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RESUMEN

Antecedentes: Pinus patula es la especie forestal maderable mas importante en la regién subtropical de México. En el
estado de Oaxaca, se encuentra en bosques sometidos a manejo y en plantaciones del sistema de aprovechamiento
matarrasa. La interaccion entre raices y hongos ectomicorrizicos (EcM) afecta la nutricién y la sobrevivencia de Pinus y
Quercus, con consecuencias para la dindmica de los bosques.

Objetivo: Caracterizar a los hongos EcM mas frecuentes en las raices de plantulas de P. patulay Q. crassifolia (que crece
por regeneracién natural) en franjas del sistema silvicola matarrasa de la Sierra Juarez de Oaxaca.

Métodos: Los morfotipos de cada punta de raiz EcM se describieron morfolégicamente y se identificaron usando la
region ITS del DNA ribosomal nuclear por similitud genética en la base de datos de UNITE.

Resultados y conclusiones: Se encontraron un total de 14 “Species Hypothesis”, de las cuales los linajes /tomentella-the-
lephora y /laccaria tuvieron el mayor niimero de especies. Lactarius sp., Cenococcum geophilumy Tomentella radiosa
fueron las especies con mayor frecuencia, en asociacién con ambos hospederos. Este trabajo destaca la diversidad de
los hongos EcM en plantaciones del sistema matarrasa. Tal conocimiento podria utilizarse para posteriores investigacio-
nes de aprovechamiento forestal sustentable.

Palabras clave: cédigo de barras de DNA, manejo forestal, micorriza

ABSTRACT

Background: Pinus patula is the most important timber species in the subtropical region of Mexico, particularly in the
state of Oaxaca. It is found in native forests and in plantations reforested from clear cut logging (matarrasa). The interac-
tion of Pinus and Quercus roots with ectomycorrhizal fungi (EcM) plays important functions for the nutrition and survival
of these plants, with consequences for forest dynamics.

Objective: We characterized the most frequent EcM fungi in seedling roots of P. patula and Q. crassifolia (which grows by
natural regeneration in the stands) from clear cut plantations in the Sierra Juarez of Oaxaca, Mexico.

Methods: Morphotypes of each EcM root tip were described morphologically and identified using the ITS nuclear ribo-
somal DNA region by genetic similarity in the UNITE database.

Results and conclusions: We found a total of 14 “Species Hypothesis” for which the morphological description of the
root tip is presented. The /tomentella-thelephora and /laccaria lineages were the most diverse. Lactarius sp., Cenococ-
cum geophilum and Tomentella radiosa were the most frequent species associated to both hosts. This work highlights
the diversity of EcM fungi in clear cut plantations. Such knowledge is useful for further research on sustainable forest
management.
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INTRODUCCION

El aprovechamiento forestal maderable de la Sierra
Norte del estado de Oaxaca (Sierra Juarez) ha susten-
tado por mas de 30 afios el desarrollo comunitario,
generando empleos e ingresos a las familias, ademas
de permitir el desarrollo de la regién, ya que con es-
tos ingresos se financian servicios y obras sociales. La
comunidad de Ixtlan de Juérez realiza el aprovecha-
miento de sus recursos forestales mediante la imple-
mentacién de dos sistemas silvicolas, el Método Mexi-
cano de Ordenacién de Bosque Irregular (MMOBI) y
"matarrasa” (CONAFOR, 2015). En las areas de ma-
nejo forestal de matarrasa, se establecen franjas para
el aprovechamiento de especies de mayor interés, en
particular Pinus patula. Esa modalidad implica la corta
total del area que abarca cada franja (Ordéfez Diaz,
2008). En una sola intervencién toda la vegetacion es
removida y el espacio es liberado de manera que que-
de a disposicion de una futura regeneracion natural o
una plantacién (reforestacién). Cada franja tiene un ta-
mafio aproximado de 300-400 x 50 m, dependiendo
de la naturaleza del terreno, de manera que la proximi-
dad del bosque permite el crecimiento espontaneo de
especies nativas como Quercus crassifolia.

Pinus patula Schl. & Cham. es una de las 54 especies
nativas del género Pinus que se encuentran en los bos-
ques de coniferas en México (Perry, 1991; Séenz-Ro-
mero et al., 2011). Es una especie forestal de creci-
miento rapido, con una tasa promedio de 20 m®ha/
afio que se detiene sensiblemente entre los 30 y 35
afios, por lo cual se usa en general a esa edad para
la explotacion forestal (CONAFOR, 2019). En Ixtlan
de Juérez, P. patula es una especie nativa en los bos-
ques y se usa en plantaciones mediante reforestacion
en franjas del sistema matarrasa. Debido a la cercania
del bosque, otras especies forestales como Quercus
crassifolia Humb. & Bonpl. se establecen de manera
espontanea en las franjas. Quercus crassifolia es una
especie nativa de los bosques de encino o pino-encino
entre 2600-2800 m de altitud en México (Rzedowski
et al., 2005). En la comunidad de Ixtlan de Juarez, de
acuerdo con el programa de manejo, esta especie es
utilizada principalmente para producir carbén, lefia y
postes (CONAFOR, 2015).

Las raices de mas del 90 % de las plantas estan asocia-
das con hongos micorrizicos que les proporcionan nu-
trientes y resistencia a varios tipos de estrés a cambio

RAMIREZ-MIGUEL ETAL. Hongos ectomicorrizicos asociados a plantas jovenes...

de una fuente de carbono (Martin et al., 2016). Dentro
de los diferentes tipos de micorrizas, las ectomicorri-
zas (EcM) se definen por formar un “manto” de hifas
rodeando las raices terminales (o puntas de raiz), y por
penetrar en el espacio intersticial entre las células de
la corteza de la raiz formando la “red de Hartig” (Brun-
drett y Tedersoo, 2018). Estos hongos son muy diver-
sos, con una estimacion de aproximadamente 20,000
especies dentro de los tres linajes principales de hon-
gos: Basidiomycota, Ascomycota y Mucoromycota (Te-
dersoo y Smith, 2013). Se asocian principalmente con
especies de plantas lefiosas en las regiones templadas
y boreales, tal como los géneros Pinus y Quercus, asi
como con algunos linajes de plantas tropicales (Teder-
soo et al., 2014).

A pesar de su importancia, el conocimiento de los
hongos EcM asociados a las raices de P. patula es
muy limitado. Recientemente, Rodriguez-Gutiérrez
et al. (2020) reportaron que en los bosques madu-
ros de P. patula de Ixtlan de Juérez, la comunidad
de hongos EcM estd dominada por Lactarius aff.
deceptivus, Cortinarius aff. ochrophyllus, Hydnum
aff. cuspidatum, Russula sp. y Sebacina aff. dimitica.
Debido a la importancia del manejo forestal en Ixtlan
de Juérez, consideramos que el conocimiento sobre
los hongos EcM asociados a P. patula en las franjas
del sistema matarrasa es valioso, dado el papel que
juegan en el establecimiento y la supervivencia de la
masa forestal de interés econémico. En el presente
estudio, se caracterizaron e identificaron a los hongos
EcM mas frecuentes asociados a las raices de plantas
jévenes de P. patula y de Q. crassifolia en las franjas
del sistema matarrasa de Ixtlan de Juarez, mediante
la descripciéon morfolégica de las puntas de raiz EcM
y su identificacién molecular usando la regién ITS del
DNA ribosomal nuclear.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El drea de estudio corresponde a la comunidad de Ixt-
ldn de Judrez, localizada al Noroeste de la ciudad de
Oaxaca en la regién denominada “Sierra de Juérez”
(17.45° N y 96.34° O); cuenta con una superficie total
de 19,180 ha de las cuales 12,425 ha corresponden a
bosques de pino-encino. El resto de la superficie esta
cubierta por bosque mesdfilo y selva alta perennifolia
(FSC, 2001).




Se seleccionaron dos franjas dentro de las areas fores-
tales sometidas a manejo forestal del sistema matarra-
sa. Las dos franjas presentan caracteristicas similares
de tamafio, exposicion y altitud (Tabla 1) y cuentan con
reforestacion de Pinus patula de 3 afios de acuerdo
con el afio de establecimiento de las franjas (2015)
hasta la toma de muestras (2018). Ademas, ambos si-
tios cuentan con regeneracién espontanea de Quer-
cus crassifolia por dispersion natural desde el bosque
nativo que rodea las franjas. Los suelos en las franjas
presentan una capa de materia organica con acomodo
de residuos en curvas de nivel, los cuales resultan de
las intervenciones silvicolas.

Recolecta de muestras

Durante el mes de noviembre de 2018, establecimos
dos transectos (uno por franja) de 45 m de largo, ubi-
cados en el medio de cada franja seleccionada para
evitar efectos de borde. Se tomaron cuatro puntos de
muestreo con una separacién de 15 m entre ellos a lo
largo de cada transecto. En cada punto de muestreo
recolectamos las raices de un individuo de P. patula 'y
un individuo de Q. crassifolia, obteniendo un total de
8 muestras por cada especie de planta (16 muestras en
total). Cada muestra consistié en 3-5 raices terminales
de un individuo de P. patula o de Q. crassifolia. Para
asegurarse que las raices pertenecian a la planta de
interés, se desenterraron las raices a partir de la base
del &rbol para seguirles hasta las raices terminales. Las
muestras se almacenaron a 5 °C para ser transportadas
al laboratorio del Instituto de Biologia de la Universi-
dad Nacional Auténoma de México (IB-UNAM).

Descripcion morfoldgica de las raices EcM

Las puntas de raiz EcM fueron separadas segun su
morfologia bajo el estereomicroscopio con magnifi-
cacién 10-40x. Puntas de raiz de cada morfotipo (por
muestra) se colocaron en tubos Eppendorf con eta-
nol 96 % y se almacenaron a 4 °C para su descripcion
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morfoldgica de acuerdo con el sistema de informacién
para la caracterizacion y la determinacion de ectomico-
rrizas DEEMY (http://www.deemy.de/). Se tomaron en
cuenta el tipo de ramificacién, la forma de las puntas
no ramificadas, la textura y el color de la superficie del
manto, la coloracién, asi como la presencia y el tipo de
rizomorfos e hifas emanantes.

Extraccion, amplificacion y secuenciacion de DNA

Por cada morfotipo aislado (por muestra), se limpid
una punta de raiz con agua destilada estéril y se colo-
c6 en un tubo PCR con 30 pL de buffer de extraccion
Extract-N-Amp (Sigma-Aldrich), en él se trituré con una
pinza previamente esterilizada. La extraccion del DNA
se realizd siguiendo las instrucciones del fabricante y
las muestras de DNA se almacenaron a -20 °C.

La amplificacion de la region de los espaciadores inter-
nos transcritos (ITS) del DNA ribosomal nuclear (rDNA)
se amplificé por PCR con los primers ITSTF (Gardes
y Bruns, 1993) e ITS4 (White et al.,, 1990) siguiendo
el protocolo para Tag Platinum (Invitrogen). El ITS es
una region no codificante susceptible de acumular mu-
taciones, por esa razén fue elegida cédigo de barras
universal de los hongos (Schoch et al., 2012). Cada re-
accion contuvo 19.125 pL de H,O destilada estéril, 2.5
uL de Buffer (Invitrogen), 1.25 uL de MgCl, (25 pM),
0.5 pLde dNTP (10 pM), 0.25 pL de primer ITS1F (50 puM),
0.25 pL de primer ITS4 (50 pM), 0.125 pL de Taq Pla-
tinium (Invitrogen) y 1 uL de DNA gendmico, para un
volumen total de 25 pL. Los tubos fueron incubados en
un termociclador con una temperatura inicial de 94 °C
por 5 min, seguido de 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 51
°C por 1 min, 72 °C por 1 min, y finalmente 72 °C por
10 min para la elongacién final.

Los productos de PCR fueron visualizados por electro-
foresis con un gel de agarosa 1 % tefiido con GelRed
(Biotium). La limpieza de los productos PCR se realizé
con ExoSAP-IT (ThermoFisher) siguiendo las instruccio-
nes del fabricante. Los productos de PCR se secuencia-

Tabla 1. Ubicacién y datos técnicos de las dos franjas donde se realizé el muestreo (datos proporcionados por Servicios Técnicos de Ixtlan

de Juarez).
Franja Rodal/Subrodal Exposicion Tamano (m) Area (m2) Coordenadas Altitud (msnm)
17.3936°N;
F1 P/1107 45 NO 330 x 50 16500 2823
96.45485°0
17.3925°N;
F2 P/1105 60 NO 410 x 50 20500 2810

96.45278°0




ron con los mismos primers ITS1F e ITS4 en el Labora-
torio de Secuenciacion Gendémica de la Biodiversidad
y de la Salud del IB-UNAM. El control de calidad y la
ediciéon de las secuencias se realizé con el programa
Geneious Prime R10.

Identificacion molecular de las puntas de raiz EcM

Para la identificacién taxondmica de las secuencias, se
realizaron bldsquedas BLAST en la base de datos de
UNITE (Kéljalg et al., 2005). En comparacién con Gen-
Bank (NCBI), UNITE es una base de datos de secuen-
cias de rDNA de hongos (esporomas, puntas de raiz,
muestras ambientales) curada y disefiada para propor-
cionar una identificacién confiable y reproducible de
especies de hongos: Proporciona una manera unifica-
da para delimitar e identificar hongos usando “Species
Hypothesis” (SH) basdndose en un porcentaje de iden-
tidad de la regién ITS aplicando un conjunto de valores
de distancia dindmica de 97 % a 99.5 % (Kdljalg et al.,
2013). En nuestro caso, identificamos cada secuencia
de ITS asignandola a una SH con un porcentaje de si-
militud =97 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Delimitacion e identificacién molecular de los hongos EcM

A partir de las 16 muestras de raices (8 de P. patulay 8
de Q. crassifolia), se extrajo el DNA de 44 morfotipos
de ectomicorrizas, de las cuales se lograron obtener
29 secuencias de ITS con calidad suficiente. De las 29
busquedas BLAST, 26 correspondieron a hongos EcM
y tres a hongos no-EcM (Archaeorhizomyces y Helotia-
les). Las 26 secuencias de hongos EcM se agruparon
en un total de 14 SH en la base de datos de UNITE (Fi-
gura 1y Tabla 2). Estas secuencias fueron depositadas
en GenBank con los nimeros de referencia MT668596-
MT668621.

Descripcion morfoldgica y taxondmica de las 14 SH de hongos EcM

Morfotipo M1: Thelephora terrestris Ehrh., PI. Crypt. Linn. Exsicc.:
no.178(1793)

SH1502189.08FU con P, patula (Figura 1A)

Morfotipo con ramificaciéon dicotémica-irregular de
color marrén en etapa adulta y grisaceo en la par-
te apical; terminacién del extremo distal reducido.
El manto es visible, no transparente. El morfotipo es
de color ocre en raices jovenes, con coloracion mas
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clara en la parte apical. Se nota la presencia de hifas
muy cortas en la superficie del manto, de distribu-
cién no especifica. Las secuencias coincidieron en un
99 % de similitud con secuencias asociadas a bos-
ques de coniferas (Pinus, Picea) del este de Europa
(Genbank #MG590062, #MF162213). Esta especie es
abundante en sitios perturbados o bajo manejo fo-
restal con varias intensidades (Vasutova et al., 2018).
De acuerdo con el nimero de secuencias de esta SH
en UNITE (310 registros), es una especie abundante y
de distribucion global, que se ha encontrado asocia-
da a una gran variedad de hospederos de coniferas y
angiospermas en diferentes paises en América, Asia,
Europa, Africa y Oceanfa. Sin embargo, estudios pre-
vios demostraron que esa especie es exdtica en Mé-
xico, por lo cual su presencia en las raices de P. patula
puede representar una introducciéon desde los vive-
ros donde estan producidas las plantulas (Angeles-
Argdiz et al., 2016).

Morfotipo M2: Tomentella radiosa (P. Karst.) Rick, Brotéria Série
Trimestral, Ciéncias Naturais 3: 79 (1934)

SH1502402.08FU con P. patula (Figura 1B)y Q. crassi-
folia (Figura 1C)

Morfotipo sin ramificacion, ocurriendo en cada raiz in-
dividual, sin rizomorfos. El didmetro del extremo distal
es reducido con terminacién gradual. Su coloracién es
amarillo claro con un manto visible poco transparente.
Las secuencias coincidieron en > 99 % de similitud con
un esporoma muestreado en un bosque de Quercus
en Colombia (UNITE #UDB022953). De acuerdo con
el nimero de secuencias de esta SH en UNITE, es una
especie Neotropical (Colombia y Costa Rica) que tam-
bién ha sido aislada de puntas de raiz EcM de Quercus.
Por lo tanto, se detecté aqui por primera vez en Méxi-
co asociada a coniferas y encinos.

Morfotipo M3: Thelephoraceae

SH1502494.08FU con P, patula (Figura 1D)

Morfotipo con ramificacién dicotémica de color marrén
oscuro en la parte mas vieja, mientas es verdoso en la
parte mas joven. La terminacién del extremo distal es
cilindrico y ligeramente reducido. El manto es visible,
no transparente. Las puntas de raiz estan rodeadas por
hifas emanantes delgadas, de distribucion no especifi-
ca. Las secuencias coincidieron en > 99 % de similitud
con secuencias identificadas como hongos ECM de
la familia Thelephoraceae (i.e. Genbank #KX816311)




asociados positivamente con el contenido de materia
orgénica del suelo y perturbaciones tal como quemas
prescritas y fertilizacién por nitrégeno, en bosques de
robles y pinos del noreste de Estados Unidos (Rasmus-
sen et al., 2018; Parrent y Vilgalys, 2007).

Morfotipo M4: Thelephoraceae

SH1503453.08FU con Q. crassifolia (Figura 1E)
Morfotipo con ramificaciéon ausente, de coloracién
ocre, con extremo distal cilindrico. La superficie del
manto es visible, semitransparente, y no presenta hi-
fas ni rizomorfos. Las secuencias coincidieron en >
97 % de similitud con una secuencia aislada de raices
de pléntulas de Tsuga canadiense en Estados Unidos
(GenBank #FJ901332). Aqui se detecté en México por
primera vez asociada a angiospermas.

Morfotipo M5: Lactarius Pers., Tentamen dispositionis Methodicae
Fungorum: 63 (1797)

SH1519194.08FU con P, patula (Figura 2F) y Q. crassi-
folia (Figura 1G)

El morfotipo asociado a raices de P. patula tiene ra-
mificacion dicotémico-irregular de color marrén, con
ramas largas con el extremo distal reducido y un cre-
cimiento a diferentes longitudes. El manto es liso-vi-
sible, no transparente, con ausencia de rizomorfos. El
morfotipo asociado a raices de Q. crasifolia presenta
ramificacién monopodial-piramidal de color marrén
claro en puntas jovenes (marrén oscuro en adultos),
con ramas laterales orientadas en varias direccio-
nes, con el extremo distal reducido gradualmente.
El manto es visible, no transparente, con ausencia
de rizomorfos. Las secuencias coincidieron en > 99
% de similitud con secuencias aisladas de puntas de
raiz de P. clausa en Florida, Estados Unidos (Genbank
#KX899822, #KX899848). En dicho estudio se utilizd
el andlisis de correlacién para relacionar las matrices
de las comunidades de hongos EcM con las caracte-
risticas del huésped y del entorno (Rua, 2017). Los
resultados sugieren que las perturbaciones periédi-
cas que dan forma a las poblaciones hospederas son
importantes para estructurar la comunidad de hongos
EcM independientemente de los efectos ambienta-
les. Por otro lado, las secuencias también coincidie-
ron en > 98 % con secuencias de raices EcM de P. tae-
da en Carolina del Norte, Estados Unidos (Genbank
#AJ633589), donde los hongos EcM més abundantes
incluian Russulaceae, Thelephorales y Tricholomata-
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ceae (Burke et al., 2005). Por primera vez se encontrd
aqui asociada a coniferas y angiospermas en México.

Morfotipo M6: Piloderma sphaerosporum Jilich, Willdenowia
Beiheft 7: 235 (1972)

SH1544806.08FU con P. patula (Figura 1H)

Morfotipo de ramificaciéon dicotémico-irregular, de
coloraciéon marrdén oscuro. La morfologia del extremo
distal es cilindrica. El manto es visible no transparente,
con una superficie ligeramente brillante, sin presencia
de rizomorfos. Las secuencias coincidieron en > 99 %
de similitud con el hongo EcM Piloderma sphaeros-
porum aislado de puntas de raiz de P. sylvestris en
Lituania (GenBank #MG590050) y de P contorta ex-
puestos a tres tratamientos de fertilizante para la pro-
duccién de volimenes sustanciales de madera en Co-
lumbia Briténica, Canada (GenBank #JQ711930, Jones
et al., 2012). De acuerdo con el nimero de secuencias
de esta SH en UNITE (332 registros), es una especie
abundante y de amplia distribucién en el hemisferio
del Norte, en asociacién principalmente con coniferas.

Morfotipo M7: Laccaria sect. laccata (Scop.) Cooke, Grevillea 12:
70(1884)

SH1553002.08FU con P, patula (Figura 11)

Morfotipo semicoraloide formado por ramificacion
dicotémica. Crece en pequefias cantidades en cada
raiz individual, con la terminacién del extremo distal
cilindrica. Su coloracién es ocre, cubierta con hifas
emanantes de distribucién no especifica que dan a la
superficie del manto una apariencia lanosa. Las hifas
forman filamentos delgados (similar a rizomorfos) con
origen no especifico. Su secuencia coincidié en > 99
% de similitud con secuencias del linaje EcM /lacca-
ria aisladas de puntas de raiz de Q. ilex en un area
contaminada por elementos traza en Espafia (GenBank
#MG274060; Lépez-Garcia et al., 2018). También coin-
cidié en 100 % de similitud con esporomas identifica-
dos como Laccaria laccata recolectados en los mismos
bosques de Ixtlan de Juarez por Rodriguez-Gutiérrez
et al. (2020). De acuerdo con el niUmero de secuencias
de esta SH en UNITE (993 registros), es una especie
abundante y de distribucion global, en asociacién con
una gran variedad de hospederos, incluso varias espe-
cies de Pinus y Quercus. Sin embargo, las especies de
Laccaria son dificiles de delimitar usando ITS (Badot-
ti et al., 2017) y varias especies tienen un porcentaje
de similitud superior a 97% (valor usado para definir




nuestras “Species Hypothesis”), por lo que estos datos
deben tomarse con cautela.

Morfotipo M8: Laccaria sect. amethystina Cook, Grevillea 12:70
(1884)

SH1553041.08FU con Q. crassifolia (Figura 1J)
Morfotipo con ramificacién monopodial-piramidal, de
coloracién grisacea, con extremo distal reducido. La
superficie del manto es visible, semitransparente y cu-
bierta de hifas que emanan a lo largo de la punta mico-
rrizica, presentando agregados de particulas de suelo.
Esta secuencia coincidié en > 98 % de similitud con
una secuencia de punta de raiz EcM de Fagus gran-
difolia en Veracruz, México, correspondiendo al linaje
EcM de /laccaria (GenBank #KJ026729; Garay-Serrano
et al., 2012). También coincidié en 99 % de similitud
con esporomas identificados como Laccaria vinaceo-
brunnea recolectados en los mismos bosques de Ixtlan
de Juérez por Rodriguez-Gutiérrez et al. (2020). Este
taxén se reporté en asociacion con Quercus en Costa
Rica, en un estudio sobre patrones biogeograficos y de
diversificacion del generd Laccaria (Wilson et al., 2017).

Morfotipo M9: Laccaria Berk. & Broome, Annals and Magazine of
Natural History 12: 370 (1883)

SH1553082.08FU con P, patula (Figura 1K)

Morfotipo con ramificaciéon dicotémica, de coloracién
ocre opaco, con extremo distal cilindrico. La superficie
del manto es visible, semitransparente, cubierta de hi-
fas emanantes a lo largo de la punta micorrizica, con
ausencia de rizomorfos. Esta secuencia coincidié en >
99 % de similitud con una secuencia de punta de raiz
EcM de Oreomunnea mexicana reportada en Oaxaca,
México (GenBank #KR135339). Hasta ahora este taxén
se ha reportado solo para México. Por lo tanto, se de-
tectd aqui por primera vez asociado a coniferas.

Morfotipo M10: Tuber cf. separans Gilkey, University of California
Publications in Botany 6: 315 (1916)

SH1561434.08FU con P, patula (Figura 1L)

Morfotipo coraloide, formado por ramificacion dico-
tédmica, de coloracién ocre a marrén amarillento, ocu-
rriendo en pequefias cantidades en cada raiz terminal,
con ausencia de rizomorfos. El extremo distal es cilin-
drico, con apice elipsoide. El manto no es transparen-
te, por lo tanto, las células corticales no son visibles y
presentan cistidios densamente cortos y espinosos en
toda la superficie del manto. Estas secuencias coinci-
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dieron en > 98 % de similitud con secuencias de espo-
romas de Tuber cf. separans (GenBank # KC152263)
y de puntas de raiz EcM asociados a Pinus montezu-
mae en la Faja Volcanica Transmexicana de México
(GenBank #JN704827; Garibay-Orijel et al., 2013). De
acuerdo con el nimero de secuencias de esta SH en
UNITE (16 registros), este taxén ha sido reportado en
México y en Estados Unidos, en asociacién con varias
especies de Pinus.

Morfotipo M11: Rhizopogon succosus A.H. Sm., Memoirs of the
New York Botanical Garden 14: 89 (1966)

SH1562186.08FU con P, patula (Figura 1M)

Morfotipo de tipo coraloide, formado por ramificacion
dicotémica, de coloracién blanca, con presencia de ri-
zomorfos de reduccién gradual en los puntos de rami-
ficacion. La morfologia del extremo distal es gradual-
mente agrandada. El manto es poco visible, cubierto
por una red de hifas de distribucién no especifica. Esta
secuencia coincidié en > 99 % de similitud con un es-
poroma identificado como Rhizopogon superiorensis
var. mexicana y recolectado en Michoacén, México
(GenBank #KJ595011). Rhizopogon superiorensis var.
mexicana fue descrita de Chiapas, México por Hos-
ford y Trappe (1980), posteriormente Miller (1986) la
sinonimizé con R. succosus. Esta especie fue citada
del noreste de México asociada a bosques de pino y
pino-encino por Cazeres et al. (1992). Por lo tanto, R.
succosus se conoce en México de Chiapas, Oaxaca,
Michoacén, Nuevo Ledn y Coahuila, asi como del sur
de Estados Unidos.

Morfotipo M12: Inocybe (Fr.) Fr., Monographia Hymenomycetum
Sueciae 2: 346 (1863)

SH1577658.08FU con P, patula (Figura 1N)

Morfotipo con ramificacién dicotémico-irregular, for-
mando horquillas poco regulares de terminacién re-
dondeada (épice aproximadamente semicircular). Su
coloracién es marrén en la parte mas madura, mientras
que en la parte més joven se torna de color ocre. El
manto es visible, ligeramente brilloso, no transparente,
sin presencia de hifas. Esta secuencia coincidié en > 96
% de similitud con una sola secuencia de punta de raiz
de Castanea dentata en Syracuse, NY, Estados Unidos
(GenBank #JX030269). Debido a que el porcentaje de
similitud no alcanzé a los 97 %, es probable que esta-
mos en presencia de otra especie, pero es necesario
realizar mas estudios para definirlo.
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Figura 1. Morfotipos de las raices ectomicorrizicas de Pinus patula y Quercus crassifolia correspondiendo a 14 “Species Hypothesis” (SH)
en UNITE (Tabla 2). A: M1, Thelephora terrestris con P. patula. B: M2, Tomentella radiosa con P. patula y C: con Q. crassifolia. D: M3, The-
lephoraceae con P. patula. E: M4, Thelephoraceae con Q. crassifolia. F: M5, Lactarius con P. patulay G: con Q. crassifolia. H: Mé, Piloderma
sphaerosporum con P. patula. I: M7, Laccaria sect. laccata con P. patula. J: M8, Laccaria sect. amethystina con Q. crassifolia. K: M9, Laccaria
con P, patula. L: M10, Tuber cf. separans con P. patula. M: M11, Rhizopogon succosus con P. patula. N: M12, Inocybe con P. patula. O: M13,
Cenococcum geophilum con Q. crassifolia. P: M14, Tylospora con P. patula.

Morfotipo M13: Cenococcum geophilum Fr.,
Mycologicum 3: 66 (1829)

SH2544908.08FU con P. patula y Q. crassifolia (Figura
10)

Morfotipo sin ramificacién, ocurriendo en pequefas

Systema

cantidades o solitario a lo largo de las raices termina-

les, de coloracién negro. El manto no es transparente,
con hifas de color negro de distribucién no especi-
fica (puede ser densamente lanudo), similares a hi-
los. Su morfologia es variable respecto a la distribu-
cion, densidad y coloracién de las hifas en puntas de
raiz de P. patula 'y de Q. crassifolia. Estas secuencias




coincidieron en > 99 % de similitud con secuencias de
puntas de raices de un estudio realizado por Bowman
& Arnold (2018) sobre la distribucion de comunidades
de hongos EcM asociados con P. ponderosa (Gen-
bank #MG761352). Cabe resaltar que Cenococcum
geophilum es un hongo EcM de amplia distribucion
y se ha reportado en todo el mundo asociado a va-
rias especies de angiospermas y coniferas, de acuer-
do con la base de datos de UNITE. Esta especie ha
sido cominmente introducida de manera artificial a
los bosques desde las plantulas producidas en viveros
(Southworth et al., 2009).
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Morfotipo M14: Tylospora Donk, Taxon 9: 220 (1960)
SH1648324.08FU con P, patula (Figura 1P)

Morfotipo con ramificacion dicotémica-irregular, de
color ocre (en las partes mas jovenes el color es mas
claro), con el extremo distal aproximadamente semi-
circular. El manto es visible, con una gran cantidad de
hifas emanantes de distribucién no especifica que ro-
dean las micorrizas. Esta secuencia coincidié en > 99
% de similitud con secuencias de puntas de raiz EcM,
muestras ambientales y esporomas en bosque de Pi-
nus spp. en Estados Unidos (Genbank #KY651100;
#KP814347; Rosenthal et al., 2017) y de Pinus monte-

Tabla 2. Descripcion de las 14 “Species Hypothesis” resultando de las bisquedas BLAST de las 26 secuencias de hongos ectomicorrizicos

(EcM) en la base de datos de UNITE

. A Taxén corres- % 1D Accesién Origen Hospedero
Morfotipo Hospedero Franja/Arbol  SH (UNITE) pondiente (BLAST) (GenBank) (UNITE) (UNITE)
. SH1502189. Thelephora MG590062, Lituania, Pinus sylvestris,
M1 Pinus F2/P2,P4 . 99.0 . . .
08FU terrestris MF162213 Slovakia Picea abies
. SH1502402. Tomentella .
M2 Pinus, Quercus F1/P1,Q4 . 99.5 UDB022953 Colombia Quercus
08FU radiosa
. SH1502494. Thelephora- i
M3 Pinus F2/P1 99.2 KX816311 USA Pinus, Quercus
08FU ceae
SH1503453. Thelephora- )
M4 Quercus F2/Q3 97.6 FJ901332 USA Tsuga canadensis
08FU ceae
i SH1519194. . KX899822, i
M5 Pinus, Quercus F1/P2,Q1,Q2 Lactarius sp. 99.0 USA Pinus clausa
08FU KX899848
Piloderma ) .
. SH1544806. MG590050, Lituania, .
Mé Pinus F1/P4; F2/P3 sphaeros- 99.4 , Pinus spp.
08FU JQ711930 Canada
porum
SH1553002. Laccaria sect.
M7 Pinus F1/P1 99.2 MG274060 Espafa Quercus ilex
08FU laccata
SH1553041. Laccaria sect. . o
M8 Quercus F2/Q2 . 98.9 KJ026729 México Fagus grandifolia
08FU amethystina
. SH1553082. . . Oreomunnea
M9 Pinus F2/P4 Laccaria sp. 99.7 KR135339 México .
08FU mexicana
X SH1561434. Tuber cf. JN704827, ) Pinus montezu-
M10 Pinus F1/P1; F2/P3 98.3 México
08FU separans KC152263 mae
. SH1562186. Rhizopogon . i
M11 Pinus F2/P3 99.3 KJ595011 México no especificado
08FU succosus
. SH1577658.
M12 Pinus F1/P3 08FU Inocybe sp. 96.3 JX030269 USA Castanea dentata
X F1/P3,Q4; F2/ SH2544908. Cenococcum .
M13 Pinus, Quercus i 99.0 MG761352 USA Pinus ponderosa
P2,Q2 08FU geophilum
KY651100,
. SH1648324. . .
M14 Pinus F2/P1 08FU Tylospora sp. 99.1 KP814347, USA, México Pinus spp.
KU245965

Franja/Arbol = nimero de la franja (F) y rbol (P = Pinus patula, Q = Quercus crassifolia) donde se muestred la especie; SH = “Species Hypothesis” en UNITE

a 97% de similitud; % ID = porcentaje de similitud en BLAST con la(s) secuencia(s) mas similares a las nuestras; accesion = referencia en GenBank de la(s)

secuencia(s) mas similares a las nuestras; origen, hospedero = informacién en UNITE sobre las secuencias mas similares a las nuestras.




zumae en México (#KU245965; Garay-Serrano et al.,
2018). De acuerdo con el nimero de secuencias de
esta SH en UNITE (58 registros), es una especie abun-
dante en Norteamérica, en asociacion estricta con el
género Pinus.

Diversidad de los hongos EcM por sitio y hospedero

Las SH con mayor frecuencia fueron Lactarius sp.
(SH1519194.08FU, morfotipo M5) con cinco ocu-
rrencias, Cenococcum geophilum (SH2544908.08FU,
morfotipo M13) con cuatro y Tomentella radiosa
(SH1502402.08FU, morfotipo M2) con tres, mientras
las demas SH se detectaron en uno o en dos indivi-
duos (Tabla 2). Estos tres taxones son los Unicos que se
encontraron asociados a raices de plantas jévenes de
ambos hospederos (P. patulay Q. crassifolia). Lactarius
sp. ha sido previamente encontrada en asociacién con
otras especies de Pinus (Burke et al., 2005) y suele ser
una especie adaptada a perturbaciones con la capaci-
dad de asociarse con una amplia gama de hospederos
(aqui también con Quercus). Del mismo modo, Ceno-
coccum geophilum se considera uno de los hongos
EcM més ampliamente distribuido en el mundo (Obase
etal., 2017). Con respecto a Tomentella radiosa, se ha-
bia detectado previamente en asociaciéon Unicamente
con Quercus, por lo cual la presencia de ese hospedero
en plantaciones de P. patula potencialmente favorecié
su asociacion con Pinus. Algunas especies del género
Tomentella se encuentran entre los micobiontes mas
abundantes y diversos en las comunidades de hongos
EcM, particularmente en regiones tropicales (Jakucs &
Erés-Honti, 2008).

De las 14 SH de hongos EcM identificadas, cuatro se
encontraron exclusivamente en la franja uno, siete ex-
clusivamente en la franja dos, y tres en las dos franjas
(Tabla 2). Dado que las dos franjas tienen caracteris-
ticas de vegetacion, exposicion y altitud similares, se
esperaba tener una diversidad de hongos EcM pare-
cida en ambos sitios. Sin embargo, se asume que el
esfuerzo de muestreo no fue suficiente para llegar a
conclusiones sobre la diversidad total de hongos EcM
por sitio.

El total de SH asociadas a plantas jovenes de P. patula
en el sistema matarrasa fue de 12 (Tabla 2). Ademas de
los tres taxones mas frecuentes detectados en ambos
hospederos (i.e. Lactarius sp., Cenococcum geophilum
y Tomentella radiosa) se identifico a taxones de la fa-
milia Thelephoraceae (SH1502494.08FU), de los géne-
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ros Inocybe (SH1577658.08FU), Laccaria (SH1553082.
08FU, SH1553002.08FU), Tuber (SH1561434.08FU)
y Tylospora (SH1648324.08FU), y de las especies
Piloderma sphaerosporum (SH1544806.08FU) Rhi-
zopogon succosus (SH1562186.08FU) y Thelephora
terrestris (SH1502189.08FU). Varios de esos taxones
son comunes en bosques de Pinus spp., i.e. Rhizopo-
gon, Tuber o Tylospora, mientras otros son de amplia
distribucién en asociaciéon con una gran variedad de
hospederos, como Piloderma sphaerosporum. Espe-
cies de Thelephoraceae como Thelephora terrestris
son conocidas por su adaptacién a perturbaciones o
a sitios bajo manejo forestal (Rasmussen et al., 2018;
Vasutova et al., 2018) por lo cual no es sorprendente
detectarlos en nuestro estudio. En el caso de Inocy-
be (SH1577658.08FU, previamente conocido en aso-
ciacién con Castanea) y Laccaria (SH1553082.08FU,
previamente conocido en asociaciéon con Oremunea),
su identificacion en raices EcM de plantas jovenes de
Pinus patula indica que esos taxones tienen la capaci-
dad de asociarse con una gama de hospederos mas
amplia que lo previamente conocido. Varias especies
de Inocybe y Laccaria son conocidas por asociarse con
plantulas en sus primeras etapas de desarrollo, por lo
que se consideran como especies pioneras en el pro-
ceso de sucesién de hongos EcM (Ishida et al., 2008).
Sin embargo, tales ejemplos ilustran la falta de cono-
cimiento sobre los hongos EcM neotropicales y la ne-
cesidad de llevar a cabo més estudios sobre el tema
(Corrales et al., 2018).

Al comparar la comunidad de hongos EcM detectada
en las raices de plantas de P. patula de tres afos contra
los resultados reportados en adultos (25-30 afios) en
los mismos bosques (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2020),
encontramos que no se comparte ninguna especie de
hongos EcM. Las Unicas dos especies encontradas en
ambos estudios fueron esporomas identificados como
Laccaria laccata (100 % de similitud con el morfotipo
M7) y Laccaria vinaceobrunnea (99 % de similitud con
el morfotipo M8) por Rodriguez-Gutiérrez et al. (2020).
Esos resultados confirman la necesidad de enfocar es-
tudios sobre hongos EcM en plantas jévenes dado que
existe una sucesion de hongos en las raices de los hos-
pederos EcM. En consecuencia, los hongos presentes
en plantas adultas de P. patula no corresponden con
los hongos de las etapas tempranas de su desarrollo y
no se pueden proponer como candidatos para proyec-
tos de micorrizacién y de reforestacion.




El total de SH asociadas a plantas jovenes de Q. cras-
sifolia en el sistema matarrasa fue de 5 (Tabla 2). Ade-
mas de los tres taxones més frecuentes detectados
con ambos hospederos (i.e. Lactarius sp., Cenococcum
geophilum y Tomentella radiosa), se identifico a Lacca-
ria sect. amethystina (SH1553041.08FU) previamente
conocida en asociacion con especies de Quercusy Fa-
gus en México y Centroamérica (Wilson et al., 2017).
También se identific6 un taxén de Thelephoraceae
(SH1503453.08FU) previamente conocido en asocia-
cién con plantulas de coniferas (Tsuga canadiense),
por lo cual su presencia en plantaciones de P. patula
potencialmente favorecié su asociaciéon con Quercus.
En resumen, este estudio nos indica que, después de 3
afos de la extraccién total de la vegetacién en la zona
de matarrasa, la diversidad de hongos ECM asociados
a P. patula (12 SH) es mayor que la de Q. crassifolia (5
SH, Tabla 2). Este resultado no es sorprendente dado
que las plantulas de Q. crassifolia crecen de manera
espontadnea en las franjas con una densidad mucho
menor a la de P. patula. Ademas, las plantulas de P,
patula pueden traer cierta diversidad de especies de
hongos EcM exdticas desde el vivero donde fueron
producidas, como el caso de Thelephora terrestris y
Cenococcum geophilum (Angeles-Argaiz et al., 2016;
Southworth et al., 2009).

En general, la composicién de hongos EcM encontra-
dos en este trabajo es similar a las especies que se
reportan en otros estudios relacionados con las comu-
nidades EcM en rodales de P. ponderosa y P. contorta
maduros (con edades mayores a 100 afios) como son:
Cenococcum geophilum, Inocybe, Rhizopogon, To-
mentella, Lactarius, o Thelephora (Garcia et al., 2016).
En otro estudio sobre los cambios espaciotemporales
en las comunidades de hongos EcM asociados a P.
montezumae, se encontraron los géneros Cenococ-
cum, Laccaria, Tomentella, Inocybe y Lactarius, entre
otros taxones similares a este estudio (Reverchon et al.,
2010).

Aplicaciones del conocimiento sobre los hongos EcM al manejo
forestal

Varios estudios han demostrado los efectos de la ino-
culacién de hongos ECM con especies forestales de
interés econémico. Por ejemplo, se evalué la eficacia
de los hongos EcM Laccaria laccata y Thelephora te-
rrestris en el crecimiento y desarrollo micorrizico de
pléantulas de P. patula y se encontraron valores signi-
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ficativos en la altura y el peso de las plantulas (Reddy
y Natarajan, 1997). Por su parte, Selosse et al. (2000)
evaluaron el efecto de la inoculacién del hongo EcM
Laccaria bicolor con Pseudotsuga menziesii (Pinaceae)
y encontraron que las plantulas inoculadas aumenta-
ron en un 60 % el volumen total de madera producida
en 8 afos después de la siembra, en comparacién con
los arboles no inoculados. En otro estudio, plantas de
P patula y P. greggii inoculadas con Lacaria laccata,
Suillus pseudobrevipes y Boletus clavipes presentaron
valores medios mas altos en altura, peso seco y dia-
metro del tallo, en comparaciéon con el testigo (Carre-
ra-Nieva y Lopez-Rios, 2004). Con respecto a lo ante-
rior, los hongos EcM encontrados en este estudio, en
particular especies nativas de los géneros Laccaria e
Inocybe y de la familia Thelephoraceae, podrian eva-
luarse para conocer los efectos de su inoculacién sobre
el crecimiento y desarrollo de plantulas de P. patula en
vivero. Es necesario evaluar primero la eficiencia de las
inoculaciones sobre el crecimiento de plantulas de P,
patulay la obtencion de inéculo en cantidad adecuada
(usando esporomas o cultivos de cepas). Por lo tanto,
los hongos EcM identificados en ese estudio podrian
ser utilizados para la produccién masiva de plantulas
en viveros a nivel local y regional, ya que P. patula es
una especie forestal de gran importancia ecolégica y
econdémica en toda la Sierra Judrez de Oaxaca.

Las asociaciones EcM son integrales para la salud de
los bosques, su productividad y la recuperaciéon por
perturbaciones (Rudgers et al., 2004). Por lo tanto, los
hongos EcM son clave para la efectividad en el esta-
blecimiento de las plantulas de P. patula en las fran-
jas de matarrasa. Teniendo en cuenta que los sitios de
muestreo seleccionados contaban con caracteristicas
similares (reforestacién con P. patula y rebrotes de
Quercus nativos), podemos afirmar que la proximidad
del bosque, con una vegetacion nativa y sana de pi-
no-encino contigua a las franjas, favorece a la diversi-
dad de hongos EcM en las plantaciones de P. patula. La
diversidad de hongos EcM es un componente esencial
en la resiliencia del ecosistema al cambio (Klein et al.,
2016). Gracias al banco de hongos EcM en los suelos
forestales en la cercania de las plantaciones, la adap-
tabilidad ecoldgica de P. patula en los rodales frente
a estreses ambientales, tales como sequias o cambio
climético global, se ve favorecida. Es necesario estu-
diar las interacciones planta-suelo entre especies de
plantas en condiciones naturales y en plantaciones. Sin




embargo, por la proximidad del bosque nativo, el sis-
tema matarrasa permite el manejo sustentable de los
bosques por mantener la diversidad de microorganis-
mos en el suelo y permitir la regeneraciéon del bosque
nativo desde el banco de esporas de hongos EcM en
el suelo (Policelli et al., 2020).

Las redes de hongos EcM en el suelo son un compo-
nente importante del ecosistema y pueden ser bene-
ficiosas para la supervivencia y el crecimiento de las
plantulas (Garcia et al., 2016). A los pocos dias de su
germinacion, las raices finas de P. patula son coloni-
zadas por hongos EcM que desempefian un papel
importante en la funcién y dindmica de comunidades
de plantas por su interacciéon mutualista (Peay et al.,
2008). Lo anterior nos lleva a determinar que P. patula
puede establecerse de manera exitosa mediante re-
forestaciones en las franjas de matarrasa porque sus
raices logran ser colonizadas por hongos EcM, algunos
de los cuales comparte con Q. crassifolia. Para reforzar
los resultados de esta investigacidn, es necesario reali-
zar estudios en una mayor cantidad de sitios de mues-
treo, en las diferentes épocas del afio y con arboles
de distintas edades, de manera que se pueda conocer
con mayor claridad la diversidad global de los hongos
EcM en toda el drea que abarca el sistema matarrasa.
Sin embargo, este trabajo permitié fortalecer el cono-
cimiento sobre la interaccidn simbidtica de los hongos
EcM con la especie forestal maderable P. patulay otras
especies de importancia econémica en el bosque de
Ixtlan de Juarez.

CONCLUSIONES

Los hongos EcM juegan un papel esencial en el esta-
blecimiento y el funcionamiento de las poblaciones de
P. patulay de Q. crassifolia en las franjas en el sistema
matarrasa, y son un factor crucial en la salud de las es-
pecies forestales de potencial econémico. Los resulta-
dos obtenidos en este estudio permitieron caracterizar
la diversidad de los hongos EcM més frecuentes en las
raices de individuos jovenes de P. patulay de Q. crassi-
folia, mediante su descripcién morfolégica e identifica-
cién molecular. Ese trabajo servird como punto de par-
tida para estudios futuros sobre las interacciones que
se dan entre los hongos EcM y las especies forestales
en el sistema de aprovechamiento matarrasa en la Sie-
rra de Judrez, ya que tienen implicaciones importantes
sobre las especies utilizadas en el aprovechamiento
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forestal maderable. Se sugiere indagar mas sobre los
resultados de las SH encontradas en este estudio, por
ejemplo para utilizarlas como inoculo en la produccién
de plantas de P. patula en vivero e incluir a los hongos
EcM en los planes de manejo forestal sustentable en la
comunidad de Ixtlan de Juérez.
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