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RESUMEN

En el orden Boletales (Basidiomycetes), al igual que ocurre en otros grupos de
hongos, existen especies cripticas dificiles de determinar comparando Unicamente
caracteristicas morfolégicas, lo que ocasiona que la riqueza de especies de un lugar pueda
estar desestimada. Con el objetivo de determinar taxondmicamente ‘el material
correspondiente al orden Boletales de la coleccion de hongos de la Universidad Autonoma
de Querétaro, se hicieron revisiones macro y micro morfoldgicas; asi como filogenia
molecular usando las regiones ITS y 28S del ADN ribosomal, con los métodos de
parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia bayesiana. Los resultados muestran que el
material revisado corresponde a 13 géneros distintos, encontrandose especies no descritas
(nuevas especies) de los géneros Cyanoboletus, Leccinum, Phylloporus y Rubroboletus;

ademas de registrar por primera vez la presencia de Boletus quercophilus en México.

Palabras clave: Boletales, Fungi, filogenia, taxonomia.



ABSTRACT

In the order Boletales (Basidiomycetes) like occurs in other groups of fungi, there
are cryptic species that are difficult to determine taxonomically only by comparing
morphological characteristics. Aiming to taxonomically determine the material
corresponding to the order Boletales from the fungi collection of Autonomous University of
Queretaro, macro and micro morphological revisions were made; as well as molecular
phylogeny using ITS and 28S regions of ribosomal DNA, with parsimony, maximum
likelihood and Bayesian inference methods. Results show that revised material correspond
to 13 different genera, finding not described species (new species) of the genera
Cyanoboletus, Leccinum, Phylloporus and Rubroboletus; in addition to record for the first

time the presence of Boletus quercophilus in Mexico.

Key words: Boletales, Fungi, phylogeny, taxonomy.



INTRODUCCION

Los hongos del orden Boletales

El Orden Boletales Gilbert, comprende alrededor de 2137 especies, incluye a las
familias: Botetaceae, Boletinellaceae, Calostomataceae, Coniophoraceae, Diplocystidiaceae,
Gasterellaceae, Gastrosporiaceae, Gomphidiaceae, Gyroporaceae, Hygrophoropsidaceae,
Paxillaceae, Protogastraceae, Rhizopogonaceae, Sclerodermataceae, - Sclerogastraceae,
Serpulaceae, Suillaceae y Tapinellaceae (Catalogue of Life, 2020). Aunque generalmente se
les considera dentro del grupo, a todos los hongos putrescentes.con himenio poroide (de la
Fuente et al., 2018), este orden presenta una amplia variedad de formas, pueden ser
resupinados con himenios hidnoides, meruloides o lisos; también pueden presentar formas
gasteroides, poliporoides y la tipica forma carnosa con himenio laminar o tubular (Binder y
Hibbett, 2006; Gonzalez-Chicas et al., 2019), las especies de este grupo se distribuyen en

zonas tropicales y templadas alrededor del mundo (Kirk et al., 2008).

Algunas especies de Boletales son altamente apreciadas por su valor comestible, otras
sirven de alimento para mamiferos e insectos (Garcia-Jiménez et al., 2013). La mayoria son
micorrizdgenas y forman asociaciones con miembros de las familias Pinaceae, Fagaceae, Sa-
licaceae, Betulaceae, Fabaceae, Nyctaginaceae y Polygonaceae, aunque existen algunas
especies saprofitas; también tienen un papel central en la traslocacién de nutrientes en el

suelo de los bosques (de la Fuente et al., 2018).

Estudios del orden Boletales alrededor del mundo

Existe una gran cantidad de estudios sobre este grupo alrededor del mundo, como el
de Phosri et al. (2007), donde muestran una filogenia del género Astraeus Morgan utilizando

especimenes de varias partes del mundo, el de Sanon et al. (2009) sobre aspectos



morfologicos y moleculares de algunas especies del genero Scleroderma Pers. asociadas a
algunos arboles en el sur de Burkina Faso, Halling et al. (2012) describen el género Sutorius
Halling, Nuhn & Fechner con base en evidencia molecular, Orihara et al. (2012) describen
11 nuevas especies del género Octaviania Vittad. en Japon, aunque posteriormente en el
trabajo de Kuo y Ortiz-Santana (2020), las especies de Octaviania son incluidas en el género

Leccinum Gray.

Entre otros trabajos importantes de Boletales estan: el de Petersen et al. (2012) sobre
la tipificacion de Strobilomyces Berk. en Europa y cuyos resultados filogenéticos sugieren
gue unicamente hay una especie del género en este continente; el trabajo sobre Scleroderma
de Argentina (Nouhra et al., 2012) que arroja una especie nueva para el género, la filogenia
molecular de Vizzini et al. (2012) donde se describe una-nueva especie de Neopaxillus Singer
presente en Republica Dominicana y México; y el trabajo de Hosen et al. (2012) que con
evidencia morfolégica y molecular proponen a Borofutus como nuevo género de los

Boletales.

También, se puede considerar el trabajo sobre generalidades de dos especies de
Strobilomyces de la India, en el cual se presenta una clave dicotomica para las especies del
género conocidas-en ese pais (Kumar y Sharma, 2013), la revisién morfologica y molecular
sobre las especies del género Scleroderma de Macedonia (Rusevska et al., 2014), el trabajo
de Montagner et al. (2015) sobre Scleroderma de bosques exoticos de Brasil, cuya filogenia
molecular separa a dos grandes grupos por el tipo de ornamentacion de las esporas, el trabajo
de Orihara et al. (2016) en el cual describen dos nuevas especies del género Rossbeevera T.
Lebel & Orihara y proponen el nuevo genero Turmalinea Orihara & N. Maek. en base a
evidencia molecular, ambos géneros fueron transferidos al género Leccinum por Kuo y Ortiz-
Santana (2020) afios mas tarde, como paso con el género Octaviania; y también el trabajo de

Zeng et al. (2017) sobre el género Pulveroboletus en China.



Existen estudios muy completos, como la filogenia molecular de Binder y Hibbet
(2006) que muestra los grandes grupos de Boletales, la filogenia de Suillus Gray de Corea
del Sur (Min et al., 2014), el trabajo de Nguyen et al. (2016) que presentan la filogenia global
del género Suillus incluyendo las especies vegetales asociadas. el trabajo de Drehmel et al.
(2008) otra filogenia de Boletales que sugiere a Leccinum y Suillus como géneros
monofiléticos y considera polifilético al género Boletus L., el trabajo de Nuhn et al. (2013)
que muestra la filogenia del suborden Boletineae, la filogenia de Boletaceae de China de Wu
etal. (2014); y el trabajo monumental sobre Boletales de China en el cual, de las 100 especies
tratadas en el estudio, 46 son especies nuevas de acuerdo a los andlisis filogenéticos (Wu et
al., 2016).

Hay otros estudios importantes, como el de Smith y Pfister (2009) que revisa la
interaccion de Boletus rubropunctus Peck con especies de Quercus en México y Estados
Unidos, reportan la formacion de esclerocios por primera vez en una especie del género
Boletus, también esté la filogenia de Detinger et al. (2010) que consideran a las especies del
grupo Porcini como monofiléticas y datan el origen del grupo entre alrededor de 42 a 54
millones de afios atras, el trabajo de Halling y Mueller (2003) sobre la taxonomia de las
especies de Leccinum de Costa Rica, la filogenia de Leccinum (Den Bakker et al., 2004a)
que ademas muestra que la especificidad de hospederos se mantiene entre las especies
emparentadas, también la filogenia del género Leccinum en Europa (Den Bakker et al.,
2004b) que presenta la separacién en secciones de las especies del género; otro trabajo
importante es el realizado por Kuo y Ortiz-Santana (2020), sobre hongos leccinoides donde
varios géneros emparentados con Leccinum son transferidos a dicho género, de acuerdo a los

resultados de la filogenia molecular presentada en dicho estudio.



Estudios del orden Boletales en México

Son varios los trabajos que se han realizado en Meéxico sobre Boletales, Gispert
(1958) estudio los hongos del género Boletus de dos localidades de la Cd. de México, Garcia-
Jiménez y Castillo (1981) revisaron los hongos de la familia Boletaceae del estado de Nuevo
Leon, el trabajo de Cappello y Cifuentes (1982) sobre el género Suillus en el estado de
Guerrero, el estudio de Garcia-Jiménez et al. (1986) sobre algunos boletaceos de varios

estados del pais.

También estan, el trabajo de Singer (1988) sobre la distribucion de Boletineae en
México, en su tesis doctoral, Garcia-Jiménez menciona también algunos trabajos importantes
de Singer, las monografias de la familia Boletaceae en México y Centroamérica (Singer,
1990, 1991, 1992, en Garcia-Jiménez, 2013). Otro de los estudios es sobre boletaceos y
gomfidiaceos del estado de México realizado por Gonzélez-Velazquez y Valenzuela (1993,
1995), el trabajo de Garcia-Jiménez (1999) sobre taxonomia, distribucion y ecologia de
hongos de la familia Boletaceae en Meéxico, el estudio de actualizacién sistematica del
conocimiento sobre los hongos de la familia Boletaceae en México (Garcia-Jiménez y Garza,
2001) y el trabajo de Garcia-Jiménez et al. (2013) donde se describen dos nuevas especies

del género Boletus provenientes del norte del pais

Otros trabajos son el de Garcia-Jiménez et al. (2019) sobre tres nuevos registros de
Aureoboletus Pouzar para el pais, el de Ayala-Vasquez et al. (2018) sobre 10 especies de
boletaceos con esporas ornamentadas en bosques templados del estado de Oaxaca; por
ultimo, los trabajos de Baroni et al. (2015) y Montoya et al. (2019), en el primer trabajo se
describe una nueva especie del género Phlebopus (R. Heim) Singer, Phlebopus mexicanus
Cifuentes, Capello, T. J. Baroni & B. Ortiz; y en el segundo dos especies nuevas del género
Phylloporus, en ambos trabajos se emplea filogenia molecular, siendo hasta el momento los

unicos de su tipo sobre el grupo de los Boletales.



Géneros de estudio

Aureoboletus

El género Aureoboletus Pouzar, posiblemente deba su nombre a la coloracion de sus
poros. Se distingue de otros miembros de la familia Boletaceae por tener basidiomas
boletoides con pileo viscido o seco, himendforo amarillo brillante que no cambia de color al
maltrato y que mantiene su color después del herborizado, su pileipellis corresponde a un
ixotrichodermis o rara vez trichodermis y también se distingue por presentar esporas
subfusoides lisas o raramente estriadas, de color amarillento (Chakraborty et al., 2017;

Garcia-Jiménez et al., 2019).

Las especies del género Aureoboletus forman asociaciones micorricicas con plantas
de la familia Fagaceae, Betulaceae y Pinaceae, son reconocidas 35 especies alrededor del
mundo, distribuidas en América, Asia y Europa, algunas especies son comestibles (Garcia-
Jiménez et al., 2019).

Para México se han reportado nueve especies distintas: Aureoboletus auriporus
(Peck) Pouzar, A. flaviporus (Earle) Klofac, A. moravicus (Vacek) Klofac, A. projectellus
(Murrill) Halling, A. russellii (Frost) G. Wu & Zhu L. Yang, A. singeri (Gonz.-Velazg. & R.
Valenz.) Har. Takah. & Taneyama, A. auriflammeus (Berk. & M.A. Curtis) G. Wu & Zhu L.
Yang, A. innixus (Frost) Halling, A. R. Bessette & Bessette y A. roxanae (Frost) Klofac
(Garcia-Jiménez et al., 2019). La especie tipo del género es Aureoboletus gentilis (Quél.)

Pouzar.



Boletus

El nombre Boletus proviene del griego “bolites ”, nombre con el que se le conocia a
algunas raices y a varias setas comestibles, tiene la misma raiz que “b6élos”, la cual hace
referencia a un terrén o una bola de tierra, probablemente por la forma y color del pileo de
varias especies de Boletus (Ulloa y Herrera, 1994). La primera vez que se utiliz6.el nombre
Boletus fue por Tournefort en el afio de 1694, pero se considera invalido por ser anterior al
trabajo de Linnaeus en 1753 (Caddigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Hongos y
Plantas, articulo 13.1, McNeill et al., 2012). Cabe resaltar que el material nombrado como
Boletus por Tournefort corresponde al género Morchella. Posteriormente en 1719 Dillenius
vuelve a utilizar el nombre Boletus para nombrar a un taxén correspondiente al género
Phellinus, por la misma razon que Tournefort, este nombre es invalido. Linnaeus en su
trabajo Species Plantarum (Linnaeus, 1753), ocupa nuevamente el nombre Boletus L. y es el
nombre valido para el género; la especie tipo del género es Boletus edulis Bull. EI género es
polifilético (Binder y Hibbett, 2006), sin embargo, en un sentido estricto, las especies que
actualmente se incluyen en el género, son las mas cercanas filogenéticamente a la especie

tipo, Boletus edulis (Dentinger et al., 2010).

En el trabajo de Garcia-Jiménez (1999), 12 taxones distintos pertenecientes al género
Boletus seccidn Boletus son reportados para México: Boletus atkinsonii Peck, B. variipes
Peck, B. variipes var. fagicola Smith & Thiers, B. barrowsii Thiers & Smith, B. clavipes
(Peck)-Pilat & Dermek, B. edulis subsp. aurantioruber Dick & Snell, B. pinophilus Pilat &
Dermek, B. pinophilus var., B. separans Peck, B. pseudoseparans Grand & Smith, B.
atkinsonianus sensu stricto (Murr.) Sacc. & Trott., B. atkinsonianus (Murr.) Sacc. & Trott. y

Boletus sp.



Butyriboletus

Es posible que el nombre del género Butyriboletus D. Arora & J. L. Frank tenga
relacién al nombre coloquial con el que son conocidos estos hongos, “butter boletes” (Arora
y Frank 2014), probablemente por la coloracion de sus poros, estipite y contexto. Las especies
de Butyriboletus son de importancia econémica y sus basidiocarpos se distinguen por
presentar himenio amarillento que a menudo se mancha de azul, reticulo amarillento en el
estipite, sabor suave y contexto amarillento que puede o no mancharse de azul (Arora y

Frank, 2014). La base de datos Mycobank (http://mycobank.org) contiene registro de 29

especies para el género, todas distribuidas en regiones holarticas (Zhao et al., 2015). La

especie tipo del género es Butyriboletus appendiculatus Schaeff.

Las especies de Butyriboletus, eran incluidas anteriormente en la seccién
appendiculati del género Boletus (Sutara et al. 2014), tratadas asi en el trabajo de boletaceos
de Garcia-Jiménez (1999). En dicho trabajo se citan las especies Boletus auripes, B. insuetus
B. appendiculatus, B. pseudopeckii, B. regius y B. speciosus. La especie Boletus auripes, de
acuerdo al analisis filogenético de Arora y Frank (2014), no se encuentra cercana al género.
Boletus insuetus no ha sido analizada desde la filogenia molecular y morfol6gicamente no es
tan parecida a las deméas-especies de Butyriboletus. Aunque Boletus pseudopeckii y Boletus
speciosus no. han sido trasladadas al género Butyriboletus, tienen las caracteristicas
morfologicas del género. Por dichas razones, para México, las especies Butyriboletus podrian
ser cuatro, aunque es necesario la revision de los ejemplares desde un enfoque molecular-
filogenético, ya que las especies de género son en su mayoria muy parecidas y las
caracteristicas micromorfologicas han resultado de poca ayuda para la separacién de especies
(Aroray Frank, 2014).


http://mycobank.org/

Chalciporus

El género Chalciporus Bataille se distingue por presentar himendforos de
coloraciones rojo apagado, ocre, rojo canela, rosa o rosa salmén, presentan estipites no
reticulados con micelio basal amarillo, de sabores picantes y esporas lisas elipsoides, cortas
a alargadas; el género cuenta con alrededor de 28 especies (Zhang et al., 2015). Garcia-
Jiménez (1999) menciona que las especies del género son ectomicorrizogenas estrictas o
facultativas, usualmente de coniferas y que se distribuyen en zonas templadas y tropicales de

ambos hemisferios.

Para Meéxico las especies del género que se han reportado son tres: Chalciporus
amarellus (Quél.) Singer, Chalciporus piperatus (Bulliard: Fries) Bataille y Chalciporus
rubinellus (Peck) Singer. La especie tipo del género es Chalciporus piperatus (Bull.)

Bataille.

Cyanoboletus

El nombre del género Cyanoboletus Gelardi, Vizzini & Simonini tiene su origen en
la palabra de griega “cyano”, que significa azul, la cual hace referencia a la profusa oxidacion
color azul ultramarino de los basidiomas (Vizzini, 2014). Las especies del género se
caracterizan por presentar basidiomas pileado estipitados con himenio poroso, epigeos, de
pequefios a medianos, pileo tomentoso a glabro, secos a ligeramente pegajosos, contexto
amarillento a menudo rojizo hacia la base, los tejidos se vuelven azul indigo oscuro a azul
negruzco cuando se toca, sabor suave y esporas elipsoides a elipsoidales fusoides (Vizzini.,

2014). En la base de datos Mycobank (http://mycobank.org) existe registro de siete especies

distintas para el género.
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Para México, Garcia-Jiménez (1999) reporta la presencia de Cyanoboletus
pulverulentus (mencionado como Boletus pulverulentus en dicho trabajo), considerando la
existencia de una variedad de la especie que se encuentra en bosques de Quercus del noreste
del pais; y una subespecie asociada a bosques de Abies en la region del eje Neovolcanico. La

especie tipo del género es Cyanoboletus pulverulentus (Opat.) Gelardi, Vizzini & Simonini.

Leccinum

El género Leccinum fue propuesto por Gray en 1821. No es clara la raiz del nombre,
aungue es probable que haga referencia a la asociacién de los hongos de este género con el
encino o “leccio” como se le conoce en el idioma italiano. Las especies del género se
distinguen por presentar basidiomas secuestrados o boletoides. Los basidiomas boletoides
pueden presentar pileo glabro, tomentoso o fibriloso, convexo volviéndose plano-convexo,
liso o ruguloso; poros redondos a angulares, superficie de los poros blanquecina a
amarillenta, marrdn o grisacea, cambiando al maltrato de marron a azulado, o sin cambio, a
menudo deprimido hacia el estipite; estipite usualmente escabroso; contexto blanco o
amarillo, a veces cambiando a gris, rosa o azul al cortarlo; basidiosporas fusiformes vy lisas,
inamiloides; cistidios himenales presentes; el pileipellis puede ser un ixocutis, cutis o
trichodermis; fibulas ausentes. Los basidiomas secuestrados pueden ser hipogeos o
emergentes; pequefios, mayormente de menos de 5 cm de ancho; globosos a subglobosos,
piriformes, elipsoides o reniformes; sésiles o con pseudoestipite; superficie glabra, tomentosa
0 escabrosa, a menudo cambiando de color al maltrato; contexto del peridio a menudo
cambiando de color al maltrato; gleba con cavidades, blanquecina cuando joven, madurando
amarron oscuro, marron rojizo o negro; columella ausente o presente; basidiosporas globosas
a elipsoides, ovoides o fusoides, ornamentadas, inamiloides o dextrinoides; cistidios
himenales presentes o ausentes, fibulas ausentes. Se distribuye en Norteamérica, América

Central, Europa, Asia y Australasia (Kuo y Ortiz-Santana, 2020).
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En un principio, el género contenia a especies hoy ubicadas en Boletus, Chalciporus,
Gyroporus, Suillus y Xerocomus (Den Bakker y Noordeloos, 2005), su delimitacion ha sido
dificil y recientemente, varios géneros se han incluido en Leccinum (Kuo y Ortiz-Santana,
2020), por esta razdn, es complicado saber cuantas especies existen en el mundo y

seguramente muchas especies seran trasladadas al género en posteriores trabajos.

Garcia-Jiménez (1999), reporta 17 especies del género para México, sin embargo, dos
de ellas han sido trasladadas a otros géneros, Harrya chromapes (Frost) Halling, Nuhn,
Osmundson & Manfr. Binder y Sutorius eximius (Peck) Halling, Nuhn & Osmundson. La

especie tipo es Leccinum aurantiacum (Bull) Gray 1821.

Neoboletus

El nombre del género Neoboletus Gelardi, Simonini & Vizzini, se deriva del latin
“neo” y se refiere a las afinidades morfoldgicas del nuevo género con los otros géneros
boletoides (Vizzini, 2014). El género se caracteriza por presentar basidiomas pileado
estipitados a veces secuestrados, usualmente manchandose de azul al toque, contexto beige
a amarillo claro, siempre manchandose de azul al corte, himendforo adnado, sinuado o libre,
himenio marrén, -marron oscuro, rojizo marrén cuando joven y volviéndose marron
amarillento al' madurar, manchandose de azul a azul oscuro al maltratarse, poros
redondeados, tubos amarillos a amarillo brillante en un inicio, volviéndose ocréceos a oliva
al madurar, siempre manchandose de azul a azul oscuro inmediatamente después de
maltratarse (Vizzini, 2014).

La base de datos Mycobank (http://mycobank.org), tiene registro de 22 especies para
el género. El género ha sido segregado de Boletus s.l., incluyendo las especies orbitando

alrededor de la especie tipo del genero, Neoboletus luridiformis (Rostk.) Gelardi, Simonini
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& Vizzini, tradicionalmente incluida en el grupo polifilético Boletus sect. Luridi (Gelardi et
al., 2019).

Para Meéxico, no es muy claro el niUmero de especies existentes de Neoboletus, es
necesario el analisis de marcadores moleculares de material mexicano de Boletus s.l., que
coincida con las caracteristicas morfoldgicas del género, para identificar a las especies que

se encuentran en México.

Phylloporus

El nombre del género Phylloporus Quél. hace referencia posiblemente al tipo de
himenio laminar que presentan las especies del género en lugar de poros, el prefijo “phyllo”
es de origen griego y significa “hoja” o “lamina”. Las especies de Phylloporus se distinguen
por presentar basidiomas pileado estipitados, pileo convexo o plano, himenio laminado, con
laminas usualmente decurrentes 'y ‘de coloracion amarillenta a olivacea, a veces
anastomosadas, en su mayoria,  trama himenal moderadamente divergente, esporas

regularmente elipsoides a fusoides (Garcia-Jiménez, 1999).

Phylloporus es un género relativamente pequefio en la familia Boletaceae, las
especies de este género se distribuyen alrededor del mundo en zonas tropicales; la mayoria
se distribuyen en Australia y Malasia, catorce han sido reportadas para Africa y Ginicamente
cinco especies han sido registradas en Norteamérica, aunque no todas las regiones han sido
bien estudiadas y nuevos registros son reportados frecuentemente (Neves et al., 2012). De
acuerdo a Montoya et al. (2019) existen alrededor de 100 especies, siendo los arboles

planifolios y las coniferas sus potenciales hospederos.
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Las especies que se han reportado para México son Phylloporus bellus (Massee)
Corner, Phylloporus centroamericanus Singer & Gomez, Phylloporus foliiporus (Murr.)
Singer, Phylloporus guzmanii Montoya & Bandala, Phylloporus fagicola Montoya &
Bandala, Phylloporus leucomycelinus (Singer) Singer, Phylloporus phaeoxanthus var.
simplex Singer & GoOmez, Phylloporus quercophilus Montoya, Bandala & Garay,
Phylloporus rhodoxanthus (Schwein.) Bres. y Phylloporus rimosus Bandala, Montoya &
Garay (Garcia-Jiménez, 1999; Montoya y Bandala, 2011; Montoya et al., 2019). La especie

tipo del género es Phylloporus pelletieri (Lév.) Quél.

Rubroboletus

El término “rubro” del género Rubroboletus Zhao & Yang, hace referencia a la
coloracion rojiza del pileo, la superficie del himenéforo y el reticulo o granulos, en el estipite
(Zhao et al., 2014). Rubroboletus es un-género cuyas especies se caracterizan por presentar
la superficie del pileo rojiza, himenio naranja-rojizo a rojo, tubos amarillos, reticulo o
granulos rosas a rojizos en el estipite, se vuelve azul al maltratarse, esporas lisas y un

pileipellis que corresponde a un trichodermis entrelazado (Zhao y Shao, 2017).

El género fue descrito recientemente, incluyendo a aquellas especies emparentadas
con Boletus sinicus, desde su aparicion han sido descritas algunas nuevas especies y otras
mas han sido trasladadas a Rubroboletus, existiendo al momento alrededor de 13 especies
(Zhao et al., 2014; Zhao y Shao, 2017).

Para México ha sido reportada la especie Boletus satanas Lenz, ya trasladada al
género Rubroboletus, sin embargo, otras especies también encontradas en México, como
Boletus michoacanus Singer, Boletus rubroflammeus Smith & Thiers y Boletus satanoides
Smotlacha (Garcia-Jiménez, 1999), muy probablemente seran trasladadas al género
Rubroboletus en el futuro. La especie tipo del género es Rubroboletus sinicus (W.F. Chiu)
Kuan Shao & Zhu L. Yang.
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JUSTIFICACION

Los hongos del orden Boletales al igual que ocurre con otros grupos, presentan
endemismos y especies cripticas de dificil identificacion con métodos tradicionales como las
comparaciones morfoldgicas, para estos casos las filogenias con secuencias de ADN junto a
aspectos ecologicos y geograficos son de gran utilidad. En ocasiones la riqueza de especies

de una region determinada, esta desestimada porque no se toman estos factores en cuenta.

OBJETIVOS GENERALES

-Comparar las caracteristicas morfologicas de los ejemplares de este estudio con taxa

emparentados.

-Generar filogenias de ejemplares de Boletales de México con secuencias de ADN
incluyendo secuencias previamente publicadas, para saber la posicion de los ejemplares de
México.

Objetivos particulares

-Obtener ejemplares de coleccién pertenecientes al orden Boletales.
-Revisar las caracteristicas morfolégicas del material de estudio.

-Generar secuencias de las regiones ITS y 28S de los ejemplares del presente trabajo.
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MATERIALES Y METODOS

Revision morfoldgica

Se selecciond material proveniente de la coleccién de la Universidad Autonoma de
Querétaro (UAQ), para elegirlo, se tomé en cuenta aquel material secuenciado.con el cual se
pudieron elaborar filogenias de acuerdo a las secuencias disponibles en la red, el material
seleccionado se encuentra enlistado en la tabla 1. En el anexo 2 pueden revisarse fotografias
del material con el que no fue posible elaborar filogenias, principalmente, por la falta de
secuencias en las bases de datos. Con el material seleccionado, se hicieron revisiones macro
y microscépicas y se compararon con las descripciones de especies reportadas en trabajos

anteriores.

Se tomaron en cuenta las observaciones escritas en las etiquetas de los ejemplares
para las descripciones macroscépicas y se llevaron a cabo nuevas observaciones, para afadir

caracteristicas a las descripciones que no se tomaron en cuenta en las etiquetas.

Para las revisiones microscopicas, se realizaron preparaciones y se observaron las
siguientes estructuras: trama, pileipellis, esporas, basidios y cistidios (queilo, pleuro y
caulocistidios); el nimero de estructuras medidas fue de 40 para esporas y 20 0 méas para
cistidios, debido a la dificultad para encontrar estas estructuras, ya sea porque los ejemplares
estaban inmaduros o por el deterioro ocasionado en el proceso de herborizado y el dafio
ocasionado por insectos al material. Todas las observaciones se hicieron en con los objetivos

de 10x, 40x y 100x; las preparaciones se hidrataron en KOH al 5%.
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Trabajo molecular

De cada ejemplar se tom6 una porcion de cerca de 1cm? para extraccion de ADN, las
extracciones se llevaron a cabo con el kit de extraccion y amplificacion de SIGMA-
ALDRICH® “Extract-N-Amp™ Plant PCR Kit”, primero siguiendo las instrucciones del
fabricante; después se modificaron las cantidades de solucion afiadidas. Para cada extraccion,
se cortd una pequefia porcion de himendforo, se pusieron en tubos estériles de 1.5 ml, se
afiadieron 25 pl de solucion de extraccion y luego de un periodo de incubacion de 10 min a
95 °C, se afiadié la misma cantidad de solucién de dilucidn, dichas cantidades son sugeridas
por Detinger et al. (2009). Posteriormente, el ADN se cuantifico, se prepararon tubos a una

concentracion de 50 ng/ul y se guardaron en congelaciona -20 °C.

Con las extracciones de ADN, se llevaron a cabo reacciones de PCR para amplificar
las regiones ITS y 28S del ADNT, se utilizaron las siguientes cantidades para la preparacion
del mix de PCR 1x (25 pl): 18.4 pl de H20 grado HPLC, 0.6 pl de cada primer (10 uM), 0.6
ul de NTP’s (10uM), 2.6 pl de Dream Taq Buffer (10x), 0.2 pl de Dream Taqg Pol 'y 2 pl de
ADN. Los primers utilizados para la region ITS fueron ITS1F e ITS4 0 ITS4B, para la region
28S se utilizaron los primers LROR y LR5. Los tiempos de termociclado para la region ITS
fueron, un periodo-de desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, alineamiento a 54°C por 30 s y extension a 72°C por 90
s; mas un tiempo de extension final de 10 min a 72 °C. Para la region 28S los periodos de
termociclado fueron, un periodo de desnaturalizacion inicial de 5 min a 94 °C, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 60 s, alineamiento a 54 °C por 60 s y extension a 72
°C por 90 s; méas un periodo de extension final de 8 min a 72 °C. Los productos de PCR se
corrieron en una camara de electroforesis durante 40 min, en gel de agarosa al 1% con
bromuro de etidio. Los productos de PCR se conservaron en refrigeracion a -20 °C para su
posterior purificacion y secuenciacion. La purificacion de los productos de PCR se llevo a
cabo con el kit de purificacion “QIAquick PCR Purification Kit” de QIAGEN®, siguiendo

las instrucciones del fabricante.
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La secuenciacion de los productos de PCR, se llevd a cabo en el Laboratorio de
Servicios Gendmicos (LABSERGEN) del LANGEBIO (Laboratorio Nacional de Genémica
para la Biodiversidad), en Irapuato, Guanajuato. EI método usado para la secuenciacion, fue
el método de Sanger por electroforesis capilar, los primers utilizados fueron ITS1F para la

region ITS; y LR5 para la region 28S.

Analisis filogenético

Con las secuencias generadas, se hizo un analisis Blast para cada secuencia en
GenBank y se descargaron las secuencias mas parecidas. Para cada género se hicieron

alineamientos de las secuencias en el programa McClade 4.0 (Maddison y Maddison 2000).

Los arboles filogenéticos se realizaron por tres metodos distintos: parsimonia,
utilizando el programa PAUP 4.0a167 (Swofford, 2002), maxima verosimilitud, usando
RaXML GUI (Silvestro y Michalak, 2012); y por el método bayesiano, usando el programa
Mr. Bayes 3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003).

Para los arboles de parsimonia se utilizé una busqueda heuristica de mil réplicas
aleatorias, para la adicion de secuencias se utilizd stepwise addition y se selecciond el
algoritmo TBR para el intercambio de ramas, para el Bootstrap se utilizaron de igual manera
mil.réplicas en las mismas condiciones. Los arboles obtenidos por el método de maxima
verosimilitud se realizaron mediante 500 réplicas para la bdsqueda del arbol y de igual
manera 500 réplicas para el Bootstrap, utilizando el modelo GTR GAMMA. Para el método
bayesiano, se realizé un analisis de 10 000 000 de generaciones, una frecuencia de muestreo
de 100 generaciones y cuatro corridas al mismo tiempo, para obtener el arbol y los soportes

de las ramas se quemaron el 25% de las generaciones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 38 secuencias de 24 ejemplares, 18 de la region ITS y 20 de la region
28S, dichos ejemplares pertenecen a 13 generos distintos. La informacién anterior, asi como
los datos de colecta estd contenida en la tabla 1. Los distintos taxones encontrados aqui con
los analisis morfoldgicos y filogenéticos son descritos a continuacion, se abordan las
caracteristicas macro y microscépicas, se muestran fotografias de las mismas, comentarios
taxonémicos acerca de los hallazgos y se ilustran los arboles obtenidos con los analisis

filogenéticos.

Fueron encontradas nuevas especies del ‘género Cyanoboletus, Leccinum,
Phylloporus y Rubroboletus. Ademas, Boletus quercophilus se reporta como nuevo registro
para el pais. No fue posible determinar a los demas taxones revisados en el estudio a nivel
especifico, pero se discuten las especies mas parecidas. Fotografias del material secuenciado,
del que no fue posible elaborar analisis filogenéticos, por las pocas secuencias (0 inexistentes

secuencias) disponibles en las bases de datos, estan incluidas en el anexo 2.
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Tabla 1. Taxones, datos de colecta y secuencias de ADN generadas.

Especie No. de colecta Lugar de colecta Vegetacion  Fecha ITS 28S
AUICODOIESS — Lorryscads  TeSOUEdO-AMeAlCO, oo 11082018 x v
aff. flaviporus Querétaro
AUreoboletls | ongeros 3531 LAESPeraNZa San g oreys 4070006 v v
betula Joaquin, Querétaro
Boletws Ferruscazgs  C! Finalito El Quercus  10/10/2014 vV
quercophilus Marqués, Querétaro
Bolets Robles 354 Xajay. Amealco, Quercus ¢? iV
quercophilus Querétaro
Buyriboletus  porrscaapp  TeSUUEdO- Amealeo, g 00 11/08/2018. v X
sp. Quereétaro
BUtyribolets  porrysca 405 Tes0UCdO- Amealco, g0 11/08/2018 v ¥
Sp. Quereétaro
Butyriboletus Robles 7 Tesqgedo. Amealco, Quercus 02 v v
sp. Quereétaro
Chalclporus | anderos 3557 | esduedo. Amealco, 00 130812006 v ¥
sp. Querétaro
Cyanoboletus — gorrygcangg  El Pinalito.El Pinus 101012014 vV
Sp. Nov. Marqués, Querétaro
Cyanoboletus g scaggp  SOMMO del Zamorano. 7y 23/09/2017 vV
Sp. nov. Coldn, Querétaro
Leccw_lum cf. Robles 589 Tesqqedo. Amealco, Quercus 02 v %
rugosiceps Querétaro
Leccinum sp. Robles 35 Tesqqedo. Amealco, Quercus 02 % v
nov. Quereétaro
Leccinum sp. Robles 486 Tenas,da. Amealco, Quercus 02 % v
nov. Quereétaro
Neoboletus sp.  Ferrusca 392 Cerr’o del zamorano. Abies 23/09/2018 v v
Coldn, Querétaro
Phylloroporus Ferrusca 428 Laguna de Serv]n, Pinus 11/08/2018 X v
sp. nov Amealco, Querétaro
Retiboletus cf. o scagao  El Pinalito. El % 10102014 v x
griseus Marqués, Querétaro
Rubroboletus San ldelfonso
! ; ? ;9 v
sp. (s 408 Amealco, Querétaro  ¢QUEreus? ¢ X
Rubroboletus Robles 573 Xaja){. Amealco, Quercus 02 v v
Sp. Nov. Querétaro
Scleroderma —\ortinez 19 EI Derramadero, Quercus  22/09/2012 v ¥
cf. areolatum Toliman, Querétaro
Scleroderma oo riguez 5 I Derramadero, Quercus  22/09/2012 v ¥
cf. areolatum Toliman, Querétaro
Scleroderma g4 e, o7 El Derramadero, Quercus  22009/2012 v ¥
cf. areolatum Toliman, Querétaro
. Los Azufres
’ i) ;2 \/
Suillus sp. Robles 322 Michoacan X ¢ X
. Campoalegre. San .5 i v
Suillus sp. Robles 557 Joaguin, Querétaro &7 &7 X
Xanthoconium Ferrusca 426 Tesquedo. Amealco, Quercus 11/08/2018 v v

cf. separans

Querétaro
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Aureoboletus aff. flaviporus (Figs.1y 2)

Material revisado: Ferrusca 424. Tesquedd, Amealco, Querétaro. Bosque de
Quercus. 11 de agosto de 2018.

Caracteristicas macroscopicas: 80 mm de largo. Pileo de 50 mm.de didametro, color
marrén rojizo, viscido. Poros angulares de color amarillo, se vuelven ligeramente rojizos al
contacto, de < 1 mm de apertura, algunos de los poros presentan subdivisiones internas.
Tubos de 10 mm de largo. Estipite de 55 mm de largo por 16 mm de ancho, color naranja
excepto en su parte posterior de color beige, reticulado en su parte posterior, de contexto

blanco. Sabor agridulce. Creciendo solitario en bosque de encino (Quercus sp.).

Figura 1. Basidioma herborizado de Aureoboletus aff. flaviporus (Ferrusca 424). Barra= 1 cm.
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Caracteristicas microscopicas: Esporas elipsoidales a fusiformes, de tonos
amarillentos, de 10 — 13.2 x 4.3 — 5.5 um. Basidios claviformes, tetrasporicos, hialinos, de

25.5 - 38 x 9.7 — 11.5 um. Pleurocistidios lageniformes, algunos con la parte superior mas

alargada, hialinos, de 41.5 — 75.5 x 10 — 16.1 pum. Queilocistidios claviformes o lectif
algunos mucronados, hialinos, de 22.2 —42.9 x 9 — 15.8 um. Caulocistidios cIavifor?.;on
la parte superior globosa, segmentados, hialinos, de 33.2 — 55.1 x 10.5 — 18. rama

himenal bilateral. \®,

it e A
Figura 2. Estructuras microscopicas de Aureoboletus aff. flaviporus. A. Esporas. B. Basidio.
C. Pleurocistidio. D. Queilocistidio. E. Caulocistidio.
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Comentarios taxondémicos: La descripcion macroscopica concuerda con lo descrito
por Garcia-Jiménez (1999) para la especie Aureoboletus flaviporus (Earle) Klofac (citado
como Pulveroboletus flaviporus en dicho trabajo), sin embargo, el ejemplar revisado difiere
en que el contexto no se mancha al exponerse y los poros si; Aureoboletus flaviporus ha sido
reportado para el estado de Baja California en bosque de Quercus agrifolia.
Microscopicamente, Aureoboletus flaviporus presenta también algunas diferencias con el
ejemplar aqui estudiado, como esporas mas alargadas (12 — 15.2 um), basidios (27 — 32 um)
y pleurocistidios (42 — 60 um) ligeramente mas cortos, también los pleurocistidios son menos
anchos (8 — 12.4 um); y, por ultimo, los queilocistidios en Aureoboletus flaviporus son més
alargados (40 — 56 pum). Existen pocas secuencias disponibles de Aureoboletus flaviporus en
las bases de datos, las cuales han sido generadas en trabajos aun no publicados, por lo tanto
y de acuerdo a las diferencias morfologicas ya mencionadas, es complicado saber si el

ejemplar corresponde a dicha especie.

Otra especie parecida es Aureoboletus auriporus, sin embargo, esta especie no
presenta el &pice del estipite reticulado y aunque sus poros también se manchan, lo hacen de
color olivaceo (Garcia-Jiménez, 1999). En el arbol filogenético aqui realizado (figura 5),
nuestro ejemplar se agrupa con Aureoboletus auriporus, sin embargo, el soporte de la rama
no es suficiente para-pensar que corresponde a la misma especie, ademas de que el ejemplar
revisado presenta diferencias morfoldgicas con lo reportado para esta especie. Aureoboletus
auriporus tiene una distribucion mas amplia en el pais y ya ha sido reportada para el estado
de Querétaro (Garcia-Jiménez, 1999). Por lo expuesto anteriormente, es necesaria una
revision morfolégica y filogenética del género, haciendo énfasis en aquellos ejemplares
determinados como Aureoboletus flaviporus y A. auriporus.
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Aureoboletus betula (Schwein.) M. Kuo & B. Ortiz (Figs. 3y 4)

Material revisado: Landeros 3531, La Esperanza, San Joaquin, Querétaro, bosque de
Quercus, 14 de julio de 2016.

=Boletellus betula (Schwein) E.-J. Gilbert
=Boletus betula Schwein.

=Ceriomyces betula (Schwein.) Murrill
=Frostiella betula (Schwein.) Murrill
=Austroboletus betula (Schwein.) E. Horak
=Heimiella betula (Schwein.) Watling
=Heimioporus betula (Schwein.) E. Horak

=Boletus morganii Peck

Caracteristicas macroscopicas: Pileo de color amarillento hacia el borde y mostaza
(amarillo-marrén) al centro. Poros angulares de color amarillo, tubos del mismo color que
los poros. Estipite amarillento, fuertemente reticulado, alveolado, se torna ligeramente
amarillo-6xido al maltrato, micelio basal color blanquecino. Contexto de color rosado, parte

interna del estipite amarillenta. Olor ligeramente citrico.
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Figura 3. Basidioma herborizado de Aureoboletus betula (Landeros 3531). Barra= 1 cm.

Caracteristicas microscopicas: Esporas elipsoidales a subfusoides, de pared gruesa 'y
superficie punctada, color amarillento, algunas presentan uno de sus extremos truncado, de
14.6 — 17.9 x 7.5 — 9.5 pum. Basidios claviformes, hialinos, de 46.5 — 62.6 x 13.3 — 17 pum.
Queilocistidios lectiformes, lageniformes o globosos, algunos con el apice alargado, algunos
segmentados, hialinos, de 36.5 — 55.5 x 6.3 — 15.6 um. Pileipellis correspondiente a un

ixocutis, células ligeramente amarillentas. Trama himenal bilateral.
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Figura 4. Estructuras microscopicas
Queilocistidio. D. Células term del pileipellis.

con otros ej de Aureoboletus betula. Garcia-Jiménez (1999) reporta caracteristicas
macroscopicas que coinciden con lo aqui descrito, sin embargo, microscopicamente, las
espo@ligeramente mas alargadas, de 16 — 21 (-23) x 7.5 — 10.5um. Con el material

t@do en Véasquez et al. (2018), una diferencia macroscopica radica en la coloracién

QGﬂaranjada del pileo a diferencia de la coloracion amarillenta del ejemplar aqui revisado;

también existe variacion en las estructuras microscopicas, como basidios y queilocistidios de
menor tamario, los basidios de 26.4 — 40 x 9.6 — 13.6 um y queilocistidios de 32 — 44 x 9.6 —
12.8 um. Los pleurocistidios eran escasos en el material examinado y no se encontraron

caulocistidios.
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La especie ha sido reportada para el pais, de los estados de Chiapas, Estado de
México, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Querétaro, Durango y Oaxaca (Garcia-
Jiménez, 1999; Ayala-Vasquez et al., 2018). Sin embargo, por las diferencias morfologicas
aqui enunciadas con material reportado de otras zonas del pais, es necesaria una revision

morfologica y filogenética de los ejemplares mexicanos.

Phylloporus pelletieri Ppl
oo ~Yerocomus tenax REHG871
e Aurecboletus rubellus HEKAS 105265

98/ Aureoboletus rubellus HEKAS 105266
90/04/0.97 Aureoboletus innixus CFME BOS-544
a0/ | & Aureaboletus innivus 136
TR/BOY0 9T Aureoboletus innixus 136/98

Anreobelerms aff. flaviporus Ferrusca 424
Avreobaletus auriporus BDCR0431
Avreobaletus auriporis MANO20

Aureoboletus gentilis Pugl

Aureoboletus gentilis MG372a

Aureoboletus longicollis GDGM42849
Aureoboletus longicollis HELAS 84679
Aureoboletus longicollis HELAS 80127
Auracheletus citriniporus REHB7T19
Aureoboletis roxanae CFME BOS-698

mxl\ﬂj Auresboletus mirabilis REH9765

Aureoboletus mirabilis HEAS 57776

~_—{94/g0/1 — Aurecboletus projectellus NYBG13392
. | Aureoboletus thibetanus HEKAS 57692

Aurecboletus thibetanus HEAS 89494

1[’0"1@_‘1 Auwureoboletus renuis GDGM42601
| Aurecbolatus fenuis HEAS 75104
[~ Aureoboletus viscidipes KT990519
Aureobaletus formosus GDGM 44444
100941 _ Aureobaletus formosus GDGM 44441
~ 1001001 Jurecboletis quercls-spinosae GDGM43757

™ 83/04/1 Aurecholatus quercus-spinosae GDGM43755
95/09/1 \\\ | Anreobolerns befnla Landeros 3531

~ [~ Aureoboletus betula DD9852
— | Aureoboletus betula 134/96
100/100/1 100¢100/1 r Boletellus elafus TMIZ2101

] L Boletellus elatus 06-204NE

100/100/1
\\ Boletellus ananas REHE613
ﬂoﬁemﬁm ananiceps REHS4384
80/99/- Boletellus ananiceps REH9690

., | Heimioporus sp. HEAS53451

Heimioporus conicus N. K. Zeng 3109
Heimioporus mandarinus FRIM4636
Heimioporus australis REH9288

Heimioporus japonicus Lancang-Y J. Hao 84
Heimioporus gagfiaocong Z. L. Yang 5901
Heimioporus gagjiaocong N. K. Zeng 2788

Figura 5. Uno de los arboles mas parsimoniosos del género Aureoboletus elaborado con secuencias
de la region 28S. Se indican los valores de Bootstrap de los métodos de parsimonia, maxima
verosimilitud y probabilidades posteriores, respectivamente. Para parsimonia y méaxima
verosimilitud se muestran valores >75, para probabilidades posteriores se muestran valores >0.95.
Se muestran los vouchers de coleccion.
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Boletus quercophilus Hailling & G. M. Muell. (Figs. 6y 7)

Material revisado: Robles 354, Xajay, Amealco, Querétaro, bosque de Quercus;

Ferrusca 285, El Pinalito, EI Marqués, Querétaro, bosque de Quercus, 10 de octubre de 2014.

Caracteristicas macroscopicas: Pileo de hasta 75 mm de diametro, color marrdn claro
a beige, incurvado en ejemplares jovenes, convexo en ejemplares maduros. Poros angulares
de <1lmm de apertura, blanguecinos en ejemplares jovenes a amarillentos en ejemplares
maduros. Tubos de color amarillo de hasta 11 mm de longitud. Estipite de hasta 75 mm de
largo por 12 mm de ancho, reticulado, de color amarillento a beige, normalmente ensanchado

hacia la base, puede presentar una constriccion en el extremo basal.

Figura 6. Basidiomas herborizados de Boletus quercophilus. A. Ferrusca 285 B. Robles 354.
Barras=1 cm.
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Figura 6. Continuacion.

Caracteristicas microscopicas: Esporas fusoides o subfusoides, de color amarillento,
de 11.6 — 15.5 x 4 — 5.8 um. Basidios claviformes, hialinos, de 26.1 — 35.4 x 9 — 12.7 pm.
Pleurocistidios mas o menos lageniformes, alargados, de 35.7 — 48 x 5.4 — 8.7 um.
Caulocistidios fusoides, segmentados, de 32.6 — 47.5 x 9.2 — 11.5 pm. Trama himenal

bilateral. Pileipellis formando un trichodermis.

10pm g ey

’

Figura 7. Estructuras microscopicas de B. quercophilus. A. Esporas. B. Basidio. C. Pleurocistidio.
D. Queilocistidio. E. Caulocistidia. F. Células terminales del pileipellis. G. Trama himenal.
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@C) Comentarios taxonomicos: Las caracteristicas macroscopicas de los ejemplares
N K

Ferrusca 285 y Robles 354 coinciden con las descritas por Halling y Mueller (1999), algunas
Q caracteristicas presentes en los ejemplares aqui estudiados no se mencionan en la descripcion

original, como lo son, la forma de los poros y el cambio de color de estos al madurar. Para el
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caso de los ejemplares aqui revisados los poros son angulares y cambian de una coloracién

blanquecina cuando jovenes, a una coloracion amarillenta en ejemplares maduros.

En cuanto a las caracteristicas microscépicas, para B. quercophilus se reportan
esporas de 9.8 — 13.3 x 3.5 — 5 um y basidios de 24 — 30 x 9 — 10 um (Halling y Mueller,
1999), siendo ligeramente de menor tamafio que las estructuras aqui revisadas; en cuanto a
los pleurocistidios, los de B. quercophilus van de 40 — 60 x 6 — 8 um, siendo mas grandes
que los del material aqui revisado, sin embargo, por el estado deteriorado de los ejemplares,
no se pudieron observar muchos, de igual manera, solamente se pudo observar un

queilocistidio.

La asociacion de la especie a bosques de Quercus es otra caracteristica compartida
con el material analizado, ademéas de que nuestros ejemplares se agrupan a Boletus
quercophilus en la filogenia del género Boletus aqui mostrada (figura 8); y aunque no existe
un alto soporte de la rama, un analisis de “pairwise base differences” entre las secuencias de
los ejemplares aqui estudiados, con la secuencia de B. quercophilus EU231953, arroja
diferencias de solamente el 0.9y 1.1 %.

Esta especie pertenece al grupo llamado Porcini (Dentinger et al., 2010), el cual
incluye a especies muy parecidas morfologicamente, por lo cual es necesario tomar en cuenta
otras cuestiones como el habitat, aspectos geograficos y por supuesto, la filogenia molecular

para poder separar especies cripticas. Boletus quercophilus es un nuevo registro para México.
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Boletus pinophilus AJ419190

Boletus pinophilus AY 680974

so.-gg.-a_fg Beletns gquercophilns Ferrusca 285

Bolernus quercophilns Robles 354
Baoletus quercophilus EU231953
Boletus aerens AY 680955

Boletus aerens AY 680962

Boletis mamorensis EU231947
Boletus mamorensis EU231948
Boletus cf. atlkinsonii EU231950

Boletus nobilissimus EU231954
Boletus nobilissinmus EU231949

Boletis barrowsii EU231945
969&\1‘ Boletus aestivalis AY 680966

Boletus aestivalis AY 680969

Boletus edulis DQ397949

Boletus aff edulis EU231964

Boletus aff edulis EU231966

R 100/99/- Boletus aff. variipes war. fagicola EUU231955

Boletus aff. variipes var. fagicola EU231956
Boletus variipes EU231958

gjllpgl Baletius hiratsukae EU231959

Bealetus hirarsukae EU231960

100V100/1

Bolatus variipes EU231961

/
-TH095
Boletus variipes var. fagicola EUU231962

o
L’ iy
AN Boletus variipes var. fagicola EU231963

— 5 changes

Figura 8. Uno de los arboles'mas parsimoniosos del género Boletus elaborado con secuencias de la
region ITS. Se indican los valores de Bootstrap de los métodos de parsimonia, maxima verosimilitud
y probabilidades posteriores, respectivamente. Para parsimonia y maxima verosimilitud se muestran
valores >75, para probabilidades posteriores se muestran valores >0.95. Se muestran los vouchers de

coleccion.

Butyriboletus sp. (Figs. 9y 10)

Material revisado: Ferrusca 422, Tesquedd, Amealco, Querétaro, bosque de Quercus,
11 de agosto de 2018; Ferrusca 425, Tesquedd, Amealco, Querétaro, bosque de Quercus, 11
de agosto de 2018; Robles 7, Tesquedd, Amealco, Querétaro, bosque de Quercus.
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Caracteristicas macroscépicas: Basidiomata de 110 — 120 mm de largo. Pileo
ligeramente tomentoso, de color rosado a marron, ligeramente apendiculado, de 70 — 100 mm
de diametro. Poros circulares, amarillentos, se manchan de azul al contacto, de <1 mm de
diametro. Tubos amarillentos que se manchan de azul al contacto. Estipite amarillento con
zonas rojizas, reticulado en su parte posterior, reticulo rojizo, el estipite se mancha de azul al
contacto. Contexto amarillento que se mancha de azul al contacto, profusamente en la zona

del pileo. Sabor agridulce. Creciendo solitario en bosque de encino (Quercus sp.).

Figura 9. Basidiomas herborizados de Butyriboletus sp. A. Ferrusca 425. B. Robles 7. C. Ferrusca
422. Barras= 1 cm.

Caracteristicas microscopicas: Esporas fusiformes a subfusiformes, amarillentas o
marron claro, de 10 — 13.2 x 3.6 — 5 um. Basidios claviformes, globosos, hialinos o
pigmentados de color amarillo o marrdn claro, de 17.9 - 31.2 x 7.7 — 12.7 pum. Queilocistidios
lageniformes, claviformes o globosos, algunos ventricosos, hialinos o con pigmentos

amarillentos a marrén claro, de 29.7 — 55.2 x 6.6 — 16.5 um. Pleurocistidios lanceolados,
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fusiformes, ventricosos, hialinos o con incrustaciones de pigmento amarillento, de 38 — 54 x
8 — 13.5 pum. Caulocistidios globosos o lageniformes, con incrustaciones de pigmento color
amarillo a marrén, de 24.1 — 36.5 x 8.5 — 14.6 um. Trama himenal bilateral. Pileipellis
formando un trichodermis, con muy pocas céelulas terminales erectas. Presencia de hifas

oleiferas en el contexto.
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Figura 10. Estructuras microscopicas de Butyriboletus sp. A. Trama himenal. B. Basidio y
pleurocistidio. C. Queilocistidia. D. Caulocistidio. E. Esporas. F. Hifas oleiferas.
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Comentarios taxonodmicos: Las caracteristicas macroscopicas descritas por Garcia-Jiménez
(1999) para la especie Boletus pseudopeckii, difieren de los ejemplares de este estudio en que
presenta poros angulares, también en que poros y estipite se manchan de azul en un principio
y después de color naranja; por ultimo, el reticulo cubre totalmente el estipite;
microscopicamente difieren en que los caulocistidios de B. pseudopeckii son de mayor
tamario, 32 — 100 x 2.4 — 5.6 pum. Boletus speciosus es una especie muy parecida, difiere
macroscopicamente en que presenta un reticulo que cubre completamente al estipite,
microscopicamente presenta pleurocistidios de menor tamafio 22 — 32 X 6.4 — 8 um,
queilocistidios mas alargados y menos anchos 34 — 72 x 4.2 — 8.8 um'y caulocistidios de
mayor tamafio 22 - 48 x 4.4 - 13.6 (-20) um (Garcia-Jiménez, 1999). Boletus pseudopeckii
solamente ha sido reportado para el estado de Nuevo Ledn en un bosque de Quercus
mexicana, Boletus speciosus se ha encontrado en bosques de Quercus en los estados de

Hidalgo y Guanajuato (Garcia-Jiménez, 1999).

Especies como Butyriboletus autumniregius, Butyriboletus primiregius,
Butyriboletus pseudoregius, Butyriboletus regius, Butyriboletus roseoflavus y Butyriboletus
roseopurpureus son muy parecidas a los ejemplares revisados, en un andlisis filogenético
preliminar, Butyriboletus roseopurpureus resulto lejanamente relacionada con los ejemplares
del estudio, las demas especies estan un poco mas cercanas, sin embargo, los ejemplares
Ferrusca 422, Ferrusca 425 y Robles 7 se encuentran en un clado separado con alto soporte

de la rama (figura 11).

Es primordial la obtencién de secuencias de ADN del material tipo de Boletus
pseudopeckii y Boletus speciosus, asi como de mas material mexicano para conocer a las

especies que se encuentran en el pais.
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Figura 11. Uno de los arboles méas parsimoniosos del género Butyriboletus elaborado con una matriz
concatenada de secuencias de las regiones ITS y 28S. Se indican los valores de Bootstrap de los
métodos de parsimonia, maxima verosimilitud y probabilidades posteriores, respectivamente. Para
parsimonia y maxima verosimilitud se muestran valores >75, para probabilidades posteriores se
muestran valores >0.95. Se.muestran los vouchers de coleccién.

Chalciporus sp. (Figs. 12 y 13)

Material revisado: Landeros 3557, Tesquedd, Amealco, Querétaro, bosque de

Quercus, 13 de agosto de 2016.

Caracteristicas macroscoépicas: Pileo de color marrén-amarillento de 40 — 50 mm de
diametro, ligeramente pubescente. Estipite ligeramente mas oscuro que el pileo, de apariencia

lisa, de 40 — 55 mm de largo por 8 — 10 mm de ancho, puede presentar un ensanchamiento
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hacia la base. Poros angulares, generalmente <1 mm de apertura, aunque pueden presentar
una apertura mayor. Tubos rojizos de 4 — 8 mm de longitud. Contexto amarillento,
ligeramente blanquecino en la zona del pileo. El contexto puede tornarse de un tono rojizo-

morado, los tubos y poros de coloracidn rojizo-morada.

Figura 12. Basidioma herborizado de Chalciporus sp. (Landeros 3557). Barra= 1 cm.

Caracteristicas microscépicas: Esporas fusoides, elipticas, alargadas, de coloracion
amarillenta, de 11.1 — 12.9 x 3.5 — 4.4 um. Basidios claviformes, hialinos, de 22.9 — 30.6 x 8
—10.8 pm. Pleurocistidios fusiformes, ventricosos, hialinos, de 39.5 — 59.4 x 7 — 10 pm.
Queilocistidios claviformes o lageniformes, hialinos o de coloracién amarillenta a marrén

claro de 15 - 60 x 4.5 — 8.7 um. Trama himenal bilateral.
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Figura 13. Estructuras microscopicas de Chalciporus sp. A. Esporas. B. Basidia. C. Pleurocistidio.
D. Queilocistidio.

Comentarios taxonomicos: Chalciporus amarellus (Quél.) Singer, Chalciporus
piperatus (Bull.)- Bataille y Chalciporus rubinellus (Peck) Singer, son especies muy
parecidas, sin embargo, difieren en los tamafios de las estructuras microscopicas y en sus
asociaciones micorricicas, la primera especie se asocia a Pinus cembroides, la segunda a
Pinus y Abies y la tercera a bosques mixtos de Pinus-Quercus y de coniferas (Garcia-
Jiménez, 1999), mientras que Landeros 3557 se asocia a bosque de Quercus. De acuerdo a
las descripciones de Singer et al. (1983), Chalciporus trinitensis (Heinem.) Singer, 1. J.
Araujo & M. H. lvory, tiene ligeras diferencias en el tamafio de las esporas (9 — 13 x4 -6

KMM) y un poco mas marcadas en el tamafo de los basidios (32 — 40 x 7.3 — 9 um).

En la filogenia aqui presentada (figura 14), el ejemplar revisado se asocia en un clado

a Chalciporus amarellus, Chalciporus rubinellus y Chalciporus trinitensis, sin embargo, el
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soporte de dicho clado solamente es algo significativo por uno de los tres métodos

filogenéticos utilizados.

Es necesaria la revision de material y generacion de mas secuencias de las especies
antes mencionadas, por su parecido morfologico y los indicios de estar emparentadas
filogenéticamente, para poder resolver las relaciones entre este complejo de especies.
Chalciporus pseudorubinellus (A. H. Sm. & Thiers) L. D. GOmez, es otra especie muy
parecida, cercana a Chalciporus amarellus y Chalciporus rubinellus de acuerdo a la filogenia
de Zhang et al. (2016), por la falta de secuencias de la region ITS de dicha especie no pudo

incluirse en el anéalisis.

| Buckhwaldoboletus lignicola FIMIO0O3617

| Buckhwaldoboletfis lignicela HIMO0D3618

Chralciporirs sp. Landeros 3557

Chalciporus frinirensis 18465
Chalcipories amareiius GS2175
Chalciporus rubinellus 191/81

Rubinobaoletis yubimes 18508
8 =
Rubinobolefis rrebivnes ATIO9027T

100/ 100/

Chalciporis piperarias F14047 (UBC)

SOy 10001 Chalciporus piperafus 050819-06

—~
100411 Chalciporus piperarnis AT-12
Chaiciporus piperanis KK80S25h
S48/ 100/0 09
.,
‘\\ Chalcipaorus piperatoides (52041

Chalciporus hvpochrmsens GS1775

-
-~
10010071 Chalciporus piperatoides 18377

Chalcipories radiares GDGMNM43305
T TN

Chalciporus radiaties GDGIWVISO0S0
—— 5 changes

Figura 14. Uno de los arboles mas parsimoniosos del género Chalciporus elaborado con secuencias
de la region ITS. Se indican los valores de Bootstrap de los métodos de parsimonia, méxima
verosimilitud y probabilidades posteriores, respectivamente. Para parsimonia y maxima
verosimilitud se muestran valores >75, para probabilidades posteriores se muestran valores >0.95.
Se muestran los vouchers de coleccion y para Buchwaldoboletus lignicola, se muestran los nimeros
de accesion.
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Cyanoboletus sp. nov. (Figs. 15y 16)

Material revisado: Ferrusca 296, El Pinalito, EI Marqueés, Querétaro, bosque de
Pinus, 10 de octubre de 2014; Ferrusca 390, Cerro del Zamorano, Colén, Querétaro, bosque
de Abies, 23 de septiembre de 2017.

Caracteristicas macroscopicas: Basidiomas de 70 — 130 mm de largo. Pileo de 40 —
100 mm de didmetro, color marrén, de ligeramente viscido a muy viscido. Estipite de 55 —
100 mm de largo, rojizo, amarillo hacia el apice, pruinoso, se mancha de azul al contacto.
Contexto del pileo blanco, amarillo hacia el estipite con labase de color violeta, se mancha
profusamente de azul al corte. Poros angulares, de apariencia laminar hacia el estipite,
amarillos, se manchan de azul al contacto, de < 1 mm de apertura. Tubos amarillos, se
manchan de azul al corte, de 3 — 13 mm de longitud. Creciendo cerca del tocén de un abeto

seco, en bosque de Abies-Quercus (Ferrusca 390) y en bosque de Pinus (Ferrusca 296).

Figura 15. Basidiomas herborizados de Cyanoboletus sp. nov. A. Ferrusca 296. B. Ferrusca 390.
Barras=1 cm.
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Figura 15. Continuacion.

Caracteristicas microscépicas: Esporas fusoides o subfusoides, de coloracion
amarillenta a marron claro, de 13-18.3 x 4.7 — 6 um. Basidios claviformes de color amarillo
0 marron claro, de 30.5 —51.5 x 10 — 11.7 um. Pleurocistidios lageniformes o fusiformes,
hialinos o con incrustaciones de pigmento amarillento, de 35 — 63 x 9 — 16.8 um.
Queilocistidios .mas o menos lageniformes, segmentados, hialinos o ligeramente
pigmentados de color amarillo, de 20 — 33.3 x 5 — 7 um. Caulocistidios alargados, algunos
ligeramente lageniformes, otros elipticos, con incrustaciones de pigmentos amarillentos,
naranjas o0 color marrén claro, de 25.7 — 47.5 x 6.5 — 11.6 um. Pileipellis formando un
trichodermis, las células terminales del pileipellis son alargadas y de coloracion amarillenta.
Presencia de hifas oleiferas en el contexto.
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Figura 16. Estructuras microscopicas de Cyanoboletus sp. nov. A. Pileipellis. B. Basidio.

C. Queilocistidia. D. Pleurocistidio. E. Caulocistidio. F. Esporas. G. Células terminales del estipite.
H. Hifas oleiferas.
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Comentarios taxonomicos: Las medidas de las estructuras microscépicas varian un
poco de las descritas por Garcia-Jiménez (1999), para Boletus pulverulentus, sin embargo,
las caracteristicas macroscépicas coinciden, asi como las asociaciones micorricicas con Abies

y Pinus.

Un analisis de “pairwise base differences” entre las secuencias de ITS de los
ejemplares Ferrusca 296 y Ferrusca 390, arrojé una diferencia de 4.03 % entre ambas.
Ademaés de presentar estas diferencias, morfolégicamente, Ferrusca 296 presenta un estipite
muy alargado y de wuna coloracion profusamente rojiza, también, el pileo es
proporcionalmente de menor tamafo y excesivamente viscido, ademas de una coloracion
rojiza, mientras que Ferrusca 390 presenta un pileo de coloracion marron. Otra diferencia
importante, es que el ejemplar Ferrusca 296 esta asociado a bosque de Pinus, mientras que

Ferrusca 390 se asocia a bosque de Abies-Quercus.

El ejemplar Ferrusca 296 es parecido a B. pulverulentus subespecie tipica, que
Garcia-Jiménez (1999) reporta ensu estudio, por su pileo viscido y rojizo, asi como la
coloracion rojiza del estipite, sin embargo, el autor menciona que esa subespecie presenta
una asociacion estricta y constante con especies de Abies. Un ejemplar de B. pulverulentus
subespecie tipica(Garcia-Jiménez, 1999), corresponde a la misma localidad del ejemplar
Ferrusca 390. Una variedad de Boletus pulverulentus, revisada por el mismo autor, tiene
concordancia con los ejemplares de Ferrusca 390 por el pileo seco, sin embargo, Garcia-
Jiménez (1999) menciona que dicha variedad esta asociada estrictamente a Quercus en
altitudes no mayores a los 1500 m s. n. m. y el Cerro del Zamorano, la localidad donde se
colectaron los ejemplares, tiene en su base una altitud de 1900 m s. n. m. y en su pico mas
alto llega hasta los 3400 m s. n. m (Landeros et al., 2006).

Por las diferencias ya mencionadas y por lo que nos muestra la filogenia (figura 17),

el material aqui revisado corresponde a una nueva especie de Cyanoboletus, aunque la
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probabilidad de que se trate de dos nuevas especies es alta, para resultados mas concluyentes,
es necesaria la revision de mas material de estos taxones y generacion de méas secuencias de

estos mismos marcadores.

|: Cvanoboletus instabilis KF112412
Cyvaneboletus instabilis MG030466
100110011 Cvanobaletus brimmeoruber KT990568
Cyanoboletus brummeoruber KF112368
Cvanoboletus hymenoglufinosus KT860060

85/93/0.96
91088 ] ‘{ Cyanoboletus pulvernientus KF030313

Cyanoboletussp. MF373585

- Cvanobaletus pulverulentus KT157062

= Cvanobeletus pulverulentus KT157063

Cvanoboletus pulverulens KT157064

- Cvanoboletus sinopulverulentus KF112366

Cvanoboletus sp. KF112367

Cvanoboletus sp. KT990570

Cyanoboletus sp. KT990571

Cyvanoboletus sp. KF112470

100:-1 ——— Cyanoboletus sp. KF112343
{ Cyanoboletus sp. nov. Ferrusca 390
100961099 Cvanobeletns sp. nov. Ferrusca 296

Cvanoboletus sp. KF112469

— Srhan=as

Figura 17. Uno de los arboles més parsimoniosos del género Cyanoboletus elaborado con una matriz
concatenada de secuencias de las regiones ITS y 28S. Se indican los valores de Bootstrap de los
métodos de parsimonia, maxima verosimilitud y probabilidades posteriores, respectivamente. Para
parsimonia y maxima verosimilitud se muestran valores >75, para probabilidades posteriores se
muestran valores >0.95. Se muestran los vouchers de coleccion.
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Leccinum sp. nov. (Figs. 18 y 19)

Material revisado: Robles 486, Tenasda, Amealco, Querétaro, bosque de Quercus.

Robles 589, Tesquedd, Amealco, Querétaro, bosque de Quercus.

Caracteristicas macroscopicas: Basidiomas de pileo convexo o-convexo irregular,
rugoso, color marron amarillento a marrén oscuro, borde ondulado y ligeramente
apendiculado. Poros irregulares, amarillentos, de menos de 1 mm, depresos hacia el estipite,
tubos concoloros, de 12 a 15 mm. Estipite cilindrico o ventricoso, ligeramente reticulado,
reticulo color negro, escabroso-escamoso, escamas color marron oscuro. Contexto
blanguecino que cambia a color naranja al corte. Olor no distintivo, sabor no distintivo o
dulce. Pileo, poros y estipite cambian a color naranja rojizo al afiadirles KOH 5%, contexto
y tubos cambian a color amarillo; una reaccién similar ocurre, pero en menor grado, al
afiadirles NHsOH.

Figura 18. Basidiomas herborizados de Leccinum sp. nov. A. Robles 35 B. Robles 486.
Barras=1 cm.
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Figura 18. Continuacion.

Caracteristicas microscépicas: Esporas fusoides o subfusoides, alargadas, algunas
ligeramente ventricosas, de coloracion amarillenta a marrén claro o hialinas, de 11.5 — 17.6
x 3.9 — 5.2 um. Basidios claviformes, hialinos, de 26 — 39.5 x 9.7 — 12.9 um. Pleurocistidios
lageniformes; lectiformes, lanceolados o ampuliformes, hialinos, de 29.4 —58.5 x 7.5 - 10.6
pum. Queilocistidios lectiformes o lageniformes, hialinos, de 21.9 — 42.2 x 4.8 — 8.1 um.
Pileipellis formando una dermis o trichodermis, con estructuras terminales, segmentadas,

compuestas de células mas o menos globosas, de color amarillento a marrén-amarillento.
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Figura 19. Estructuras microscopicas de Leccinum sp. nov. A. Basidio con esporas. B. Pleurocistidio.
C. Queilacistidia. D. Trama himenal. E. Pileipellis. F. Células terminales del pileipellis.

Comentarios taxondmicos: La especie mas parecida al material revisado es Leccinum
rugosiceps, el material concuerda con lo mencionado por Garcia-Jiménez (1999), presenta
un pileo rugoso o areolado, se mancha del contexto de color naranja al cortarse y crece en
bosques de Quercus y mesofilo de montafia, también reporta el tamafio de esporas muy
similar a las aqui mencionadas (11.5 — 20 x 4 — 5.5 um); sin embargo, la filogenia elaborada
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en este estudio, agrupa a los ejemplares en un clado distinto a Leccinum rugosiceps (figura
20).

Haciendo un andlisis de “pairwise base differences”, los ejemplares Robles 35.y
486, difieren de L. rugosiceps WS 06291501 y BOS 866, en 2.7 % en sus secuencias;
también, difieren de los ejemplares Leccinum sp. DPL 11382 y BOS 328, desde 4.6 a 5.6
%. La mayoria de secuencias usadas en la filogenia, tienen un tamafio de alrededor de 900
pb, sin embargo, las secuencias generadas para este estudio, son-méas o menos de la mitad
del tamafio; aun asi, la comparacion entre secuencias de los ejemplares Robles 35 y Robles
486, arroja una diferencia de 1.9 %. Es posible quela obtencion de secuencias completas de
los ejemplares aqui revisados, aumenten el porcentaje de diferencias entre secuencias de los
distintos taxones, incluso entre si mismas; siendo probable que Robles 35 y Robles 486, se
trate de dos especies nuevas, aunque la tnica diferencia morfoldgica pareciera ser la

coloracion més oscura del pileo.en Robles 35.

Leccinum cf. rugosiceps Robles 589 (ver anexo fotogréafico), no pudo ser incluido
en los andlisis filogenéticos, por no contar con la secuencia de la region 28S. Es importante
el anlisis morfoldgico, generacion y anélisis de mas secuencias de material etiquetado
como Leccinum rugosiceps, de distintas partes del pais y del mundo, para resolver las

relaciones de dicho grupo que, al parecer, contiene especies cripticas.
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Rossbeevera vittatispora REH 9503
Leccinellum albellim BOS 682

10010071
Leccinum fablense REH 8136

Leccinellion aff . crocipodium HEAS 76658

-"-"':'33;[ Leccimum sp. nov. Robles 35

Leccinun sp. nov. Robles 436
eccinum sp. DPL 11382

L
100010001 Leccinum sp.BOS 328

581 DE'__I__%_ Leccinum rugosiceps WS 06291501

Leccinum rugosiceps BOS 866

IDG-'IQE-'I [ Leceinelium crocipodinm KUJO 07050707

Leccinum sp. KUO 06251504

\——— Leccinellum crocipoditm 930809 1

100.-'1@11 Leccinellum corsiciom KM 142735

1001 00v1 Leccinellum lepidum KM 142974

Leccinellum corsicum Buf 4507

Leccinellum pseudoscabrim DPL 11432

Leccinellum pseudoscabriom MICH 60301

Leccinellum aff. grisewrm KPM NC 0017832
— 5 chanpes

Figura 20. Uno de los arboles mas parsimoniosos del género Leccinum elaborado con secuencias de
la region 28S. Se indican los valores de Bootstrap de los métodos de parsimonia, maxima
verosimilitud y probabilidades posteriores, respectivamente. Para parsimonia y maxima verosimilitud
se muestran valores >75, para probabilidades posteriores se muestran valores >0.95. Se muestran los

vouchers de coleccion.
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Neoboletus sp. (Figs. 21y 22)

Material revisado: Ferrusca 392, Cerro del Zamorano, Colon, Querétaro, bosque de
Abies-Quercus, 23 de septiembre de 2018.

Caracteristicas macroscopicas: Basidioma de 100 mm de largo. Pileo.de 90 mm de
diametro, color marron. Poros irregulares con borde rosado que a simple vista les da una
apariencia rojiza, de menos de 1 mm de diametro, se manchan de azul al contacto. Estipite
de 85 mm de largo por 28 mm de ancho, color amarillento con-zonas rojizas, pruinoso, se
mancha de azul al contacto. Contexto amarillento a excepcion de la base del estipite, que es
de color violeta, el contexto se mancha de azul al corte. Creciendo en el mantillo del bosque,

en bosque mixto de Abies-Quercus.

Figura 21. Basidioma herborizado de Neoboletus sp. (Ferrusca 392). Barra=1 cm.
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Caracteristicas microscoépicas: Esporas fusiformes a subfusiformes, amarillentas o
color marrdn claro, de 13 -17.6 x 4.7 — 6.2 um. Basidios claviformes, algo globosos, de 24.8
—38 x 9.1 — 12 um. Pleurocistidios ampuliformes, hialinos o ligeramente pigmentados, de
389 — 56.9 x 85 — 16.5 um. Queilocistidios ampuliformes, hialinos o ligeramente
pigmentados, de 24.2 — 44.4 x 7 — 10.8 um. Caulocistidios ligeramente lageniformes a
claviformes, segmentados, con incrustaciones de pigmento color amarillento, de 28 — 58.8 x

7—12.5 um. Pileipellis formando un trichodermis. Presencia de hifas oleiferas en el contexto.
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Figura 22. Estructuras microscépicas de Neoboletus sp. A. Esporas. B. Basidio. C. Queilocistidio.
D. Pleurocistidio. E. Caulocistidia. F. Hifas oleiferas. G.Pileipellis.
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Figura 22. Continuacion.

Comentarios taxondmicos: Neoboletus rubriporus es una especie muy parecida al
material aqui revisado, macroscopicamente las-Unicas diferencias son el estipite pruinoso y
la coloracion violeta del contexto en la base del estipite, caracteristicas presentes en el
material aqui revisado y que no son mencionadas para N. rubriporus. Microscopicamente,
sus estructuras entran en los rangos de tamafo aqui revisados y las diferencias se encuentran
en las elongaciones que presentan los pleuro y queilocistidios en la parte apical (figura 20 ¢
y d). El material correspondiente a Neoboletus sp. Ferrusca 392 y la especie N. rubriporus,
comparten un habitat similar, ya que N. rubriporus es reportado de bosques subalpinos

dominados por Abies spp. o Picea spp. (Wu et al., 2016).

También es muy semejante a Neoboletus multipunctatus, sin embargo, difiere en las
caracteristicas microscdpicas, sobre todo en que N. multipunctatus presenta esporas de menor
tamafio (8.5 — 11 x 4 — 5 um); otra diferencia reside en que, a diferencia del ejemplar aqui
revisado, que estd asociado a bosque de Abies-Quercus, N. multipunctatus se asocia a

Lithocarpus spp., género perteneciente a la familia Fagaceae (Chai et al., 2019).
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La filogenia aqui presente (figura 23) no resuelven las relaciones entre el material de
Ferrusca 392 y otras especies del género, es necesario revisar mas material que corresponda
al mismo taxon y también generar secuencias de otras regiones del ADN para elaborar una
filogenia méas concreta. Algunos ejemplares de Boletus subvelutipes Peck son similares al
ejemplar revisado y del sitio de colecta se ha reportado la especie (Landeros et al., 2006);
una secuencia utilizada en el trabajo de Gelardi et al. (2019) esta etiquetada bajo este nombre
y se agrupa dentro del género Neoboletus en la filogenia, es necesaria la revisién y obtencion
de secuencias del material etiquetado como Boletus subvelutipes, para saber si se trata del

taxon descrito en este trabajo.

| Stitorius subrigfs NK. Zeng 3043
| Surorits subrufis MK, Zeng 3045
Neobolefns sp. Ferrusca 392
Neoboletus hnidiformis AT2001087
76/~ Neoboletus obscurermbrinus CMUSS-ST-0237
Neobolefiis obscurerenbrimes WM E. Zeng 3091
Neobolefiis obscurersnbrimes M E. Zeng 3098
Neoboletus obscurewmbrinus N.K. Zeng 3094
Neoboletis rubriporus HEAS 83026
Neabolerus rubriporus HEAS 89174

-~ [0 | Meobolerus sanguineoides HEAS 55440

—| Neobolefus sanguinecides HEAS 577606
Neoboletus venenatus HEAS 57489
Neabaletus venenatus HELAS 63535
Neoboletus sanguinews HEKAS 80849
Neobolefus sanguinens HEAS 90211
Neobolefus thibetanus HE.AS 57093
?9-‘91-% 100710071 Neoboletus hainanensis HELAS 59469

91/95/1 1

S9/100:0.95

98/97/1 |

—

Neoboletus hainanensis WM K. Feng 2128

T Neobaoletus ferruginens HEAS 77617
100/100/0. 99 Neoboletus ferruginens HEAS 77718
Bl = Neobaletus tomentulosus NE. Zeng 1285
o1 — Neoboletus tomentulosus NWE. Zeng 1286

06/06/1 | T— | Neocbolertus multipuncrarus HEAS 76851
] Neoboletus multipunctarus W K. Zeng 2498
Neobolefus brunmeissinmes HEAS 52660
Kﬁiﬁ’eabofems magnificus HEAS 74939
Neobaoletus magnificus HELAS 54096

— Neoboletus flavidus HEAS 59443

' f’f' Neobolerus flavidus HEAS 58724
Neobolefus multipuncitatus WK, Zeng 3324
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Figura 23. (Pagina anterior). Uno de los arboles més parsimoniosos del género Neoboletus elaborado
con secuencias de la region 28S. Se indican los valores de Bootstrap de los métodos de parsimonia,
maxima verosimilitud y probabilidades posteriores, respectivamente. Para parsimonia y méaxima
verosimilitud se muestran valores >75, para probabilidades posteriores se muestran valores >0.95. Se
muestran los vouchers de coleccion.

Phylloporus sp. nov. (Figs. 24 y 25)

Material revisado: Ferrusca 428, Laguna de Servin, Amealco, Querétaro, bosque de
Pinus sp., 11 de agosto de 2018.

Caracteristicas macroscopicas: Basidiomata de 60 mm de largo. Pileo marron rojizo,
areolado, tomentoso, de 30 — 40 mm de largo por 18 — 20 mm de ancho. Himenio laminar,
laminas amarillentas, no cambian de color al corte. Estipite de 30 — 35 mm de largo por 5 —
10 mm de ancho, color beige-marron claro. Contexto blanquecino amarillento que no cambia
de color al corte. Sabor ligeramente agridulce. Creciendo en una pequefia ladera en bosque

de Pinus sp.

Figura 24. Basidioma herborizado de Phylloporus sp. nov. (Ferrusca 428). Barra= 1 cm.
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Caracteristicas microscopicas: Esporas elipsoidales, ligeramente ventricosas, de
coloracion amarillenta a marrén claro, de 10 — 13 x 3.7 — 4.9 um. Basidios claviformes
hialinos o ligeramente pigmentados de color amarillo a marron claro, de 34.9 — 46.8 x 9 —
11.5 um. Queilocistidios lageniformes, algunos alargados con &pices obtusos, algunos
segmentados, de 34 — 56.6 x 7.8 — 14.7 um. Pleurocistidios fusiformes, lageniformes o
claviformes, hialinos, de 31.2 — 72.2 x 8.1 — 14.6 um. Pileipellis formando un trichodermis.
Presenta células alargadas, de coloracion amarillenta en la superficie del estipite.
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Figura 25. Estructuras microscopicas de Phylloporus sp. nov. A. Esporas. B. Basidia.
C. Queilocistidio. D. Pleurocistidio. E. Células terminales del estipite. F. Pileipellis.
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Figura 25. Continuacion.

Comentarios taxonomicos: Garcia-Jiménez (1999) menciona algunas especies
similares al ejemplar revisado, Phylloporus bellus (Massee) Corner, P. centroamericanus
Singer & Gomez, P. foliiporus (Murrill). Singer, P. guzmanii Montoya & Bandala, P.
leucomycelinus Singer y P. rhodoxanthus (Schwein.) Bres. De las especies anteriores, P.
bellus se diferencia por mancharse de azul en las laminas y se encuentra en bosques de
Quercus o mixtos de Pinus-Quercus (Garcia-Jiménez, 1999), aunque, siguiendo a Neves y
Halling (2010), es probable que se asocie a Quercus y Castanopsis, de acuerdo a la filogenia
aqui elaborada (figura 26), esta especie no es tan cercana al material estudiado.

Phylloporus centroamericanus, P. foliiporus y P. guzmanii, difieren del material
examinado en mancharse de azul de las laminas y contexto (Garcia-Jiménez, 1999); P.
centroamericanus se asocia con Quercus (Garcia-Jiménez, 1999; Neves y Halling, 2010), P.
foliiporus crece en bosques de Quercus y meséfilo de montafia (Garcia-Jiménez, 1999) o
asociado a Pinus y Quercus segiin Neves y Halling (2010), P. guzmanii se asocia a Pinus y
Quercus (Garcia-Jiménez, 1999; Neves y Halling, 2010). De acuerdo a la filogenia de
Montoya et al. (2019), P. centroamericanus, P. foliiporus y P. leucomycelinus se encuentran
en clados distintos al clado en el que se agrupa el material aqui estudiado.
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El ejemplar aqui revisado se diferencia de P. leucomycelinus en que esta especie se
mancha de azul verdoso y luego color naranja de las ldminas, de amarillo brillante y de tonos
naranja-rojizos en el contexto bajo la cuticula (Garcia-Jiménez, 1999), ha sido encontrada en
México en el estado de Tamaulipas en un bosque de Quercus fusiforme, Quercus polymarpha
y Quercus canbyi, bajo la sombray restos de Sabal mexicana (Garcia-Jiménez, 1999); Neves

y Halling (2010) mencionan que sus posibles hospederos son Quercus y Fagus.

Phylloporus arenicola H. M. Sm. & Trappe, es una especie asociada a Pinus, muy
parecida al material revisado, coinciden en no cambiar de cambiar a azul en ninguna de sus
partes, pero tiene algunas diferencias de tamafio en sus estructuras microscépicas (Neves y
Halling, 2010), filogenéticamente no es tan cercana al ejemplar Ferrusca 428 (figura 26).
Otra especie asociada a Pinus (y Quercus) es P.boletinoides, la cual se distingue de Ferrusca
428, por su himenoforo alveolado a subporoide y su coloracién que no es amarilla brillante
como en muchas especies de Phylloporus (Neves y Halling, 2010). P. scabripes, se distingue
del material aqui analizado y de las demas especies de Phylloporus, por presentar un estipite

escabroso, esta especie se asocia a Pinus y Quercus (Neves y Halling, 2010).

De acuerdo-a la descripcion de Garcia-Jiménez, P. rhodoxanthus es una especie muy
parecida, las diferencias radican en que algunos ejemplares se manchan ligeramente de azul
en las laminasy en el contexto sobre las laminas, también, los pleurocistidios de esta especie
son de-mayor tamafio, de 72 — 100 x 12 — 26 um; este taxdn corresponde a un complejo de
especies y al menos dos subespecies son validas, la subespecie europeaus y la subespecie
americanus las cuales se diferencian por no mancharse de azul en las laminas y contexto, que

en sentido estricto son las caracteristicas que distinguen a P. rhodoxanthus.
En la filogenia aqui presentada (figura 26), P. rhodoxanthus aparece en un clado

distinto al material del presente estudio, en la filogenia de Montoya et al. (2019), aparece un

taxdn etiquetado como P. rhodoxanthus en un clado distinto a su especie. Neves y Halling
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(2010), mencionan a seis subespecies, de las cuales, cuatro de ellas fueron elevadas al rango
de especie: P. bogoriensis Hohn., P. foliiporus, P. leucomycelinus y P. sulcatus (Pat.) E.-J.
Gilbert; de las dos subespecies restantes, la subespecie americanus, fue designada en el
trabajo antes mencionado (Neves y Halling, 2010) como el neotipo para la especie P.
rhodoxanthus, mientras que la subespecie europeaus, esté considerada como sinénimo de la

especie P. pelletieri en la base de datos Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org/).

Por estas razones, es necesaria la revision y obtencion de secuencias de ejemplares
etiquetados como P. rhodoxanthus, ya que es posible se traten de nuevas especies, como el

material aqui revisado.

Acorde a la filogenia, la especie mas emparentada es P. alborufus Neves & Halling,
se diferencia del material estudiado en que se mancha de azul en las ldminas y se asocia con
Quercus (Neves y Halling, 2010). Un analisis de “pairwise base differences” entre el material
de Ferrusca 428 y P. alborufus MANO022, arroja diferencias de 1.6% entre sus secuencias,
sin embargo, la region 28S, es una region de cambio evolutivo mas lento que la region ITS,
por lo cual, es buena para separar grupos a nivel de género (Raja et al., 2017), es necesario
amplificar la region ITS del material aqui analizado y obtener méas secuencias de material

mexicano, para obtener una filogenia mas concluyente.

El género Phylloporus contiene especies muy parecidas morfolégicamente, las
asociaciones micorricicas son una caracteristica importante para la separacion de especies,

asi como la filogenia molecular.
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Figura 26. Uno de los arboles méas parsimoniosos del género Phylloporus elaborado con secuencias
dela region 28S. Se indican los valores de Bootstrap de los métodos de parsimonia, maxima
verosimilitud y probabilidades posteriores, respectivamente. Para parsimonia y maxima verosimilitud
se muestran valores >75, para probabilidades posteriores se muestran valores >0.95. Se muestran los
vouchers de coleccion.

59



Rubroboletus sp. nov. (Figs. 27 y 28)

Material revisado: Robles 573, Xajay, Amealco, Querétaro, bosque de Quercus.

Caracteristicas macroscopicas: Pileo de 30 — 65 mm de diametro, rojizo, de
apariencia lustrosa en ejemplares maduros, liso 0 tomentoso, algunos ejemplares agrietados.
Poros circulares a irregulares de menos de 1 mm de apertura, de color rojizo, tubos amarillos
de hasta 10 mm de longitud. Estipite de 20 — 60 mm de largo por 12 — 25 mm de ancho, de

coloracion beige-amarillenta, bulboso, reticulado. Contexto blanquecino a beige.

Figura 27. Basidiomas herborizados de Rubroboletus sp. nov. (Robles 573). Barra= 1 cm.
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Caracteristicas microscopicas: Esporas elipsoidales, subfusoides o fusoides, algunas
ligeramente ventricosas, de coloracion amarillenta, de 9.8 — 12.7 x 3.9 — 6.5 pum. Basidios
claviformes, hialinos, de 28 — 38.2 x 9.5 — 10.7 um. Pileipellis correspondiente a un

mixtocutis, las células son de coloracion marron-amarillenta. Trama himenal biIateraI.O_

gura 28. Estructuras microscopicas de Rubroboletus sp. nov. A. Esporas. B. Basidio.
N K C. Queilocistidio. D. Pileipellis.

Q\
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Comentarios taxonomicos: Boletus michoacanus es una especie parecida, sin
embargo, difiere en presentar un estipite rojizo y en su asociacion micorricica con Abies
religiosa (Garcia-Jiménez, 1999). Suillelus amygdalynus (Boletus amygdalinus en Garcia-
Jiménez, 1999) es otra especie similar, pero se diferencia por presentar esporas
amigdaliformes y un estipite carente de reticulo. Rubroboletus satanas, es muy parecido al
material aqui analizado, sin embargo, parece tener una distribucion al norte del pais, ya que
solamente ha sido reportado del estado de Baja California (Garcia-Jiménez, 1999) y en

nuestra filogenia (figura 29), se encuentra en un clado distinto.

El material aqui revisado concuerda con lo encontrado en varios estados de México e
inclusive en dos localidades del municipio de Amealco-del estado de Querétaro, se ha
reportado como Rubroboletus legaliae (mencionado como Boletus satanoides en Garcia-
Jiménez, 1999), la coloracion descrita para el pileo varia un poco, sin embargo, podrian ser
cuestiones implicadas con la madurez de los ejemplares; también concuerda la asociacion
micorricica con Quercus. Estudios filogenéticos anteriores (Janda et al., 2017; Zhao y Shao,
2017), posicionan a Rubroboletus legaliae en un clado distinto al que ocupa nuestro material
(figura 29).

La especie mas cercana, segun la filogenia elaborada (figura 29), al material aqui
analizado es Rubroboletus rhodoxanthus, sin embargo, pudiera tratarse de una especie
europea, ya que las secuencias del material usado en trabajos filogenéticos anteriores, ha sido
proveniente de Italia y Portugal (Janda et al., 2017; Zhao y Shao, 2017). Ademas, un analisis
de “pairwise base differences” arrojo diferencias de 2.1 y 2.3 % entre las secuencias de
Rubroboletus rhodoxanthus aqui utilizadas, con la secuencia del material de este estudio.
Rubroboletus sp. Robles 408 (ver anexo 2), es probablemente el mismo taxon que
Rubroboletus sp. nov. Robles 573, sin embargo, no pudo incluirse en el analisis filogenético,

ya que solamente se obtuvo la secuencia de la region 28S. Es necesario la revision de mas
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material del pais etiquetado como Rubroboletus legaliae, ya que es probable que corresponda

a la nueva especie aqui encontrada con la ayuda de la filogenia molecular.
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Figura 29. Uno de los arboles méas parsimoniosos del género Rubroboletus elaborado con secuencias
de la region ITS. Se indican los valores de Bootstrap de los métodos de parsimonia, méxima
verosimilitud y probabilidades posteriores, respectivamente. Para parsimonia y maxima
verosimilitud se muestran valores >75, para probabilidades posteriores se muestran valores >0.95. Se

muestran los vouchers de coleccién.
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CONCLUSIONES

Las especies del orden Boletales son dificiles de separar por medio de analisis
morfoldgicos, es necesario tomar en cuenta otros factores, como la vegetacion asociada y la
distribucion geografica, asi como analisis filogenéticos con secuencias de ADN. Tomando
en cuenta lo antes mencionado, se han podido encontrar cuatro nuevas especies, de cuatro
géneros distintos (Cyanoboletus, Leccinum, Phylloporus y Rubroboletus) y un nuevo registro
para el pais (Boletus quercophilus). Algunos taxones, al parecer, han sido encontrados en
trabajos anteriores, pero no se les habia considerado como especies distintas, ya que las

diferencias morfolégicas, principalmente, en algunos casos son minimas.

Varias filogenias aqui presentadas, no pudieron ayudarnos a conocer la identidad de
algunos taxones, por lo cual, es importante la revision de mas material mexicano para la
obtencion de mas secuencias de ADN; ya que es probable que otros géneros del orden
Boletales, se encuentren con-esta misma problematica. Por lo anterior, es fundamental el uso
de mas marcadores moleculares, ya que, en algunos casos, genes del ADN ribosomal como
los aqui utilizados, no son suficientes para resolver las relaciones filogenéticas entre especies;
el uso de genes que codifican para proteinas, como tefl, RPB1 y RPB2, puede contribuir a

resolver esta problematica (Raja et al., 2017).

El nimero de especies del orden Boletales para México, pudiera estar subestimado,
es necesaria la revision de material de distintas regiones del pais, de distintos tipos de
ecosistemas, para conocer a las especies existentes, su distribucion y los aspectos

ecologicos de las mismas.
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ANEXO 1: Tablas de secuencias utilizadas para la elaboracion de las filogenias

Taxa, vouchers, localidades y nimeros de accesion de las secuencias utilizadas para la filogenia de Aureoboletus.

Taxon Voucher Localidad GenBank
Aureoboletus aff. flaviporus Ferrusca 424 Tesquedd, Amealco, Querétaro -
Aureoboletus auriporus BDCR0431 Costa Rica HQ161871
Aureoboletus auriporus MANO020 Costa Rica JQ003659
Aureoboletus betula Landeros 3531 La Esperanza, San Joaquin, Querétaro. -
Aureoboletus betula DD9852 Condado de Orange, Carolina del Norte, EUA  AY612797
Aureoboletus betula 134/96 Massachusetts, EUA AF050642
Aureoboletus citrinoporus REH8719 Humboldt County, California, E.U.A KF030298
Aureoboletus formosus GDGM 44444 China KT291750
Aureoboletus formosus GDGM 44441 China KT291749
Aureoboletus gentilis Pugl Alemania DQ534635
Aureoboletus gentilis MG372a Italia KF112344
Aureoboletus innixus CFMR BOS-544 Nueva York, E.U.A MK601707
Aureoboletus innixus 136 - KF030240
Aureoboletus innixus 136/98 Massachusetts, E.U.A DQ534639
Aureoboletus longicollis HKAS 84679 China KT990514
Aureoboletus longicollis HKAS 80127 China KT990515
Aureoboletus longicollis GDGM42849 Guandong. China KR052051
Aureoboletus mirabilis REH9765 Mendocino, California, E.U.A KP327661
Aureoboletus mirabilis HKAS 57776 Lijiang, Yunnan, China KF112360
Aureoboletus projectellus NYBG13392 North Collins, Nueva York, E.U.A KP327622
Aureoboletus quercus-spinosae GDGM43757 Tibet KY039966
Aureoboletus quercus-spinosae .. GDGM43755 Tibet NG057121
Aureoboletus roxanae CFMR BOS-698 Nueva York, E.U.A MK601709
Aureoboletus rubellus HKAS 105265 Jiangxi, China MN304782
Aureoboletus rubellus HKAS 105266 Jiangxi, China MN304783
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Aureoboletus tenuis GDGM42601 China KF534789
Aureoboletus tenuis HKAS 75104 China KT990518
Aureoboletus thibetanus HKAS 57692 China KT990524
Aureoboletus thibetanus HKAS 89494 China KT990525
Aureoboletus viscidipes HKAS 77103 China KT990519
Boletellus ananas REH8613 Provincia de Puntarenas, Costa Rica KP327629
Boletellus ananiceps REH9484 Isla Fraser, Queensland, Australia KP327655
Boletellus ananiceps REH9690 Cooloola, Queensland, Australia KP327660
Boletellus elatus TMI22101 Tottori, Japén KP327620
Boletellus elatus 06-204NR Tottori, Japdn KP327621
Heimioporus australis REH9288 Isla Fraser, Queensland, Australia KP327652
Heimioporus conicus N. K. Zeng 3109 Hainan, China MH241051
Heimioporus gaojiaocong Z.L.Yang 5901 Yunnan, China MF962377
Heimioporus gaojiaocong N. K. Zeng 2788 Yunnan, China MF962380
Heimioporus japonicus Lancang-Y J. Hao 84 Yunnan, China MF962386
Heimioporus mandarinus FRIM4636 Sungai Kejar, Malasia KP327624
Heimioporus sp. HKAS 53451 Chenzhou, Hunan, China KF112345
Phylloporus pelletieri Ppl Alemania AF456818
Xerocomus tenax REH6871 Jardin Botanico de Nueva York, E.U.A KF030320

73



Taxa, vouchers, localidades, vegetacion y nimeros de accesion de las secuencias utilizadas para la filogenia de Boletus.

Taxon Voucher Localidad Vegetacion GenBank
Boletus aereus BaerZac2C Civitella, Roveto, L’ Aquila, - AY 680955
Italia
Boletus aereus Baer1585 Gallice, Cosenza, Italia - AY680962
Boletus aestivalis Baest6F Cascine, L’ Aquila, Italia Asociado a Fagus sylvatica en AY680966
suelo rendzina
Boletus aestivalis Baest1914 Lago Scuro, Parma, Italia Asociado con Abies alba, Picea  AY680969
abies y Pinus sylvestris
Boletus aff. edulis HKAS 39145 Montarfia Lion, Region de Bajo Pinus yunnanesis EU231966
Wuding, Provincia de Yunnan,
China
Boletus aff. variipes REH8527 Montafa Pine Ridge, Distrito de . Solitario sobre suelo arenoso EU231956
var. fagicola Cayo, Belice bajo Quercus oleoides
Boletus cf. atkinsonii BD304 Condado de Washington, En suelo bajo Quercus EU231950
Minnesota, EUA, cerca del ellipsoidalis, con Prunus y Q.
parque estatal Afton macrocarpa
Boletus cf. barrowsii JFA21519 Monte Baker, Seattle, En hierba cortada bajo Tiliay EU231945
Washington, EUA Quercus cerris
Boletus edulis Chull Yunnan, China - DQ397949
Boletus edulis OKM22130 Korea Bajo Abies sp. EU231964
Boletus hiratsukae TMI-17481 Ochidani, ciudad de Tottori, Bajo Abies firma en bosque EU231959
prefectura de Tottori, Japon mixto de A. firma y Castanopsis
cuspidata
Boletus hiratsukae TMI-183522 Ochidani, ciudad de Tottori, En bosque de Abies firmay EU231960
prefectura de Tottori, Japon Castanopsis cuspidata
Boletus mamorensis  CL.M.03.715 Noyelles-Godault, Francia. - EU231947
Supermercado Auchan
Boletus mamorensis PAMO06-112001 Kenitra, Marruecos En suelo subéarido bajo Quercus  EU231948

suber
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Boletus nobilissimus  Both42442 Condado de Wyoming, Nueva Bajo Quercus rubra con Pinus EU231954
York, EUA strobus juveniles presentes
Boletus nobilissimus BD306 Condado de Washington, En suelo de bosque de roble EU231949
Minnesota, EUA, cerca del mixto, Populus y Betula
parque estatal Afton
Boletus pinophilus Bpi2F Chiarino, Teramo, Italia Asociado a Fagus silvatica AY680974
Boletus pinophilus MAFungi47700 Espafia - AJ419190
Boletus Ferrusca 285 El Pinalito, EI Marqués, Bosque de Quercus -
quercophilus Querétaro
Boletus Robles 354 Xajay. Amealco, Querétaro Bosque de Quercus -
quercophilus
Boletus quercophilus BDCRO0417 San Gerardo de Dota, San José,  En el suelo bajo Quercus EU231953
Costa Rica copeyensis y Quercus
rapurahuensis
Boletus variipes BD245 Bosque Duke, Durham, Carolina® En suelo arenoso a la orilla del EU231958
del Norte, EUA rio, bajo Fagus grandifolia
Boletus variipes BD201 Parque Chesnut Ridge, Condado Bajo roble en area de césped EU231961
de Erie, Nueva York, EUA. abierta
Boletus variipes var. REH7756 Sendero a aguas termales, Gregario en suelo bajo Quercus  EU231955
fagicola Rincon de la Vieja sector Santa  oleoides
Maria, &rea de-conservacion
Guanacaste, Costa Rica
Boletus variipes var.  AHS759142 Berry Creek, cerca de Disperso a gregario bajo haya, EU231962
fagicola Wolverine, Condado de arce y algunos alamos
Cheboygan, Michigan, EUA
Boletus variipes var. BD190 Bosgue Nacional Allegheny, A orillas de Linn Creek, bajo EU231963

fagicola

Condado McKean, Pensilvania,
EUA

abeto canadiense, roble rojo y
haya
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Taxa, vouchers, localidades, vegetacion y nimeros de accesion de las secuencias utilizadas para la filogenia de Butyriboletus.

Taxon Voucher Localidad Vegetacion ITS 28S

Butyriboletus Arora 11087 California, EUA, bosque Asociado a Abies y KC184412 KC184413

abieticola nacional Lassen Pinus

Butyriboletus sp.  Robles 7 Tesquedo, Amealco, Bosque de Quercus - -
Querétaro

Butyriboletus sp.  Ferrusca 425 Tesquedo, Amealco, Bosque de Quercus - -
Querétaro

Butyriboletus sp.  Ferrusca 422 Tesquedd, Amealco, Bosque de Quercus - -
Querétaro

Butyriboletus Arora 11108 California, EUA, condado Bosque mixto KC184423 KC184424

autumniregius de San Mateo

Butyriboletus AT2003097 Upsala, Suecia Asociado a Fagus KC584784

fetchneri sylvatica

Butyriboletus Arora 11110 California, EUA, condado Asociado a Quercus, KC184444  KC184444

persolidus de Amador Arctostaphylos y Pinus

Butyriboletus DBB00606 Dunsmuir, California, EUA  Asociado a Quercus, KC184451

primiregius Pseudotsuga y Abies

Butyriboletus BR50201618465- Eprave, Bélgica - KT002602 KT002613

pseudoregius 02

Butyriboletus BR50201533559- Meise, Bélgica - KT002603  KT002614

pseudoregius 51

Butyriboletus MG408a Lacio, Italia Asociado a Quercus, KC584789  KC584790

regius Fagus y Castanea

Butyriboletus MB000287 Kunming, Yunnan, China. - KT002605 KTO002616

regius

Butyriboletus Arora 11054 Lu Feng, Yunnan, China. Bosque mixto KC184434 KC184435

roseoflavus

Butyriboletus N. K.Zeng 2123  Yunnan, China. - MH885348 MHB879686

roseoflavus
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Butyriboletus Arora 99211 Yunnan, China. KC184469  KC184470
sanicibus
Butyriboletus Arora 9727 Yunnan, China. KC184474  KC184475
yicibus
Butyriboletus HKAS57503 Yunnan, China. KT002608 KT002620
yicibus
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Taxa, vouchers, localidades, vegetacion y nimeros de accesion de las secuencias utilizadas para la filogenia de Chalciporus.

Taxon Voucher Localidad Vegetacion NuUmero de
accesion
Buchwaldoboletus - Escocia, Reino Unido - HMO003617
lignicola
Buchwaldoboletus - Suecia - HMO003618
lignicola
Chalciporus sp. Landeros 3557 Tesquedd, Amealco, Querétaro  Bosque de Quercus -
Chalciporus amarellus ~ GS2175 ¢ltalia? Asociado a Pinus halepensis  UDB000423
Chalciporus GS1775 ¢ltalia? Asociado a Abies alba y UDB000426
hypochryseus Picea abies
Chalciporus 18377 - - JF907795
piperatoides
Chalciporus GS2041 Tempio Pausania, Italia Asociado a Abies uDB000424
piperatoides cephalonica, y Pinus nigra
Chalciporus piperatus F14047 (UBC) - - AF335457
Chalciporus piperatus K80S25h Nueva Zelanda - GQ267470
Chalciporus piperatus 050819-06 Escocia, Reino-Unido Asociado a Pinus sylvestris UDB001528
Chalciporus piperatus AT-12 Sutherland, Escocia, Reino Asociado a Betula pubescens  UDB002409
Unido
Chalciporus radiatus GDGMA43305  Provincia de Guangdong, China - KP871805
Chalciporus radiatus GDGM50080  Provincia de Hunan, China - KP871806
Chalciporus rubinellus  191/81 Maine, EUA. - EU685111
Chalciporus trinitensis 18465 Guatemala - JF908790
Rubinoboletus rubinus 18508 Reino Unido - JF908793
Rubinoboletus rubinus ~ AH99027 Inglaterra, Reino Unido Asociado a Quercus sp. UDB000429
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Taxa, vouchers, localidades y numeros de accesion de las secuencias utilizadas para la filogenia de Cyanoboletus.

Taxon Voucher Localidad ITS 28S
Cyanoboletus brunneoruber HKAS 80579-1  Yunnan, China - KT990568
Cyanoboletus brunneoruber HKAS 63504 Yunnan, China - KF112368
Cyanoboletus DC14-010 India KT907355 KT860060
hymenoglutinosus
Cyanoboletus instabilis HKAS 59554 Yunnan, China - KF112412
Cyanoboletus instabilis FHMU1839 Yunnan, China MGO030473 MG030466
Cyanoboletus pulverulentus 9606 EUA - KF030313
Cyanoboletus pulverulentus MG126a Italia KT157053 KT157062
Cyanoboletus pulverulentus MG456a Islas Azores, Portugal KT157054 KT157063
Cyanoboletus pulverulentus MG628a Italia KT157055 KT157064
Cyanoboletus HKAS 59609 Yunnan, China - KF112366
sinopulverulentus
Cyanoboletus sp. PRM944518 EUA - MF373585
Cyanoboletus sp. HKAS 52639 Yunnan, China - KF112367
Cyanoboletus sp. HKAS 59418 China - KT990570
Cyanoboletus sp. HKAS 90208-1  China - KT990571
Cyanoboletus sp. HKAS 50292 Yunnan, China - KF112470
Cyanoboletus sp. HKAS 76850 Hainan, China - KF112343
Cyanoboletus sp. nov. Ferrusca 296 El Pinalito, EI Marqués, Querétaro - -
Cyanoboletus sp. nov. Ferrusca 390 Cerro del Zamorano, Coldn, - -
Querétaro
Cyanoboletus sp. HKAS 52601 Yunnan, China - KF112469
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Taxa, vouchers, localidades y numeros de accesion de las secuencias utilizadas para la filogenia de Leccinum.

Taxon Voucher Localidad GenBank
Leccinellum aff. crocipodium HKAS 76658 Guizhou, China KF112447
Leccinellum aff. griseum KPM NC0017832 Tottori, Japén JN378509
Leccinellum albellum BOS 682 Nueva York, EUA MK601744
Leccinellum corsicum KM 142735 Italia MK601748
Leccinellum corsicum Buf 4507 - KF030347
Leccinellum crocipodium KUO 07050707 Illinois, EUA MK601749
Leccinellum crocipodium 930809 1 Francia AF139694
Leccinellum lepidum KM 142974 Italia MK601751
Leccinellum pseudoscabrum DPL 11432 Texas, EUA MK601752
Leccinellum pseudoscabrum MICH 60301 Berkshire, Inglaterra MK601754
Leccinum rugosiceps WS 06291501 Ohio; EUA MK601772
Leccinum rugosiceps BOS 866 Arkansas, EUA MK601770
Leccinum sp. nov. Robles 35 Tesquedd, Amealco, Querétaro -

Leccinum sp. nov. Robles 486 Tenasda, Amealco, Querétaro -

Leccinum sp. DPL 11382 Texas, EUA MK601786
Leccinum sp. BOS 328 Belice MK691781
Leccinum sp. KUO 06251504 Illinois, EUA MK®601790
Leccinum tablense REH 8136 Costa Rica MK601774
Rossbeevera vittatispora REH 9503 Queensland, Australia MK601808
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Taxa, vouchers, localidades y numeros de accesion de las secuencias utilizadas para la filogenia de Neoboletus.

Taxon Voucher Localidad GenBank
Neoboletus sp. Ferrusca 392 Cerro del Zamorano, Coldn, Querétaro -
Neoboletus HKAS 52660 Yunnan, China KF112314
brunneissimus

Neoboletus ferrugineus HKAS 77617 Guangdong, China KT990595
Neoboletus ferrugineus HKAS 77718 Guangdong, China KT990596
Neoboletus flavidus HKAS 58724 Yunnan, China KU974140
Neoboletus flavidus HKAS 59443 Yunnan, China KU974139
Neoboletus hainanensis ~ HKAS 59469 Yunnan, China KF112359
Neoboletus hainanensis ~ N.K. Zeng 2128 Yunnan, China MHB879690
Neoboletus luridiformis ~ AT2001087 Berkshire, Inglaterra JQ3226995
Neoboletus magnificus HKAS 74939 Yunnan, China KF112320
Neoboletus magnificus HKAS 54096 Yunnan, China KF112324
Neoboletus HKAS 76851 Hainan, China KF112321
multipunctatus

Neoboletus N.K. Zeng 2498 Hainan, China MH879693
multipunctatus

Neoboletus N.K. Zeng 3324 Hainan, China MKO061360
multipunctatus

Neoboletus CMU58-ST-0237 - KX017292
obscureumbrinus

Neoboletus N.K. Zeng 3091 Hainan, China MH879694
obscureumbrinus

Neoboletus N.K. Zeng 3094 Hainan, China MH879695
obscureumbrinus

Neoboletus N.K. Zeng 3098 Hainan, China MH879696
obscureumbrinus

Neoboletus rubriporus HKAS 83026 Yunnan, China KT990601
Neoboletus rubriporus HKAS 89174 Yunnan, China KT990602
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Neoboletus HKAS 55440 Yunnan, China KF112315

sanguineoides

Neoboletus HKAS 57766 Yunnan, China KT990605

sanguineoides

Neoboletus sanguineus HKAS 80849 Yunnan, China KT990609

Neoboletus sanguineus HKAS 90211 Xizang, China KT990610

Neoboletus thibetanus HKAS 57093 Xizang, China KF112326

Neoboletus tomentulosus  N.K. Zeng 1285 Fujian, China MHB879691
Neoboletus tomentulosus  N.K. Zeng 1286 Fujian, China MHB879692
Neoboletus venenatus HKAS 57489 Yunnan, China KF112325

Neoboletus venenatus HKAS 63535 Sichuan, China KT990613

Sutorius subrufus N.K. Zeng 3043 Hainan, China MHB879698
Sutorius subrufus N.K. Zeng 3045 Hainan, China MHB879699
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Taxa, vouchers, localidades y numeros de accesion de las secuencias utilizadas para la filogenia de Phylloporus.

Taxon Voucher Localidad GenBank
Phylloporus alborufus MANOQ022 Costa Rica JQ003678
Phylloporus arenicola JT27954 EUA JQ003704
Phylloporus bellus REH8710 EUA JQ003686
Phylloporus brunneiceps HKAS 56903 China JQ967198
Phylloporus brunneiceps HKAS 59727 China JQ967201
Phylloporus castanopsidis MAN104 Tailandia JQ003689
Phylloporus castanopsidis MAN118 Tailandia JQ003693
Phylloporus dimorphus MAN128 Tailandia JQ003697
Phylloporus imbricatus HKAS 54647 China JQ967202
Phylloporus imbricatus HKAS 54861 China JQ967205
Phylloporus luxiensis HKAS 57036 China JQ967207
Phylloporus luxiensis HKAS 57048 China JQ967209
Phylloporus pelletieri K 128205 Inglaterra JQ967215
Phylloporus phaeoxanthus MANO64 Costa Rica JQ003670
Phylloporus quercophilus Garay 373a México MK226557
Phylloporus rhodoxanthus JLM1808 EUA JQ003688
Phylloporus rhodoxanthus REH8714 EUA JQO003675
Phylloporus sp. HKAS 74679 China JQ967228
Phylloporus sp. nov. Ferrusca 428 Laguna de Servin, Amealco, Querétaro -
Phylloporus yunnanensis HKAS 52225 China JQ967222
Phylloporus yunnanensis HKAS 52527 China JQ967223
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Taxa, vouchers, localidades y nimeros de accesion de las secuencias utilizadas para la filogenia de Rubroboletus.

Taxon Voucher Localidad Numero de accesion
Caloboletus calopus BR 502012590638-05 Montenau, Bélgica KJ605655
Caloboletus inedulis JLF2570 EUA KC812283
Rubroboletus sp. nov. Robles 573 Xajay, Amealco, Querétaro. -
Rubroboletus dupainii FR2011125 - KR782304
Rubroboletus dupainii FR2011126 - KR782305
Rubroboletus esculentus HKAS 96782 Xiaojin, Sichuan, China KY272125
Rubroboletus esculentus HKAS 96783 Xiaojin, Sichuan, China KY272126
Rubroboletus latisporus HKAS 80358 Chongging, China KJ951990
Rubroboletus latisporus HKAS 63517 Quijing, Yunnan, China KJ951989
Rubroboletus pulcherrimus 0SC 108944 USA EU837221
Rubroboletus pulcherrimus NS1247 California, EUA KT122395
Rubroboletus pulchrotinctus GS0364 Capadno, RE, Italia uUDB000406
Rubroboletus pulchrotinctus GS0860 Traversetolo, PR, Italia uUDB000407
Rubroboletus rhodoxanthus EDM13 Italia EU444539
Rubroboletus rhodoxanthus MA-Fungi 47703 Portugal AJ419189
Rubroboletus rubrosanguineus ~ GS1917 Valle di Calone, Italia UDB000409
Rubroboletus rubrosanguineus  GS1971 Provincia di Trieste, Italia uDB000412
Rubroboletus satanas Bs2 Zellingen, Alemania DQ534567
Rubroboletus satanas UF 1032 Francia HM347649
Rubroboletus sinicus HKAS 68620 Lanping, Yunnan, China KJ951991
Rubroboletus sinicus HKAS 56304 Deqin, Yunnan, China KJ605666
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ANEXO 2: Fotografias macroscopicas del material secuenciado restante

Basidioma herborizado de Leccinum cf. rugosiceps (Robles 589). Barra=1 cm.

Basidioma herborizado de Retiboletus cf. griseus (Ferrusca 310). Barra= 1 cm.
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Basidiomas herborizados de Rubroboletus sp. (Robles 408). Barra= 1 cm.

Basidiomas herborizados de Scleroderma cf. areolatum (Martinez 10). Barra= 1 cm.
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Basidioma herborizado de Scleroderma cf. areolatum (Rodriguez 5). Barra= 1 cm.

Basidiomas herborizados de Scleroderma cf. areolatum (Sanchez 27). Barra= 1 cm.
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Basidioma herborizado de Suillus sp. (Robles 322). Barra= 1 cm.

Basidiomas herborizados de Suillus sp. (Robles 336). Barra= 1 cm.
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Basidioma herborizado de Xanthoconium aff. separans (Ferrusca 426). Barra= 1 cm.
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