos en particular el de levaduras
junto con su capacidad observada para degradar macromoléculas organicas a
través de la secrecion de enzimas hidroliticas extracelulares adaptadas al frio puede
sugerir su papel auxiliar potencial como recicladores de nutrientes biogeoquimicos
en ambientes subglaciales (Turchetti 2008 A). La supervivencia de los hongos en
ambientes extremos es una consecuencia tanto de la seleccion ecolégica como de
las adaptaciones evolutivas expresadas a nivel fisioldgico, metabdlico, estructural y

genético (Cowan 2014).

Respecto a la importancia ecologica de la presencia de levaduras en comunidades
microbianas subglaciales se refiere, quedan algunas preguntas, particularmente en
consideracion el hecho de que la mayoria de las especies microbianas no se
pueden cultivar en condiciones de laboratorio. Como consecuencia, los resultados
de este estudio podrian representar en el mejor de los casos una imagen parcial de
la Biodiversidad de levaduras que se produce en los entornos glaciares del
Iztaccihuatl. La bioinformatica la necesitamos porque la mayoria de los organismos
no son cultivables. Uno de los desafios de la microbiologia en ambientes extremos
es conocer los microorganismos desconocidos. Ademas, comprender los patrones
biogeograficos es un precursor para mejorar nuestro conocimiento de la funcién de
los microbiomas y para predecir las respuestas de los ecosistemas al cambio

ambiental (Ma 2017).
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8. Conclusion

Los analisis revelaron una amplia diversidad taxondmica hasta nivel de especie, la
cual de acuerdo con nuestros resultados no muestra una clara relacién con la
disponibilidad de agua (lago o glaciar) ni con tamafo de los cuatro sitios aqui
estudiados. Se necesitan mas estudios de caracterizacion de los cuerpos de agua
extremos para determinar si esta la diversidad descrita en este estudio se debe al
aislamiento geografico, a las condiciones ecologicas o un origen evolutivo
independiente. Es necesario profundizar en el conocimientoy analisis de mas
proyectos como este para comprender el papel ecologico que juegan los integrantes

psicrofilos del reino Fungi en su excepcional habitat en nuestro pais.

Los datos obtenidos en este estudio demuestran que los glaciares tropicales de
México pueden ser un interesante reservorio de hongos que puede servir como
modelo para futuros estudios ecoldgicos, evolutivos y biogeograficos. Es de suma
importancia realizar proyectos que contribuyan a generar conocimiento y asi evitar
el deterioro de sitios tan particulares como los glaciares y los lagos crater del
Iztaccihuatl antes de que perdamos la oportunidad de hacerlo debi6 al

calentamiento global y la falta de apoyo a la ciencia en México.
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10. Apéndices

Apéndice 1. Tabla a nivel de especie donde se muestra el numero de veces que se
registré una secuencia identificada para cada sitio de muestreo.

Sitio  Sitio Sitio Sitio

Especies/ S1 S2 S3 S4
Acidea extrema - - 5 -
Agaricus blazei - 20 - -
Agaricus xanthodermus - 15 - -
Alphamyces chaetifer - - 14 65
Alternaria alternata - - 2 -
Alternaria botryospora - 118 - -
Alternaria daucifolii - 240 28 -
Alternaria tenuissima - - 168 4
Amanita muscaria - 15 - -
Anthracocystis cenchri - 5 - -
Antrodiella pallasii - 24 - -
Aplosporella africana - 396 - -
Aplosporella hesperidica - 342 - -
Arthopyrenia sp. - - 3 -
Ascobolus carbonarius - 22 - -
Ascochyta sorghi - 157 - -
Ascochyta sp. - 21 - -
Aspergillus baeticus - 6 - -
Aspergillus clavatophorus - 15 - -
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Aspergillus hordei

Aspergillus ruber

Aspergillus vitricola

Aspicilia fluviatilis
Aureobasidium pullulans
Bannozyma sp.

Betamyces americaemeridionalis
Bifusella camelliae

Botrytis californica

Bovista aestivalis

Bovista paludosa

Broomella vitalbae
Buckleyzyma aurantiaca
Buellia aethalea

Calvatia turneri

Candida parapsilosis

Candida sake

Catenomyces persicinus
Cephalosporium sp. 1 TMS-2011
Cephalotrichum nanum
Ceriporiopsis aneirina
Chaetothyriales sp. NY392
Cladosporium allicinum
Cladosporium cladosporioides
Cladosporium sp.
Cladosporium tenuissimum
Clydaea vesicula

Coccomyces dentatus

39
10

11
13

52
2743
51

249
15
807

14
88
20
75
1595

49
32

99
335
312

93

253

228

10

34

24
218

133
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Colacogloea falcata
Collariella virescens
Colletotrichum acutatum
Coniochaeta sp. UBCtra1453C
Coniothyriaceae sp.
Coprinellus cf. micaceus T-776
Coprinellus curtus
Coprinellus marculentus
Coprinellus sclerocystidiosus
Coprinopsis cinerea
Coprinopsis gonophylla
Coprinopsis radiata

Coprinus comatus

Coprinus sterquilinus
Cosmospora sp. AFCN604
Cryptococcus sp.
Cryptococcus sp. T15Csp
Curvularia australiensis
Curvularia chlamydospora
Curvularia trifolii
Cystobasidium laryngis
Cystobasidium minutum
Cystobasidium ongulense
Cystobasidium sp.
Cystobasidium sp. CBS 8923
Cystoderma sp.

Cystofilobasidium
infirmominiatum

Cystotheca lanestris

44
9371

47

67
7103
38
161
13
12
100
74
31
109
25

5794
61
14
65
19
24
19

40
391

74659
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Debaryomyces hansenii
Deconica coprophila
Didymella sp.

Dioszegia sp.

Dioszegia sp. DBVPG 10049
Dioszegia sp. YA-2016
Dioszegia statzelliae
Disciseda candida
Dothideales sp. P44C001
Dothiorella viticola
Dothistroma septosporum
Durella connivens
Elasticomyces elasticus
Emmia lacerata
Epicoccum nigrum
Exophiala sp. 4-11¢c
Filobasidium magnum
Filobasidium wieringae
Fomitopsis pinicola

Fonsecazyma sp.

Friedmanniomyces endolithicus

Fusarium merismoides
Fusarium sp.
Fusicladium sp. V432
Galactomyces candidum
Ganoderma annulare
Ganoderma meredithae

Geosmithia sp. U418

266
1246

336
176
5678
52

41
30
45

252
48

20
6629
14
44
326

39
18

14
35
12
10
16

1936
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Glaciozyma antarctica
Goffeauzyma gastrica
Goffeauzyma gilvescens
Hagleromyces aurorensis
Hamamotoa singularis
Hannaella zeae
Hanseniaspora opuntiae
Helotiales sp. SL11101
Helotiales sp. WMM-2012h
Holtermanniella festucosa
Holtermanniella wattica
Hyphozyma variabilis
Inocybe aurora var. inodorata
Kwoniella dendrophila
Lactarius thyinos

Laetinaevia carneoflavida
Latorua caligans
Leotiomycetes sp. AFCN243
Leuconeurospora pulcherrima
Leucosporidium creatinivorum
Leucosporidium drummii
Leucosporidium fellii

Leucosporidium scotii DSM
101914

Leucosporidium scottii
Loratospora luzulae
Lycoperdon nigrescens
Malassezia globosa

Malassezia restricta

700

56

590

40

1093

1266
17
626

4295
14
169
26
886

1227
136
14
19
14
88

294
105
164

109
239

448

10010
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Meristemomyces frigidus

Microascales sp. SSR-2012a

Microbotryum violaceum

Microcyclospora sp. N3.3F1d

Monochaetia dimorphospora
Mortierella sp. 1PM5
Mrakia aquatica

Mrakia frigida

Mrakia niccombsii

Mrakia sp.

Myrmaecium rubricosum
Naganishia adeliensis
Naganishia albida
Naganishia bhutanensis
Naganishia diffluens
Naganishia randhawae
Neocamarosporium sp.
Neomicrosphaeropsis sp.
Neosetophoma samarorum
Neurospora africana
Nigrospora oryzae
Nigrospora sp. BAB-5087
Nigrospora sphaerica
Oidiodendron sp. 23WI18
Oleoguttula mirabilis
Orbilia pleioaustraliensis
Panaeolus foenisecii

Panaeolus papilionaceus

564
6790

21
74
34
19

222
4410
39

39
338
1664

1207
4332
94

278
410
56
22
18

64
41
69
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Panaeolus retirugis
Papiliotrema flavescens
Paraconiothyrium sp. MC-2013

Paraphaeosphaeria sp.
TMS-2011

Parasola schroeterii
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium chrysogenum
Penicillium coprophilum
Penicillium crustosum
Penicillium digitatum
Penicillium sp.

Penicillium williamettense
Periconia pseudobyssoides
Periconia sp.

Periconia sp. CY198
Pestalotiopsis citrina
Pestalotiopsis sp. SH18KPN
Peyronellaea sp.

Peziza sp. HD S.85.41
Phaffia sp. CBS 11768
Phenoliferia glacialis
Phenoliferia psychrophenolica
Phenoliferia psychrophila
Phialocephala bamuru
Phialocephala fluminis
Pholiota gallica

Pholiota lenta

Phoma sp.

103625
2

122 4
38 -
132

269 -

14 -
13 -

18 -

451 29

82 -

10 -

10 -

417 1

14 -

12094
822
19362
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Physcia aipolia

Pichia kudriavzevii
Piskurozyma fildesensis
Pithomyces chartarum
Pleotrichocladium opacum
Polysporina simplex
Polysporina subfuscescens
Preussia australis

Preussia cymatomera
Preussia lignicola

Preussia similis

Preussia sp. (Sporormiaceae)
Protomyces inouyei
Psathyrella vestita
Pseudogymnoascus pannorum
Pseudogymnoascus sp.

Pseudogymnoascus sp.
APA-2015

Pseudomicrostroma phylloplanum
Psiloglonium sp.
Rachicladosporium eucalypti
Rachicladosporium pini
Recurvomyces mirabilis

Retiarius bovicornutus
Rhizophydium patellarium
Rhodosporidiobolus ruineniae
Rhodotorula dairenensis
Rhodotorula glutinis

Rhodotorula mucilaginosa

2436

605

216 21

24 -

58 -
146 2
1332 -
311 -
187 -
44 4
18 -
36 -

10 -
157 -
695 2

21 -

28 -

188 -

93
34
66
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Rhodotorula sp.

Rhodotorula sp. 'svalbardensis’
Rhodotorula sp. DBVPG 10048
Saccharomyces cerevisiae
Saitozyma aff. flava DSM 101939
Sarcinomyces crustaceus
Sarocladium sp. E31
Sarocladium zeae

Sclerostagonospora sp. CBS
118224

Serpula himantioides
Solicoccozyma terricola
Spegazzinia tessarthra
Spiromastix asexualis
Sporisorium reilianum f. sp. zeae
Stachybotrys longispora
Stemphylium vesicarium
Stereocaulon vesuvianum
Talaromyces aculeatus
Tapinella panuoides

Tausonia pullulans
Tetracladium sp. WMM-2012e
Thelebolales sp.

Thelebolus microsporus
Thelebolus sp. CBS 137501
Thermomyces sp.

Tilletia barclayana

Torula herbarum

Trametes ochracea

532

22
16
140

16

60
23

19
56
26
114
182
20
621
583
1702
3237

55
12

78

302
82
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Trapelia antarctica 188 10 25 88

Tremella sp. H-080.13 - - - 16
Trichaptum abietinum - 22 - -
Trichoderma koningiopsis - 81 - -
Trichophaea woolhopeia - - 287 -
Trichothecium roseum - 15 - -
Tuber pseudoexcavatum - - - 6122
Umbilicaria aprina - 957 44 3
Umbilicaria decussata - 176 - -
Umbilicaria esculenta - 2 - -
Umbilicaria nylanderiana - 122 23 -
Ustilago nuda - 46 - -
Vanderbylia fraxinea - 15 - -
Vascellum curtisii - 19 - -
Venturia chinensis - 24 - -
Venturia fuliginosa - - 1 -
Verticillium sp. QLF8 1190 - - -
Vishniacozyma carnescens - 24 - -
Vishniacozyma dimennae - - - 4
Vishniacozyma tephrensis - 303 - -
Vishniacozyma victoriae - 95 - 5
Wojnowiciella viburni - 7 - -
Xylodon spathulatus - 18 - -
Zeroviella laxa - - 5 23

TOTAL DE SECUENCIAS 153779 72807 78071 68167



Apéndice 2. Porcentajes de los registros identificados a nivel

taxondmico de familia de cada sitio.
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Apéndice 3. Porcentajes de registros identificados a nivel taxonémico
de género en cada sitio.
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