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RESUMEN

Antecedentes: Pese a su amplia distribucién y ubicuidad en diferentes ambientes, Cenococcum geophilum ha sido
poco estudiado en México, en particular su asociacién con especies en peligro de extincién, como es el caso de Pinus
maximartinezii.

Objetivo: Caracterizar morfoldgica y anatéomicamente a Cenococcum geophilum asociado en condiciones naturales a
Pinus maximartinezii.

Métodos: En Cerro de Pifiones al sur de Zacatecas, se realizé un muestreo de raices en los cuatro puntos cardinales de
arboles adultos. Cada muestra fue extraida con un tubo de PVC (5 x 30 cm). Posteriormente en el laboratorio, se analiza-
ron las raices obtenidas en época de sequia y de lluvia, y se realizé la caracterizacién morfoanatémica.

Resultados y conclusiones: De un total de 18 morfotipos Cenococcum geophilum fue el mas abundante, debido a que
se encontré en el 42.5 % del total de raices ectomicorrizadas vivas. Es importante mencionar que el morfotipo de C.
geophilum no habia sido caracterizado en Pinus maximartinezii. Sin embargo, se requiere realizar estudios de biologia
molecular con el fin de identificar los diferentes morfotipos ectomicorrizicos asociados al pino azul, asi como trabajos de
fisiologia que permitan elucidar el papel que desempefia C. geophilum en la conservacién de esta especie en peligro
de extincién.
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ABSTRACT

Background: Despite its wide distribution and ubiquity in different environments, Cenococcum geophilum has been
scarcely studied in Mexico, particularly its association with species in danger of extinction as is the case of Pinus maxi-
martinezii.

Objective: Characterizing Cenococcum geophilum morphologically and anatomically, associated in natural conditions to
Pinus maximartinezii.

Methods: In Pifiones hill, southern Zacatecas, roots samples were taken in the four cardinal points of adult trees. Each
sample was extracted with a PVC tube (5 x 30 cm). Later in the laboratory, the roots obtained were analyzed during drou-
ght and rainy season. C. geophilum was characterized morphologically according to its distinctive traits.

Results and conclusions: Out of a total of 18 morphotypes, Cenococcum geophilum was the most abundant, since it was
found in 42.5 % of the total live ectomycorrhizae roots. It is important to mention that there was no prior record of the
formation of the Cenococcum geophilum - Pinus maximartinezii symbiosis. However, molecular biology studies should
be performed with the aim of identifying the different ectomycorrhizae morphotypes associated to blue pine, as well as
physiology studies with the purpose of elucidating the role of C. geophilum in the conservation of this species in danger
of extinction.
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INTRODUCCION

Se estima que solo un nimero reducido de plantas vas-
culares (2 %) forman ectomicorriza (Dickie et al., 2013),
con aproximadamente 20-25 mil especies de hongos
de diversos clados fungicos (Comandini et al., 2012;
van der Heijden et al., 2015). La simbiosis ectomico-
rrizica, es un componente esencial en la mayoria de las
comunidades vegetales que conforman los bosques
templados, boreales, tropicales y subtropicales, dado
que realizan un importante papel en el crecimiento y
supervivencia de plantas hospederas, a través de una
mayor absorcién de nutrimentos y agua (Smith y Read,
2008), a cambio, el hongo ectomicorrizico (EcM) recibe
carbono fotosintéticamente fijado por la planta hospe-
dera (Treseder y Lennon, 2015; van der Heijden et al.,
2017). Mucha de la sucesion vegetal forestal, estable-
cimiento y rehabilitacion de ecosistemas forestales,
han sido ligados a la disponibilidad de esporas y es-
clerocios producidos por una amplia gama de hongos
EcM (Garibay-Orijel et al., 2013). Las especies fdngicas
responden al estrés ambiental ocasionado por perio-
dos secos y temperaturas extremas, a través de la for-
macién de esclerocios, los cuales contienen sustancias
de reserva y agua (Amasya et al., 2015; Matsuda et al.,
2015). Cenococcum geophilum Fr. es un complejo de
especies cripticas (especies estrechamente relaciona-
das con una variaciéon genética significativa, inclusive
dentro de comunidades forestales anélogas), la cual se
caracteriza por producir estas estructuras de resisten-
cia (Jany et al., 2002; Chen et al., 2007; Douhan et
al., 2007). Cenococcum geophilum es el hongo EcM
dentro de la clase Dothideomycetes, cuyo genoma
fungico se considera el de mayor tamario (178 Mb),
resultado de su alto contenido en secuencias repeti-
das (81 %) compuestas principalmente de elementos
transponibles; secuencias de ADN que podrian expli-
car el éxito de C. geophilum para colonizar un amplio
rango de hospederos y habitats, debido a que estos
elementos contribuyen a la plasticidad y adaptacion
de los hongos a su entorno (Peter et al., 2016); de
tal forma que este simbionte fingico se ha reportado
como abundante bajo condiciones de estrés hidrico y
suelos erosionados (Chen et al., 2007; Herzog et al.,
2012; Obase et al., 2016; Peter et al., 2016). Por lo
que, se ha sugerido que genera resiliencia con mas de
200 especies vegetales con las que se asocia (40 gé-
neros entre angiospermas y gimnospermas), las cuales
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se desarrollan bajo condiciones restrictivas de agua
(LoBuglio, 1999; Douhan et al., 2007; Tedersoo et al.,
2010), tal es el caso de especies del género Pinus (Jany
et al., 2002; Matsuda et al., 2009). Se ha menciona-
do, que la produccién de melanina, pigmento que le
da el color oscuro a C. geophilum, es un importante
rasgo funcional que contribuye a la tolerancia al estrés
hidrico de este hongo, incluso se ha sugerido que la
melanina puede ser utilizada por otros micobiontes y
otros hongos asociados a las raices para tolerar tanto
el estrés osmético como la desecacion (Fernandez y
Koide, 2013). Sin embargo, los rasgos fisioldgicos es-
pecificos responsables del éxito frente al estrés hidrico
y su biologia en general son poco conocidos (Spatafo-
ra et al., 2012; Fernandez y Koide, 2013; Peter et al.,
2016). Debido a su morfologia distintiva, C. geophilum
es una de las pocas especies de hongos ectomicorrizi-
cos que se pueden identificar de manera confiable con
caracteristicas morfolégicas de las raices colonizadas
(Obase et al., 2017). Es una especie poco estudiada
en México, en particular su asociacion con especies de
zonas semidridas, tal es el caso de Pinus maximartinezii
Rzed., especie endémica y de distribucion restringida,
que se ha reportado para el sur de Durango (Gonza-
lez-Elizondo et al., 2011) y sur de Zacatecas (Sierra de
Morones, Juchipila), México (Rzedowski, 1964). Donde
ocupa una superficie total de 376 km?, no obstante,
se estima una superficie real de 35 km?(Farjon, 2013).
De acuerdo a la Lista Roja de especies amenazadas de
la IUCN, 2018 y a la NOM-059-SEMARNAT-2010, esta
especie se encuentra en peligro de extincién, debido
a la recolecta no controlada de semilla, que afecta la
regeneracion natural de la especie, ganado itinerante
dentro del drea de distribucién e incendios inducidos,
que han destruido gran parte de la poblacién locali-
zada en el sur de Zacatecas (Lopez-Mata et al., 2013).
Se desarrolla en suelos muy delgados y pedregosos,
que en ocasiones presentan afloramiento de la roca
madre y ademas es frecuentemente colonizador de lu-
gares que han sido afectados por incendios forestales.
Adicionalmente es abundante en laderas, llegando a
formar pequefios rodales fragmentados de una hec-
tdrea y raramente rodales mas grandes (Lépez-Mata y
Galvéan-Escobedo, 2011). Pinus maximartinezii, cono-
cido como pino azul, pifidn azul o pifidn real se carac-
teriza por el gran tamafo de sus semillas (Rzedows-
ki, 1964) y de alto valor nutritivo (Lopez-Mata, 2013).
Lépez-Mata y Galvan-Escobedo (2011), reportaron la




venta de semilla, en el mercado nacional (Pueblo Viejo
y Juchipila, Zacatecas) e internacional (Nuevo México,
Estados Unidos y Japén), para el afio 2005 cotizada en
$ 260.00 m.n. por kg de semilla fresca (equivalente a
$ 21.60 USD). Asimismo, es considerada una especie
de interés ornamental. Con base en lo anterior, la des-
cripciéon e identificacion de especies ectomicorrizicas
que proporcionen nutrimentos y agua, que aminoren
los efectos negativos de la sequia y de altas tempe-
raturas son de gran relevancia, para el disefio de es-
trategias de conservacion del pino azul. El objetivo
del presente trabajo fue realizar una descripciéon mor-
fo-anatémica del morfotipo de Cenococcum geophi-
lum en asociacién con Pinus maximartinezii creciendo
en su area de distribucién natural.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio

La poblacién de P. maximartinezii que se estudié se
ubica en el Cerro de Pifiones, el cual forma parte de la
Sierra Morones, perteneciente a la Sierra Madre Occi-
dental, a una altitud entre 1650 a 2500 m s.n.m. Esta
poblacion se localiza al sur de Zacatecas y al oeste de
la comunidad Pueblo Viejo, perteneciente al municipio
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de Juchipila (21° 20" a 21° 22" Ny 103° 12" a 103° 15’
O). La precipitacion y temperatura maxima anual es de
691 mm y 21.7 °C (Campos-Aranda, 2016). La época
seca comprende los meses de enero a mayo, mientras
que la mayor precipitacion se presenta durante los me-
ses de junio a septiembre (Medina et al., 2016, 2017).
El clima del 4rea de estudio se clasifica como semicali-
do, semiérido a templado (Ruiz-Gardufio et al., 2011).
El pino azul crece escasamente en terrenos planos y
de manera mas densa sobre pendientes empinadas
(70.02 - 142.81 %); el tipo de suelo es calcéreo, roco-
so y muy seco (Lépez-Mata y Galvan-Escobedo, 2011;
Lépez-Mata, 2013). Dentro del ecosistema natural del
pino azul, es posible encontrar especies como Quer-
cus macrophilla Nee, Pinus lumholtzii Robins & Ferns
y algunas especies arbustivas o semiarbustivas como
Arctostaphylos pungens, Arbutus sp., Dodonea viz-
cosa, etc. (Rzedowski, 1964), la vegetacion dominante
es matorral subtropical (Acacia sp., Acasia farnesiana,
Acasia gregii, etc).

Recolecta del material biolégico

Se establecieron un total de 5 sitios de muestreo tFigu-
ra 1). Con el fin de descartar la presencia de otros hos-
pederos ectomicorrizicos pertenecientes a las especies

Semx30cm

21°21" 883 Ny 103°13'321"W
21°21" 876 Ny 103°13°347W
21°21" 883 Ny 103°13°363W
21°21' 921'N y 103°13°341'W
21°21"920'N y 103°13°322°W

Sitio b.
Sitio c.
Sitio d.
Sitio e.

Figura 1. Distribuciéon de los sitios de muestreo, a) Pinus maximartinezii; b) Estrébilo del pino azul (reportado como uno de los conos de
mayor tamafio (30 cm); c) Sitios de muestreo en Sierra Morones cercanos a la localidad de Juchipila, con una superficie total de 1,495 m2.




forestales circundantes, se seleccionaron rodales puros
de éarboles adultos de P maximartinezii (N= 8/1000
m?). Se escogieron 5 arboles al azar con una distancia
entre cada arbol de entre 30 a 50 m (Figura 1). Se to-
maron cuatro muestras de suelo a una distancia apro-
ximada de 1.5 m del tronco del arbol (drea de goteo)
y en cada uno de los puntos cardinales. Para esto se
removio la hojarasca hasta dejar el suelo al descubierto
y se tomaron las muestras con un tubo de policloruro
de vinilo (PvC) de 5 x 30 cm para la extraccién de las
muestras. Cada muestra fue etiquetada y mantenida
en los tubos de PVC para su transporte al laboratorio.
Las muestras se conservaron a 4 °C hasta su proce-
samiento de acuerdo a la metodologia propuesta por
Arglielles et al. (2016), modificada para las condiciones
de bosque de P. maximartinezii. Se llevaron a cabo dos
muestreos, el primero se realizé en época seca (mayo
del 2017) y el segundo en la época de lluvia (septiem-
bre del mismo afo), en total se obtuvieron 10 muestras
por época de muestreo.

Caracterizacion morfoldgica de Cenococcum geophilum

La separacion de raices se llevd a cabo en el labora-
torio de Micorrizas del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo. Cada muestra fue colocada en
recipientes con agua destilada durante un periodo de
24 horas, con la finalidad de eliminar las particulas de
suelo adherido a las raices, posteriormente, se realizé
un tamizado (de malla 16, abertura 1.18 mm) y con la
ayuda de pinzas de diseccion se recolectaron las raices
(las cuales fueron conservadas en alcohol 70%). Ense-
guida, con la ayuda de un microscopio estereoscépico
marca LEICA (mismo con el que se tomaron las fotogra-
fias) se realizé la descripcion macroscoépica y micros-
copica, para la que se efectuaron cortes histolégicos
transversales del morfotipo Cenococcum geophilum,
en lo que se observé bajo microscopio los tejidos:
manto fungico, manto interno y red de hartig, realizan-
dose la caracterizaciéon e identificacion de acuerdo a
las caracteristicas distintivas propuestas para esta es-
pecie (LoBuglio, 1999; Goodman et al., 2000).

RESULTADOS

Se identifico a C. geophilum asociado con arboles
adultos de P. maximartinezii. De un total de 18 morfo-
tipos, C. geophilum fue el més abundante, dado que
se encontré en el 42.5% del total de raices ectomicorri-
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zadas vivas analizadas (18.3 época seca 'y 24.2 % para
época de lluvia).

Descripcién del morfotipo Cenococcum geophilum con Pinus
maximartinezii

Caracteristicas morfoanatémicas

El morfotipo presenta un color negro carbonizado y
una superficie brillante con una ramificacién dicotéomi-
ca o simple, cuya longitud varia de 4 a 5 mm; desde
la superficie del manto de aspecto granuloso se desa-
rrollan abundantes hifas gruesas de color café oscuro
a negras (Figura 2a), no ramificadas, frecuentemente
curvas y con presencia de septos a distancia irregular;
esta red de filamentos de exploracién corta conforma
un micelio extraradical bien desarrollado y concentra-
do principalmente en el apice de los morfotipos eva-
luados. La disposiciéon y organizacion del manto es
plectenquimatoso, con hifas dispuestas radialmente
(Figura 2d), y un patrén tipo estrella corresponde al
tipo G, es decir, con hifas distribuidas de forma com-
pacta y sin espacio entre ellas (DEEMY 2018). No se
registraron estructuras como rizomorfos o cistidios.
Respecto a la red de Hartig, interface entre la planta
hospedera y su micosimbionte, solo ocupé de una a
dos capas de células corticales cercanas a la epidermis
(Figura 2e). Asi mismo, los esclerocios presentaron una
consistencia dura, color negro, en su mayoria de forma
esférica con cuantiosas hifas emanantes, encontrando-
se en abundancia, pero no se detectaron en asociacion
directa o cercanos a los morfotipos de C. geophilum.
El didmetro estimado oscilé entre los 0.04 a 4 mm en
P. maximartinezii.

DISCUSION

Es importante sefialar que en el drea de estudio la pre-
cipitacién promedio que se ha reportado es de 691 mm
(Campos-Aranda, 2016) y durante el afio de los mues-
treos fue de 390 mm (Medina et al., 2017), por lo cual
se considera que el pino azul estuvo sometido a condi-
ciones de estrés hidrico y altas temperaturas (35.8 °C pro-
medio anual), posterior al muestreo del mes de mayo
(época de lluvia), se presentd un incendio forestal, que
afectd gran parte de la poblacién natural del pino azul.
No obstante, a dicha condicién C. geophilum fue el
morfotipo mas abundante, ain después del incendio
forestal, inclusive aumentando su frecuencia en rela-
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FiGura 2. Ectomicorriza de Cenococcum geophilum con Pinus maximartinezii. a) Morfotipo ectomicorrizico dicotémico (4X).
b) Morfotipo ectomicorrizico simple (2.1X). c) Corte transversal: manto (m) y red de Hartig (rH) (40X). d) Manto plectenqui-
matoso melanizado tipo G. e) esclerocio caracteristico de C. geophilum (4.5X). f) Manto plectenquimatoso (mp) con hifa

emanante (he) (40X) (Barra = 0.5mm).

cion a la época de sequia, indicando su resistencia al
fuego vy tal vez su capacidad de rapida recuperacion
frente a factores antropogénicos como el fuego (Kipfer
et al., 2011), de manera que se infiere la importancia
que juega este simbionte en la conservacién del pino
azul, el cual se desarrolla bajo condiciones de estrés

hidrico, altas temperaturas y suelos erosionados. Se ha
demostrado que a pesar de que su tipo de explora-
cién a corta distancia, este simbionte fungico puede
proporcionar ventajas al sistema radical de su hospe-
dero (Jany et al., 2002), mejorando el estatus de agua
bajo condiciones de sequia, aumentando la superficie




de absorcidn, mediante una conduccién mas eficiente
a través del micelio extraradical, obteniendo efectos
nutrimentales y hormonales mayores que modifican la
regulacion de la conductividad hidraulica en la inter-
fase suelo-raiz, contribuyendo asi en la conservacion
y supervivencia de multiples especies forestales (Mo-
hatt et al., 2008; Nedelin, 2014). Ademas, los taxones
cosmopolitas como C. geophilum son dominantes en
ambientes secos, lo cual es explicado a través de la
hipdtesis de representar un menor costo de carbono
para sus hospederos, debido a un micelio extraradi-
cal mas delgado y tipo de exploracién, para este caso
de corta distancia (Defrenne et al., 2019). Asimismo,
la producciéon de melanina en la pared celular fungica
de C. geophilum es un rasgo funcional clave para la
tolerancia al estrés hidrico (Fernandez y Koide, 2014).
Previamente, C. geophilum se ha reportado asociado
a arboles adultos de Pinus sylvestris en Francia (Ponge
et al., 1990); en Pinus thunbergii en Korea (Obase et
al., 2010); Pinus densiflora en China (Ma et al., 2012),
asimismo, para la sierra de México (Sierra de Chichin-
auhtzin) asociado a Pinus montezumae (Reverchon et
al., 2010); considerandose, por lo tanto un simbion-
te dominante en bosques de pinos, tanto en arboles
maduros como en plantulas que se regeneran natural-
mente (Obase et al., 2010; Peter et al. 2016; Garay-Se-
rrano et al. 2018). Al respecto, se ha reportado a C.
geophilum como el hongo ECM mas frecuente (64 %)
y abundante (51 %) en plantulas de Pinus albicaulis,
debajo del drea de goteo de arboles adultos y menos
abundante en plantulas mas alejadas de los érboles
(Mohatt et al., 2008), asi como en plantulas y juveniles
de Abies lasiocarpa (Hook.) Nutt. y Picea engelmannii
Parry (Hasselquist et al., 2005). Mientras que, en Pinus
mugo subsp. turra'y Pinus densiflora Sieb. et Zucc., C.
geophilum se registré en una abundancia relativa dos
veces mayor en plantulas que en érboles adultos en
la regidn costera de Lituania y al este de China (Audi-
na et al., 2011; Ma et al., 2012), lo que se puede atri-
buir al papel vital que desempefa C. geophilum en
la regeneracién de los rodales (Ma et al., 2012). Cabe
mencionar que existen otros mecanismos diferentes a
la simbiosis EcM que contribuyen a la supervivencia de
las plantulas, como son: tolerancia al sombreo, resis-
tencia a patdégenos, herbivoros y predadores de semi-
llas (Mc Guire, 2007). El papel ecolégico que llevan a
cabo simbiontes generalistas, como C. geophilum en
comparacién con simbiontes especificos (Rhizopogon
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y Suillus spp.) en el establecimiento de plantulas, es
poco conocido (Mohatt et al., 2008). Sin embargo, no
queda duda del importante papel de C. geophilum
para incrementar la tolerancia a la sequia, por lo que
esta asociacion podria beneficiar a especies forestales
que habiten bajo condiciones de estrés hidrico, suelos
erosionados y en la supervivencia de multiples espe-
cies de coniferas (Mohatt et al., 2008; Nedelin, 2014).

Descripcién del morfotipo Cenococcum geophilum con Pinus
maximartinezii

Las caracteristicas morfoanatémicas de C. geophilum
reportadas en el presente trabajo coinciden con las
registradas en Pinus sylvestris y Pinus montezumae
(Ponge, 1990; Garay-Serrano, et al., 2018), asi como
en Picea sitchensis (Ingleby et al., 1990) en los cuales la
ramificacion fue simple y dicotémica; mientras que en
especies como Pinus resinosa y Pinus densiflora solo
forman ramificacion simple (LoBuglio, 1999; Ma et al.,
2010). La coloracién negra y superficie brillante se ha
reportado como caracteristica principal en dicho sim-
bionte EcM por Trappe (1964), Ponge (1990), LoBuglio
(1999) y Spatafora et al. (2012). Se ha registrado un
espesor del manto externo para Pinus resinosa entre
20-30 um (LoBuglio, 1999) y de 10 a 25 pm de espesor
para Picea sitchensis (Ingleby et al., 1990); no se regis-
tra en el presente estudio. La profundidad de penetra-
cién de la red de Hartig es similar a lo reportado para
Pinus ayacahuite (Arteaga-Ledn, 2014). Asi mismo, las
caracteristicas que presentaron las estructuras de re-
sistencia son similares a las descritas en la literatura
(Amasya et al., 2015), reportandose como abundantes,
pero no en asociacién directa con las raices, lo cual
contrasta con lo reportado por Trappe (1969), quién
encontré abundantes esclerocios en la micorrizosfera
de C. geophilum y su planta hospedera. El didme-
tro oscilo entre los 0.04 a 4 mm en P. maximartinezii,
mientras que Arteaga-Leoén (2014), reporté un diame-
tro para estas estructuras en P. ayacahuite de 0.5 a 1.5
mm, asi como mayores didmetros que van de 0.4-2.6
mm y 0.8-4.4 mm (Amasya et al., 2015).

CONCLUSIONES

De un total de 18 morfotipos registrados en P. maxi-
martinezii, C. geophilum fue el mas abundante, con
el 42.5 % del total de raices ectomicorrizadas vivas
analizadas en dos épocas (18.3 y 24.2 % seca y de llu-




via, respectivamente). Es importante enfatizar que el
morfotipo de Cenococcum geophilum no habia sido
caracterizado en Pinus maximartinezii. Las caracteris-
ticas morfoldégicas y anatémicas del morfotipo de C.
geophilum + P. maximartinezii creciendo en su area de
distribuciéon natural son similares a las descritas por di-
versos autores en otras especies forestales. Sin embar-
go, se requiere realizar trabajos de fisiologia que nos
permitan elucidar el papel que juega este simbionte y
los otros morfotipos ectomicorrizicos en la conserva-
cién de esta especie forestal en peligro de extincién
y de distribucion restringida, la cual se desarrolla bajo
condiciones de estrés hidrico, altas temperaturas y
suelos erosionados.
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