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Resumen

Los bosques son un factor clave en cuanto a la regulacion del clima, ademas, proporcionan
bienes y servicios de forma directa o indirecta. Sin embargo, los principales desafios que
actualmente se presentan en los bosques son los incendios forestales y la deforestacion,
ocasionando cambio climatico y un aumento en los gases de efecto invernadero. Una de las
soluciones que se han manejado para enfrentar este problema son los programas de
reforestacion; sin embargo, las plantas presentan un bajo indice de supervivencia ya que son
abandonadas después de su establecimiento. En la zona arida de México podemos encontrar
la especie Pinus cembroides, la cual es usada para repoblar bosques debido a su amplia
adaptabilidad y resistencia a condiciones adversas. Ademas, su semilla es comestible y
genera fuente de ingresos para las personas que la colectan, gracias a esto tiene un gran
potencial para la restauracién ecoldgica. Este género presenta una afinidad por la asociacion
micorricica, la cual tiene efectos positivos sobre el crecimiento de las plantas, la sanidad
vegetal y la proteccion contra el estrés bidtico y abidtico. Uno de los principales objetivos en
la reforestacion es lograr la supervivencia en campo y la resiliencia de las plantas en entornos
dificiles, de alli radica la importancia de identificar hongos ectomicorricicos asociados a esta
especie para poder cultivarlos y llevarlos a la inoculacién en invernadero. El objetivo de la
presente investigacion fue aislar e identificar hongos ectomicorricicos de raices de pino
pifionero y determinar su crecimiento en diferentes medios de cultivo. Se realizé un muestreo
de raices de P. cembroides en 10 rodales ubicados en la sierra de Coahuila y Nuevo Leon.
Las muestras de raices se desinfectaron y se aislaron en PDA; posteriormente se identificaron
molecularmente a través de la extraccion de ADN, utilizando la PCR para la amplificacion
de la region ITS y finalmente, la secuenciacion de dicha region para compararla e
identificarla en bases de datos. Se evaluaron las cepas obtenidas en medios PDA, MNM y
BAF para seleccionar el medio de cultivo que mas favorecia el crecimiento de los hongos.
Se obtuvieron un total de 34 cepas de las cuales, 8 se consideran endoéfitas, 5 ectomicorrizas,
3 ectomicorrizas no verdaderas, 6 saprofitos de madera y 12 patogenos. De las cepas
evaluadas los medios que propiciaron su mayor crecimiento fueron: para el género
Podospora sp. y Russula sp. fue PDA, para Phialocephala fluminis y Tuber mexiusanum fue
MNM, para las cepas del género Tuber sp. y Meliniomyces sp. los medios BAF y MNM y
para la cepa Melanogaster ambiguus presento buen crecimiento en los medios PDA y BAF.
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Los resultados obtenidos pueden ser utilizados en estudios posteriores tanto in vitro,
invernadero y campo, para poder fortalecer el crecimiento y supervivencia de P. cembroides

para ser utilizada en la restauracion de bosques.

Palabras clave: Pinus, in vitro, ectomicorrizas, identificacion, asilamiento, BAF, MNM,
PDA.
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l. INTRODUCCION

México cuenta con 49 de las 120 especies del género Pinus identificadas en el mundo, 22
son endémicas y 10 corresponden a pino pifionero. Estas especies son de gran relevancia para
las zonas aridas del pais, ya que en ocasiones constituyen el Gnico recurso forestal y son
reconocidas por su amplia adaptabilidad y resistencia a condiciones adversas, 1o que les
confiere un estatus de especies con gran potencial para la restauracion ecoldgica (Pérez et
al., 2019).

Los bosques desempefian un papel clave en la regulacion del clima en el planeta y brindan
bienes y servicios de forma directa o indirecta, entre ellos tenemos la tala que es la actividad
que tiene mas presencia econémica en México (Moctezuma y Flores, 2020), lefia, madera
que se utiliza para construccién de casa o muebles, resinas, pulpa y semillas comestibles que
se recolectan en el bosque (Sanchez-Gonzélez, 2008). Para el 2021 el Sistema Nacional de
Informacion Forestal registrd 48, 077 incendios sobre 3, 241, 191 hectareas en toda la
Republica Mexicana, la mayoria de ellos fue ocasionado por actividades agricolas y por
actividades ilicitas (SNIF, 2024). La deforestacion es la segunda causa del cambio climatico
en el mundo, se le atribuye un aumento entre 25% y 30% de gases efecto invernadero a este
proceso (Jarquin, 2022). La mayoria de las reforestaciones en México presentan un
porcentaje bajo de supervivencia en campo debido a que las plantas son abandonadas después
de su establecimiento (Sandoval-Garcia et al., 2023). Es por eso que resulta necesario utilizar
plantas resistentes a las condiciones climaticas edafoldgicas, que posean buenas condiciones

fenoldgicas y sean de rapido crecimiento (Castrejon et al., 2021).

Pinus cembroides puede constituir una fuente complementaria de captura y almacenamiento
de carbono, ademas, suministra bienes a los pobladores locales como lefia y madera de corta
dimensién, resina, arboles de ornato, alimento e ingresos econémicos por la venta de su
semilla (pifion). Por su amplia adaptabilidad y tolerancia a condiciones extremas, ha sido
utilizada para proyectos de reforestacion y restauracion ecologica (Alatorre et al., 2020;
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Cuevas-Cruz y Aquino-Ramirez, 2020). Todas estas caracteristicas hacen que esta especie
sea considerada en la lista de especies prioritarias para la Comisién Nacional para el
Conocimiento y uso de la Biodiversidad con fines de conservacion, reforestacion y
restauracion (Castrejon et al., 2021). Sin embargo, Meéxico presenta un acelerado proceso de
deforestacion y erosion, por lo que es de suma importancia buscar recursos para la
restauracion de bosques templados (Garibay-Orijel et al. 2013). El género Pinus tiene
afinidad por la asociacion micorricica; en esta simbiosis, las raices generan las condiciones
propicias para el crecimiento de hongos (Carrillo-Saucedo et al., 2022), los cuales
promueven el crecimiento, la transferencia nutrimental y la supervivencia en campo de
diversas especies vegetales de importancia forestal donde absorben, movilizan y translocan
nutrientes como fosforo, nitrégeno, agua y micronutrientes del suelo hacia las plantas
(Martinez 2010) vy, de manera inversa, las plantas aportan monosacaridos a los hongos. Esta
simbiosis tiene efectos positivos sobre el crecimiento de las plantas, la sanidad vegetal y la
proteccion contra el estrés bidtico y abiotico (Carrillo-Saucedo et al., 2022). Se han realizado
estudios con aislamientos de micorrizas de raices de pino para inocular plantulas en
invernadero con el objetivo de reintroducir los hongos autéctonos de la region, debido a que

funcionan como procesadores de los nutrientes del suelo en el bosque (Garza et al., 2002).

En un estudio realizado con Pinus pseudostrobus Lindl., se observd que las plantulas
inoculadas con micorrizas presentaron 86% de supervivencia a comparacion del 62% en
ausencia de estas (Gémez-Romero et al., 2013). También se ha observado en cuanto a la
biorremediacion, que tienen la capacidad de degradar sustancias en suelos contaminados tales
como contaminantes organicos persistentes y metales pesados (Otero-Blanca et al., 2018;
Assad et al., 2020).

Otros estudios, han informado de la eficacia de las ectomicorrizas para superar los efectos
perjudiciales del estrés abiotico, como la sequia y la salinidad (Guerrero-Galan et al., 2019).
Zuiiiga (2018) inocularon plantulas de Pinus cembroides con Laccaria proxima y la bacteria
Conhella sp. y observaron un incremento en el diametro y la altura del tallo, asi como un

aumento en la tasa fotosintética y transpiracion en comparacion de plantas sin inocular.
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P. cembroides ha sido utilizada para proyectos de reforestacion y restauracion ecoldgica, no
obstante, las poblaciones de esta especie se ven amenazadas por las actividades
antropogénicas y principalmente por la recoleccion excesiva de la semilla. Uno de los
principales objetivos en la reforestacion es lograr la supervivencia de P. cembroides en
campo Y la resiliencia de las plantas en entornos dificiles, por lo que es de gran importancia
identificar hongos ectomicorricicos asociados a esta especie. El objetivo de la presente
investigacion fue aislar e identificar ectomicorrizas de raices de pino pifionero ubicados en

el noreste de México y determinar su crecimiento en diferentes medios de cultivo.
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1.2 Hipotesis
Se aislaran cepas de hongos ectomicorricicos de raices de Pinus cembroides y al menos un
medio de cultivo generara mejor respuesta en el crecimiento y desarrollo in vitro de los

hongos.

1.3 Objetivo general
Aislar e identificar ectomicorrizas asociadas a pino pifionero y reproducirlas en diferentes

medios de cultivo.

1.3.1 Objetivos especificos

1. Aislar ectomicorrizas de raices de Pinus cembroides y cuerpos fructiferos en rodales

de esta especie ubicados en los estados de Coahuila y Nuevo Leon.

2. ldentificar por métodos moleculares mediante la amplificacidn y secuenciacion de la

region ITS de las cepas de ectomicorrizas aisladas.

3. Cultivar las cepas de ectomicorrizas asociadas a pino pifionero aisladas en medios de
cultivo BAF (biotina-aneurina- acido folico), MNM (Melin-Norkrans modificado) y
PDA (agar papa-dextrosa).

4. Evaluar los medios de cultivo que inducen la mejor respuesta de crecimiento in vitro

de las cepas de ectomicorrizas aisladas.
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1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Género Pinus

Las especies de pino son originarias del hemisferio norte y en el continente americano se
localizan desde los 66°00'00"N en el norte de Canada Yy hasta los 12°00’00"”N hacia el sur de
Nicaragua. En las sierras Madre Oriental y Occidental de México se asienta la mayor
diversidad del género Pinus (Pinaceae) en el mundo, con alrededor de 400 taxones
(Moctezuma y Flores, 2020).

Los arboles pertenecientes son perennifolios, mas o menos resinosos, con hojas aciculares en
forma de aguja, cuentan con ramas delgadas. Su altura varia con la especie y de la calidad
del sitio, van desde arboles pequefios de 5-10 m como lo es el P. cembroides hasta 50 m o
mas como el P. ponderosa. La corteza generalmente es lisa y delgada en arboles jovenes y
gruesos, rugosos y asperos en los viejos. Su color puede ser moreno a moreno rojizo, unas
veces casi negro o ceniciento (Rodriguez-Trejo y Quiahua, 2021).

Los ecosistemas forestales son primordiales en el ciclo del agua, fijadores de nitrogeno,
refugio natural de la flora y fauna y se les cataloga como una de las soluciones ante el cambio
climatico por su contribucién a la mitigacion de los efectos dafiinos de dicho cambio. Se
estima que 5.3 millones de personas viven y dependen de los bosques por lo que son de gran

importancia ecoldgica (Moctezuma y Flores, 2020).

2.2 Pinus cembroides

El pino pifionero (Pinus cembroides) es una especie originaria de México y es una de las
especies de pino con mayor distribucion en este pais, principalmente en zonas aridas. Se
puede encontrar en los estados de Chihuahua, Durango, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas,
Veracruz, San Luis Potosi, Aguascalientes, Querétaro, Hidalgo, Zacatecas y Guanajuato; y
crece en lugares con precipitacion de 350 a 700 mm (Castrején et al., 2021; Alatorre et al.,
2020).

P. cembroides es un arbol de cinco a diez metros, posee ramas ascendentes, delgadas y

distribuidas irregularmente en el tallo. Es una especie de lento crecimiento, tarda en
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fructificar 36 meses y la produccion de la semilla se da cada cinco o seis afios (Alatorre et
al., 2020). Crece en laderas montafiosas, lomerios, cerros con pendientes secas y rocosas.
Presenta tolerancia a la sequia (resiste hasta ocho meses), crece en suelos pobres, secos,
pedregosos, calizos y calcareos, pero bien drenados y soporta suelos con pH acido o basico.
Se adapta a climas con temperaturas entre 7 a 30°C con un promedio anual de 18°C.

El bosque de P. cembroides desempefia una funcién importante en el ecosistema y en el ciclo
hidrolégico al evitar la erosion, favorecer la infiltracion del agua y restablecer los mantos
acuiferos subterraneos. Al mismo tiempo, es el habitat natural de la fauna silvestre, dado que
el 90% del volumen de su semilla producida, constituye el alimento basico de muchas aves
y mamiferos. La importancia maderera de P. cembroides es minima, pero el pifién (semilla
comestible) es de alto valor econdémico al constituir 90% de la cosecha de pifiones en la
Republica Mexicana, también se utiliza esta especie para reforestacion de zonas aridas

erosionadas (Constante et al., 2009).

2.2.1 Pinus cembroides y su interaccion con microorganismos

Pinus cembroides, cominmente conocido como pifion mexicano o pino mexicano, forma
asociaciones simbidticas con varios microorganismos incluidos los hongos micorricicos y
bacterias fijadoras de nitr6geno. Estas asociaciones juegan un papel crucial en la absorcion
de nutrientes del arbol y el funcionamiento general del ecosistema (Zufiga, 2018). Al ser una
especie que se desarrolla en ambientes con escasez de agua por baja precipitacion, suelos
pobres, secos y pedregosos, lleva a cabo asociaciones con microorganismos que hacen que
el pino reciba principalmente fésforo y nitrégeno al actuar como extensiéon de su raiz y
mejorar las condiciones nutricionales de los pinos en esta relacion simbiotica (Castrejon et
al., 2021; Carrillo-Saucedo et al., 2022).

Algunos hongos ectomicorrizicos comunes asociados con P. cembroides incluyen especies
de los géneros Rhizopogon, Suillus y Laccaria (Garza et al., 2002; Zufiga, 2018).

P. cembroides puede establecer asociaciones simbioticas con bacterias fijadoras de
nitrégeno, conocidas como diazétrofas. Estas bacterias convierten el nitrégeno atmosférico
en una forma accesible para el arbol, enriqueciendo asi el suelo con nitrégeno. Algunas

bacterias diazotroficas, como las especies del género Frankia, son capaces de formar
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asociaciones simbidticas con las raices de P. cembroides y otros miembros de la familia
Pinaceae (Teomitzi, 2014).

2.3 Micorrizas

Los hongos micorrizicos son microorganismos filamentosos que establecen asociaciones
simbidticas con las raices de aproximadamente el 90% de las especies de plantas terrestres
(Brundrett y Tedersoo, 2018). Las dos asociaciones mas importantes desde el punto de vista
ecologico y econdmico son las micorrizas arbusculares (AM) y las ectomicorrizas (ECM).
Los hongos AM que pertenecen al filo Mucoromycota (subfilo Glomeromycotina),
probablemente desempefiaron un papel crucial en la colonizacion exitosa de la tierra por
plantas hace al menos 450 millones de afos (Feijen et al., 2018). En la actualidad, los hongos
AM colonizan aproximadamente el 72% de las especies de plantas, incluidos los cultivos
mas importantes desde el punto de vista agronémico (Brundrett y Tedersoo, 2018). Se le
denomina micorrizas a la asociacion de los hongos con las raices de las plantas,
considerandose mutualista ya que comienza siendo parasitismo y termina siendo beneficiosa
tanto para el hongo como para la planta. Se estima que las micorrizas surgen desde el periodo
devédnico, se pueden encontrar actualmente en todos los ecosistemas terrestres, desde los
polos hasta los desiertos y se estima que mas de 80% de las plantas presentan este tipo de
asociacion. Las asociaciones pueden ser de seis tipos: arbusculares, orquideoides, arbutoides,
monotropoides, ericoides y ectomicorrizas. Las mas importantes por su abundancia y
distribucion en los ecosistemas son las micorrizas arbusculares y las ectomicorrizas. Las
endomicorrizas son aquellas donde el micelio penetra tanto intra como intercelularmente en
las células corticales de las raices, p. €j., los hongos micorrizicos arbusculares del Phylum
Glomeromycota. Por otro lado, las ectomicorrizas presentan un micelio que envuelve la raiz
y forma un manto, p. ej., algunos hongos del Phyla Basidiomycota, Ascomycota y
Mucoromycota (Pérez-Moreno y Read, 2004; Carrillo-Saucedo et al., 2022):

La evidencia fosil de asociaciones ECM se remonta a hace 50 millones de afos, pero los
analisis del reloj molecular sugieren que probablemente evolucionaron hace al menos 130
millones de afios (Cope et al., 2019). Las especies de hongos ECM pertenecen a uno de los
tres filos de hongos, incluidos Ascomycota (subfilo Pezizomycotina), Basidiomycota

(subfilo Agaricomycotina) o Mucoromycota (subfilo Mucoromycotina), se asocian con el

19



2% de las especies de plantas, incluidas principalmente plantas lefiosas, y desempefian un
papel crucial en varios ecosistemas forestales que cubren aproximadamente el 30% de la
superficie terrestre mundial (Tedersoo et al., 2010).

Tanto en asociaciones AM como ECM, los hongos micorrizicos no s6lo proporcionan a su
planta huésped nutrientes minerales extraidos del suelo, especialmente fosforo, nitrégeno y
potasio, sino que también confieren proteccidn contra una amplia gama de estreses bi6ticos
y abidticos (Garcia et al., 2016). A cambio, la planta entrega al hongo diversas formas de
carbono derivado de la fotosintesis. Aunque los hongos AM y ECM ofrecen servicios de
intercambio de nutrientes similares a sus plantas hospedantes, existen claras diferencias en
las estructuras que utilizan para hacerlo. Los hongos AM utilizan hipopodios como
estructuras de penetracion para atravesar la pared celular de las células epidérmicas de la raiz
y entrar en las raices de las plantas donde proliferan tanto inter como intracelularmente
(Figura 1B). En ultima instancia, forman estructuras hifales muy ramificadas Ilamadas
arbusculos en las células corticales de la raiz (Figura 1D). Por el contrario, los hongos ECM
(Figura 1A) forman una vaina o manto de hifas que recubre toda la punta de la raiz con una
red subyacente de hifas Ilamada red de Hartig (Figura 1C) esta red rodea, pero no penetra las
células epidérmicas y corticales de las plantas (Balestrini y Bonfante, 2014). Tanto el
arbusculo como la red Hartig proporcionan interfaces para el intercambio de nutrientes entre

el huésped y el hongo.
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Figura 1. Estructura de ectomicorriza y endomicorriza. A) Ectomicorrizas, B) Endomicorriza, C)

Red de Hartig, D) Arbusculos. Imagen tomada de Albornoz y Catania (2021).

Algunas de las diferencias que encontramos entre la micorriza arbuscular y la ectomicorriza,
es que la primera coloniza la mayoria de las plantas (herbaceas, arboles, antoceros y
hepaéticas, etc.) mientras que las ectomicorrizas colonizan coniferas, angiospermas (arbustos,
arboles) y algunas hepaticas. Las ectomicorrizas distribuyen principalmente nitrégeno y son
saprotrofos facultativos mientras que la micorriza arbuscular distribuye principalmente
fosforo y son biotrofos obligados. Las micorrizas AM tienen arbusculos como estructuras
para intercambiar los nutrientes y tiene un tamafio microscopico mientras las ectomicorrizas
desarrollan la Red de Hartig y tienen un tamafio macroscopico (Carrillo-Saucedo et al.,
2022).

2.3.1 Ectomicorrizas

Las ectomicorrizas son las asociaciones mas importantes desde el punto de vista ecolégico y
biogeogréafico. EI hongo cubre las raices cortas formando un manto o vaina de micelio que
engrosa las células vegetales (“tips”), las cuales pueden ser bifurcadas (Figura 2A), nodulares
o coraloides (Figura 2B). El manto que se forma alrededor de las puntas de las raices permite
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que el micelio se extienda; al extenderse, accede a un mayor volumen de suelo y aumenta
considerablemente el &rea de superficie efectiva para la absorcion de nutrientes, en contraste

con las raices desnudas (Pérez y Read, 2004; Carrillo-Saucedo et al., 2022).

Figura 2. Formas de ectomicorriza. A) Bifurcada formada por Scleroderma texense en Pinus
devoriana. Imagen tomada de Valdés et al., (2010). B) Forma coraloide en Pinus engelmannii por
el hongo Sclerodera citrinum. Imagen tomada de Salcido-Ruiz et al., (2020).

Las hifas crecen de este manto hacia afuera en el substrato y hacia dentro entre los espacios
intersticiales de las células corticales de la raiz, formando un complejo sistema intercelular
denominado "red de Hartig" (Figura 1C) que transfiere nutrientes entre células fingicas y
vegetales (Pérez y Read, 2004) y actla como una barrera mecanica que incrementa la
resistencia de la planta a enfermedades.

Los hongos ectomicorricicos (ECM) colonizan las raices de plantas lefiosas perennes donde
mejoran la absorcion de recursos del suelo a cambio de carbono fijado por sus huéspedes a
través de interacciones fisicas y bioquimicas. Las ECM pueden influir en los rasgos de las
plantas y las respuestas ambientales, mejorar la capacidad de sus huéspedes para resistir,
tolerar y recuperarse de la sequia; por ejemplo, pueden alterar la anatomia y las propiedades
hidrofilas de las raices, influyendo en la via apoplastica de absorcion de agua (Sevanto et al.,
2023). También pueden formar una extensa red de hifas en el suelo que concentra el
suministro de agua hacia las raices del huésped, particularmente en especies de hongos que
forman cordones llamadas rizomorfos (Xu et al., 2020). Si bien la colonizacion por ECM
puede reducir la biomasa y la longitud de las raices a medida que las puntas de las raices se

espesan y quedan envueltas por un manto de hifas fangicas, el acceso al agua y la
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conductancia estomatica pueden aumentar y potencialmente permitir una mayor asimilacion

de carbono y supervivencia en condiciones de sequia (Gil-Martinez et al., 2018).

Las principales estructuras que conforman las ectomicorrizas de acuerdo con lo reportado
por Chavez-Aguilar et al., (2021) son:

o Raices modificadas (tejidos vegetales y fungicos).

o Estructuras fungicas reproductivas (cuerpo fructifero conspicuo).

o Micelio externo o extramatrical, el cual estd compuesto de hifas absorbentes y
cordones miceliales y rizomorfos que se desarrollan en el suelo circundante a las
raices.

o Red de Hartig, formada a partir del micelio alrededor de las raices laterales cortas de

la planta hospedera.

Ecoldgicamente, se ha encontrado que la asociacion con hongos ectomicorricicos incrementa
la tolerancia de las plantas a la acidez, a la toxicidad por metales pesados y a las altas
temperaturas del suelo; asi mismo, contribuyen a generar resistencia a enfermedades (Dago
et al., 2023). Dicha simbiosis se forma en un 2% de las coniferas, ayudando a mantener la
biodiversidad de microorganismos en los suelos y el correcto mantenimiento de los
ecosistemas por la transferencia de agua y nutrientes, principalmente el nitrégeno (Carrillo-
Saucedo et al., 2022).

La formacion de ECM depende de factores ambientales como la disponibilidad de nutrientes,
el pH del suelo, la temperatura, la disponibilidad de agua, la aireacion, la intensidad de la luz,
la fisiologia de la planta huésped, las interacciones con los microorganismos del suelo y la

toxicidad de ciertos pesticidas (Bertoloazi et al., 2010).

2.4 Relacion planta-micorriza

Los hongos tienen un papel crucial para que las plantas puedan colonizar el medio terrestre
y responder a las condiciones ambientales cambiantes, esto es porque al formar esta relacion
entre el hongo y la planta, ambos salen beneficiados.

La gran mayoria de las plantas, incluidos los arboles forestales, forman simbiosis con hongos

micorrizicos donde méas del 90% de las raices de las plantas estan conectadas principalmente
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con los micelios de los hongos ectomicorrizicos (ECM) o arbusculares (AM). En el caso de
las simbiosis con ECM, el extenso micelio extrarradical que prolifera en el suelo permite a
los arboles forestales buscar alimento de manera eficiente y adquirir nutrientes,
particularmente N y P (Paparokidou et al., 2021). ElI P puede estar presente en formas
orgénicas e inorganicas, muchas de las cuales no son directamente accesibles a las raices de
las plantas; el micelio del hongo ECM tiene funciones especializadas para movilizar,
adquirir, metabolizar, almacenar y transportar P de estas diversas fuentes (Nehls y Plassard,
2018).

Las ECM pueden mejorar el crecimiento de las plantas al aumentar la absorcion de nutrientes
minerales y agua y aumentar la resistencia a patdgenos y estreses ambientales, puede mejorar
la capacidad de las plantas para resistir el estrés salino mediante la acumulacion de solutos
compatibles y ajustando los equilibrios osmoticos y ionicos (Yin et al., 2020).

La planta le transfiere a las ECM carbohidratos que son producto de la fotosintesis y acidos
grasos para tener el requerimiento energético para llevar a cabo sus funciones vitales y poder
formar las estructuras necesarias para la simbiosis, ya que ellos no pueden sintetizar estas
moléculas nutrimentales. Del total del producto de la fotosintesis la planta le otorga entre el
5y el 30% de carbono al hongo. A cambio, el &rbol recibe fosforo (P), nitrégeno (N) y calcio
(Ca) obtenidos del suelo, esto provoca que se evite usar abono o fertilizantes fosfatados,
ayudando al medio ambiente y evitar gastos econdémicos (Rodriguez-Trejo, 2021; Carrillo-
Saucedo et al., 2022). El intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo esta mediado
por la actividad enzimatica y se realiza en la periferia de la raiz mediante las siguientes
estructuras: hifas extrarradicales, manto o vaina del micelio y red de Hartig (Carrillo-Saucedo
et al., 2022).

Las ECM protegen a las plantas de metales pesados como lo son el plomo (Pb), arsénico
(As), cobre (Cu) y cadmio (Cd), ya que evitan que sean translocados en la planta. Las EMC
cuentan con distintos mecanismos como la union de los metales a componentes de la pared
celular como la quitina y a ciertas proteinas como la metalotioneina. EI micelio funciona
como una barrera fisica contra los metales, la absorcion intracelular y la desintoxicacion de

las vacuolas al reducir la absorcion de metales en la planta (Bertolazi et al, 2010).
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Diversos estudios han demostrado que la salinidad del suelo suele afectar la asociacion, pero
hay especies ECM tolerantes a la salinidad que generan mecanismos que protegen a la planta
de los iones los cuales son de exclusion y compartimentalizacion. Las hifas externas y el
micelio regulan la entrada de los iones a la planta y las retienen en las vacuolas. Este
mecanismo lo que hace es mantener altas concentraciones de K* y bajas concentraciones de
Na* en el citosol en las células del hongo ECM (Aguilar-Aguilar et al., 2009).

En las estructuras de la ECM, los nutrientes se transfieren desde el micelio extrarradical que
explora el suelo a las hifas que se desarrollan en la planta, a través de una vaina fangica que
rodea las raices. La colonizacion intrarradical por parte del hongo forma una estructura
especifica llamada red de Hartig. Esta red se desarrolla entre la epidermis de la raiz del
huésped y la corteza, donde se expresan varias proteinas de transporte para impulsar el
intercambio de nutrientes entre los dos socios (Becquer et al., 2019). Se han identificado y
caracterizado varias proteinas de hongos ECM involucradas en la asignacion de nutrientes
de las plantas (Garcia et al., 2017). Estudios transcriptomicos han identificado una gran
cantidad de genes de hongos o plantas que estan regulados durante la simbiosis; la regulacién
positiva 0 negativa de genes relacionados con vias de sefializacion, transporte de nutrientes
y modificaciones de la pared celular (Tang et al., 2021). Por ejemplo, la induccion del gen
LbMIiSSP7 en Laccaria bicolor es necesaria para la colonizacién de las raices de Populus, al
interactuar con el factor de transcripcion jasmonate zim domain (JAZ6), el efector simbiotico
secretado MiSSP7 actla amortiguando las vias de defensa del huésped, recientes analisis han
confirmado cierta especificidad de linaje de los MiSSP y se ha sugerido que estos genes
especificos pueden desempefiar un papel en la especificidad del huésped de la ECM (Liao et
al., 2016).

2.4.1 Clasificacion y morfotipos de ectomicorrizas

Las ectomicorrizas presentan distintas formas que pueden ser bifurcadas, trifurcadas,
dicotomicas (Figura 3A), monopddicas (Figura 3B), ramificada-bifurcada (Figura 3C),
ramificada pinada (Figura 3D) y coraloides o ramificada-bifurcada multiple (Figura 3E).
Cada especie presenta un tipo de forma y un color del micelio, a esto se le conoce como
morfoespecie 0 morfotipo. Gracias a esto podemos realizar una caracterizacion morfologia

que es un método que nos permite poder identificar macroscopicamente los tipos
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ectomicorricicos a nivel de género, y a través de observacion microscopica determinar
aspectos de la ectomicorriza como forma, color y estructura del manto (Garza et al., 2002;
Galindo-Flores et al., 2015).

Figura 3. Morfologia de Ectomicorrizas. A) Dictomicas. B) Monopdédicas. C) Ramificada-
bifurcada. D) Ramificada-pinada E) Ramificada-bifurcada multiple. Imagen extraida y modificada
de Garibay-Orijel et al., (2013).

Existe una metodologia de identificacion que siguen la mayoria de los investigadores, la cual
es llamada DEEMY que es un sistema de informacion para la determinacion y caracterizacion
de ectomicorrizas donde hay claves para determinar la longitud, morfotipo de la micorriza,
el color, tipo de ramificacion, entre otras caracteristicas mas que sirven como descriptores de
las ectomicorrizas.

En la Figura 4 se observa una ectomicorriza formada por el hongo Hebeloma mesophaeum
en Pinus montezumae, esta formada por ramificaciones dicotdmicas, se puede observar el
manto semitransparente y las puntas son cilindricas, blancuzcas no infladas. Las

terminaciones no ramificadas tienen forma recta de color marrén a café oscuro.

Figura 4. Morfotipo de ectomicorriza formada por el hongo Hebeloma mesophaeum en Pinus
montezumae. Modificada y extraida de Garibay-Orijel et al., (2013).
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En la Figura 5 se observa una ectomicorriza del hongo Hebeloma helodes formada en P.
montezumae que tiene ramificaciones dicotdmicas, sus terminaciones son ramificadas con
forma recta de color café a claro. Su manto es delgado, liso y tiene textura felposa a
algodonosa con hifas delgadas y blancas traslucidas. Esta ectomicorriza se encuentra en el

Popocatépetl e Iztaccihuatl.

Figura 5. Morfotipo de ectomicorriza formada por el hongo Hebeloma helodes en Pinus
montezumae. Modificada y extraida de Garibay-Orijel et al., (2013).

En la Figura 6 se observa el morfotipo de una asociacion ectomicorriza formada por el hongo
Cadophora finlandica 'y P. montezumae, tiene forma monopodial pinada dicotdmica, sus
ramas tienen diferente longitud color café, las terminaciones tienen forma reta con puntas
cilindricas color verduzco. EI manto esta en las puntas y es fibroso a algodonoso con hifas
de color gris. La distribucién geografica de esta ectomicorriza es en el nevado de Toluca

Ajusco, Iztaccihuatl, Popocatépetl y San Andrés.

Figura 6. Morfotipo de ectomicorriza formada por el hongo Cadophora finlandica y Douglas P.
montezumae. Modificada y extraida de Garibay-Orijel et al., (2013).
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En la Figura 7 se encuentra el morfotipo de un sistema micorricico formado por Peziza sp. y
P. montezumae, se dividen 2 ramas color ambar, pardo y café oscuro, las puntas estan
ligeramente infladas disminuyendo con la edad de color blancuzco, amarillento o grisaceo,
en las zonas donde son evidentes, el manto tiene un color café grisaceo. Estas se reportaron

en el Nevado de Toluca, Malinche e Iztaccihuatl.

Figura 7. Morfotipo de ectomicorriza formada por el hongo Peziza sp. y P. montezumae.
Modificada y extraida de Garibay-Orijel et al., (2013).

2.4.2  Especies de hongos ectomicorricicos

Las asociaciones ectomicorricicas se forman por hongos pertenecientes a los Phyllum
Basidiomycota y Ascomycota, los cuales se estima que son mas de 5000 spp y el Phyllum
Zygomycota, con cerca del 3 al 5% del total de especies de gimnospermas y angiospermas.
Estos hongos se asocian con plantas lefiosas como lo son arboles del género Pinus, Abies,
Fagus, Quercus, Carpinus y Alnus, entre otros (Gutiérrez et al., 2019).

A nivel mundial se han identificado aproximadamente 300 especies de ectomicorrizas
introducidas con al menos 54 géneros de ectomicorrizas registrados en plantaciones de pinos,
entre ellos: Amanita, Astraeus, Boletus, Clavulina, Cortinarius, Gautieria, Gomphidius,
Hebeloma, Inocybe, Laccaria, Lactarius, Pisolithus, Ramaria, Russula, Scleroderma,
Suillus, Thelephora, y Tricholoma. Taxones pertenecientes a Wicoxina, Suillus, Rhizopogon,
Laccaria, Pisolithus y Scleroderma tienen adaptaciones ecoldgicas que les permiten
establecerse en estadios tempranos asociados a hospederos de la familia Pinaceace,
principalmente (Baeza et al., 2021).

Laccaria es un género que muchas de sus especies son consideradas los principales hongos
ectomicorricicos en todo el mundo, son pioneras en su habitat y se utilizan como modelo para

el estudio de la simbiosis ectomicorricica. Esta especie se ha utilizado para micorrizar a
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géneros como Betula, Pinus, Quercus, Pseudotsuga, entre otros (Rodriguez- Gutierrez et al.,
2019).

De los géneros Laccaria y Suillus podemos encontrar las especies Laccaria
trichodermophora y Suillus tomentosus las cuales se asocian a arboles juveniles en bosques
templados permiten a la planta absorber y transportar nutrientes tales como P, K, NH4, NO3
y agua. Estas especies se utilizan como inoculantes del género Pinus y han dado resultados
positivos en la colonizacion del hongo y en el crecimiento de la planta (Galindo-Flores et al.,
2015).

A pesar de su importancia, en México sélo se han descrito las micorrizas como: Laccaria
bicolor en Pinus montezumae; Boletus clavipes, Laccaria laccata y Suillus pseudobrevipes
en P. patula y S. pseudobrevipes en P. greggii (Carrera-Nieva y Ldpez-Rios, 2004);
Pisolithus tinctorius en Eucalyptus urophylla 'y P. greggii; Boletus rubropunctus en Quercus
sp.; P. tinctorius y Scleroderma texense en P. devoniana y P. pseudostrobus (Valdés et al.,
2010); L. bicolor, L. laccata, L. proxima, Hebeloma alpinum, H. leucosarx y H. mesophaeum
en P. patula y P. pseudostrobus. Ya que las ectomicorrizas tienen poca variacion morfologica
como para poder diferenciar especies cercanas, actualmente para su caracterizacion se
emplea un esquema que combina la morfologia y las secuencias de ADN (Garibay-Orijel,
2013).

2.4.3 Uso de ectomicorrizas para el cultivo del pino

En la repoblacion forestal, la planta que se utiliza es de vital importancia, una planta de
calidad se vera determinada por su origen y por el manejo al que se le dé en la fase de
produccion en el vivero, anteriormente para determinar si una planta tenia calidad, se
verificaba su estado con el tamafio de la parte aérea, ahora se toma en cuenta la calidad del
sistema radicular y como la mayoria de los arboles de los bosques tienen ectomicorrizas estas
son tomadas a consideracion para su valoracion (Pera y Parladé, 2005).

Algunos estudios indican que en viveros donde la micorrizacion no esti presente o se
encuentra en baja densidad, existen problemas como baja disponibilidad de nutrientes y bajo
crecimiento, por ende. En muchos viveros que no cuentan con una poblacién natural de

hongos, es necesario introducirlos y utilizar técnicas de inoculacion con el fin de mejorar la
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calidad de la planta destinada a reforestar, provocando altos costos y esfuerzos por lo que es
importante elegir especies con mayor capacidad de colonizacion, dosis Optimas de

inoculacion y méetodos mas eficientes (Parladé, 2005; Martinez et al., 2016):

Las técnicas que se han usado con mayor frecuencia para la inoculaciéon son: micelio del
hongo crecido en un sustrato enriquecido con solucion nutritiva que consiste en la produccion
del micelio en condiciones libres de otros microorganismos y obtener suficiente micelio para
aplicarlo en plantas, suspensiones de esporas en distintos medios que se obtienen de cuerpos
fructiferos recolectados en bosques o en plantaciones, éstas se incorporan al agua para el
riego o se mezclan en el sustrato del cultivo; algunas desventajas de estas Gltimas son el no
saber si las esporas son viables y encontrarlas depende de las estaciones en donde se

desarrolla el cuerpo fructifero (Pera y Parladé, 2005).

2.5 Cultivo de hongos ectomicorricicos
Para poder estudiar las especies fungicas, se utiliza el crecimiento de los hongos
ectomicorricicos en medios de cultivo sélidos, donde se pueden evaluar variables como el
didmetro de las colonias y su velocidad de crecimiento para investigaciones y bioensayos.
Conocer las caracteristicas bioldgicas y fisioldgicas de micelios y la afinidad que presentan
con hospedantes, es importante para la produccion del indculo para elegir de manera
adecuada las especies que se inocularan en los viveros (Chavez et al., 2009). Si el objetivo
es la micorrizacion en planta, se utilizan medios liquidos. El crecimiento de los hongos es
afectado por el pH, temperatura y la composicion de los medios (Chavez et al., 2009). Se han
utilizado diversos medios donde se hacen variaciones como las fuentes de nitrégeno, carbono
y las vitaminas (Rodriguez et al., 1992); entre los medios de cultivo mas importantes estan
el BAF (biotina-aneurina-acido félico), PDA (papa-dextrosa-agar) y MNM (Melin-Norkrans
modificado), estos medios se han utilizado en muchas especies obteniendo buenos resultados

en el desarrollo del micelio y el crecimiento de este (Chavez et al., 2009).

Diversos trabajos se han enfocado en comparar como se desarrollan los hongos en los
diferentes medios de cultivo; Guin (2022) evalué el crecimiento de 4 cepas de Lactarius
deliciosus en medio PDA, MNM y BAF a distintos niveles de pH observandose que los

mayores valores de velocidad media de crecimiento, produccion de biomasa y crecimiento
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radial se dieron utilizando el medio BAF. Guin-Po (2021) analiz6 6 cepas de las especies
Suillus granulatus, S. luteus, y S. bellinii evaluando la biomasa, velocidad media de
crecimiento y crecimiento radial en medio BAF, MNM y PDA observandose un aumento en

la biomasa en el medio PDA y BAF.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

AISLAMIENTO DE HONGOS ECTOMICORRICICOS

3.1 Sitios de muestreo
El muestreo de raices se realizo en 10 rodales de Pinus cembroides ubicados en los estados
de Coahuila y Nuevo Ledn en los meses de enero-marzo del 2023 (Figura 8). Se realizo la
bdsqueda de ectomicorrizas asociadas a esta especie de pino en localidades separadas al
menos 10 km de distancia entre si. Para el estado de Coahuila se muestred el Cafdn de
Caballos, ubicado en el municipio de Saltillo; Sierra Escondida, EI Recreo, La Herradura,
Cedritos y Montebello localizados en el municipio de Arteaga; para el estado de Nuevo Ledn
se muestred la localidad de San Juanito, San Felipe, La Rosita, ubicados en el municipio de
Aramberri y San Antonio de la Osamenta, ubicado en el municipio de Santa Catarina. Las
coordenadas de colecta y algunas condiciones ambientales de cada sitio de muestreo se

indican en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Ubicacion geografica y caracteristicas de los sitios de muestreo.

Localidad Latitud Longitud Estado [Temperatura] Tipo de suelo
media anual
Cafion de Caballos  [25°14'47.63465" N |100°53'07.84644" W |Coahuila|13.2°C Franco-arenoso
Cedritos 25°28'12.31154" N [100°37'20.48448" W |[Coahuila [13.3°C Franco-limoso
El Recreo 25°16'24.74047" N [101°01'23.77704" W |Coahuila [17.0°C Franco-limoso
Sierra Escondida 25°13'10.66620" N [100°45'21.14640" W (Coahuila [16.7°C Franco-arenoso
La Herradura 25°21'30.50316" N [100°48'14.94360" W [Coahuila |15.4°C Franco-limoso
La Rosita 24°10'40.62493" N [99°54'38.60914" W  [Nuevo |16.3°C Franco-limoso
Leon

Montebello 25°17'18.78454" N [100°32'43.07064" W |Coahuila [12.3°C Franco-limoso
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San Antonio de la 25°29'13.26275" N [100°32'50.59536" W |Nuevo |12.1°C Franco-limoso
Osamenta Ledn
San Felipe 24°34'55.21087" N [100°00'10.88604" W [Nuevo [13.8°C Franco-limoso
Ledn
San Juanito 24°23'36.34544" N [99°55'10.09970" W [Nuevo |15.3°C Franco-limoso
Ledn
\
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Figura 8. Sitios de muestreo de raices micorrizadas de Pinus cembroides en rodales ubicados en los
estados de Coahuila'y Nuevo Leon.
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3.2 Muestreo

Se seleccionaron los sitios de muestreo antes mencionados aproximadamente de 1.0 ha poco
perturbados. Dentro de cada rodal, se seleccionaron 20 pinos pifioneros al azar separados por
al menos 8 m entre si. Debajo de cada arbol, a una distancia de 1.5 m de la base del arbol, se
realizaron dos pozos de 5 cm de profundidad diametralmente opuestos siguiendo las
indicaciones de Tedersoo et al., (2010) con la ayuda de un pico (Figura 9). La herramienta
se desinfectd previo al muestreo de cada rodal con sales cuaternarias de amonio Saniquat
10® y un pafio. Se obtuvieron raices de ambos lados del pino y se seleccionaron aquellas con
morfologia tipica de ectomicorrizas (morfologia coraloide, dicotomica, irregular pinnada o
piramidal) tomando en total 40 muestras de raices por rodal (Figura 10). Posteriormente se
guardaron las muestras de raices en una bolsa ziploc etiquetada con la fecha y el lugar de
donde se extrajeron, se transportaron al laboratorio de Fisiologia Vegetal en una hielera y se

guardaron a 4°C para su posterior andlisis y desinfeccion.

Figura 10. Raices obtenidas con presencia de ectomicorrizas.
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3.3 Aislamiento de hongos ectomicorricicos

3.3.1 Seleccion y desinfeccion

Las raices se colocaron en un colador y se lavaron en agua potable corriente hasta eliminar
trozos de suelo y rocas adheridas a la raiz; posterior a ello, se visualizaron con la ayuda de
un estereoscopio con aumento de 5X y se seleccionaron aquellas raices con morfologia tipica
de ectomicorrizas con la ayuda de un bisturi, se cortaron a un tamafio no mayor a 5mm antes

de llevarlos a desinfeccion (Figura 11).

Figura 11. Seleccion de raices con morfologia de ectomicorrizas.

Las raices se colocaron en cajas Petri estériles y se desinfectaron en serie dentro de la
campana de flujo laminar. EI primer paso consistié en agitarlas en solucion de Tween 20 al
0.05% cuidadosamente por 1 minuto, seguido de esto, utilizando pinzas estériles, se pasaron
a una solucion de perdxido de hidrogeno (H202) al 3% por 5 minutos, continuado con una
solucion de alcohol etilico al 96% por 3 minutos y por ultimo a una solucion de hipoclorito
de sodio al 6% por 5 minutos. Entre cada una de las soluciones antes mencionadas (Figura
12), se realizé un lavado con agua destilada estéril, terminando el enjuague con dos lavados
con agua destilada estéril. Se elimino el exceso de humedad con papel filtro estéril. Para
desinfectar las pinzas entre cada lavado, se realizd una inmersion en alcohol al 96% vy
flameado. Una vez desinfectadas las raices, se colocaron entre 2 a 4 raices de 2-4 mm de
longitud por caja Petri de 90 mm de didmetro con medio agar papa dextrosa (PDA), y se
incubaron a 25°C durante un mes, evaluando el crecimiento fangico de cada raiz con la ayuda
de un estereoscopio cada tercer dia. Se desecharon aquellas raices con presencia de hongos
saprofitos (micelio abundante) y aquel crecimiento vegetativo lento adherido a la raiz del

pino, parecido a una manga, se fue transfiriendo a nuevas cajas Petri con PDA para su
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aislamiento; los hongos aislados fueron etiquetados con el cddigo de la cepa (dos primeras
iniciales de la localidad y la fecha de muestreo).

S e 4 - }
2335 e ‘3_

Figura 12. Desinfeccion de raices de Pinus cembroides.

3.4 Identificacion molecular

Para la identificacién molecular, se utilizaron 3 cajas Petri con el crecimiento vegetativo de
cada cepa a identificar; para ello, dentro de la campana de flujo laminar, se rasp6 con una
hoja de bisturi estéril el micelio de cada caja y se colocd en un mortero previamente
esterilizado, agregando nitrégeno liquido (Figura 13) hasta obtener polvo fino con la ayuda
del pistilo. Se colocaron aproximadamente 300 mg de polvo en un tubo de 1.5 ml de
capacidad etiquetado con el identificador de la cepa y se llevé al ultra congelador a -80°C

para su resguardo antes de la extraccion.
La extraccion del ADN se realiz6 utilizando el kit EZ-10 Spin Column Fungal Genomic DNA

Miniprep Kit de la compafiia BIO BASIC (Amherst, NY, USA) de 50 muestras y se llevé a

cabo con las especificaciones descritas en el manual.
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Figura 13. Primera fase de la extraccidn usando nitrégeno liquido.

3.4.1 Cuantificacion de ADN por medio de absorbancia

Para determinar la concentracion de ADN se realiz6 la cuantificacion de ADN por medio de
espectrofotometria. Se tomaron 190 pL de agua inyectable previamente esterilizada y 10 pL
de la muestra de ADN vy se colocaron dentro de la microcubeta previamente enjuagada con
agua inyectable, se tomaron dos lecturas a longitudes de onda de 260 y 280 nm. La
concentracion de ADN en ng/uL se determiné multiplicando la absorbancia A260 x 10
(factor de dilucién) x 50 (factor de conversion). Para la pureza del ADN se tomo el cociente
A260/A280, dividiendo la absorbancia A260 entre la A280 (Velazquez et al., 2014).

Dependiendo del resultado fue la concentracion tomada para la prueba de PCR.

3.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa

Para la PCR se utilizaron dos concentraciones de ADN: 2 puL y 5uL (100 ng/uL) de acuerdo
con la cuantificacion de ADN en el paso anterior y se utilizaron los oligos para hongos ITS
1-fy ITS 4-r (Assad et al., 2020). A continuacion, se muestra las secuencias (5°a 3") de los
pirmers utilizados: ITS 1-f TCCGTAGGTGAACCTGCGG (20 pb), ITS 4-r
TCCTCCGCTTATTGATAGC (19 pb).

La reaccion de PCR se llevé a cabo en tubos de 200 pL con un volumen final de 50 pL. En
el caso de 2uL de ADN, se afiadieron 21uL de agua inyectable previamente estéril, 25uL de
MyTaq™ Mix, 1uL del primer reverse y 1uL de primer forward (20mM) y 2 uL de ADN en
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el tubo para PCR de capacidad de 200 pL. Cuando se utilizaron 5ul de ADN se afiadieron 18
pL de agua inyectable previamente estéril, 25uL de MyTaq™ Mix, 1uL del primer reverse
y 1uL de primer forward con una concentracion de 20 mM y por Gltimo los 5 uL de ADN en
el tubo de PCR.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos,
seguida de 35 ciclos con paso de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, anillamiento a
54°C durante 30 segundos y extension a 72°C un minuto, y una extension final a 72°C por

un minuto.

Figura 15. Reaccion en cadena polimerasa (PCR) punto final.

3.4.3 Electroforesis con gel de agarosa

Para visualizar la correcta amplificacion con los primers utilizados se realiz6 una
electroforesis de los amplicones con gel de agarosa. Se utilizaron 150 mL de TAE 1X (Tris
Acetato-EDTA buffer) compuesto de Tris-acetato 0.04 My EDTA 1 mM con pH 8.0 que se
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midieron con una probeta graduada y se colocaron dentro de un matraz Erlenmeyer de 150
mL. se pesaron 1.6 g de agarosa grado molecular. Se colocd el TAE en la parrilla de
calentamiento y de agitacion, se colocé la agarosa y se calentd hasta llevar a ebullicion. Una
vez que el agar estuvo a 50°C aproximadamente, se agregaron 7.5 pL de bromuro de etidio
mezclando con movimientos circulares el matraz. Antes de solidificar, se vertio el liquido en
la cAmara de electroforesis y se esper6 a que solidificara. Se mezclaron 5uL de muestra
amplificada con 5uL de buffer de carga (azul de bromotimol) en un papel encerado y se
deposité un total de 10ul en cada pozo del gel, este se corri6 a 70 voltios por
aproximadamente 30 minutos. Posteriormente se visualizo el gel en el transiluminador para

observar las bandas (Figura 16).

Figura 16. Gel de electroforesis en transiluminador.

3.4.4 Secuenciacion y analisis de secuencias

Una vez corroborada la banda en el gel de agarosa, el producto de PCR (20 pL), se cuantifico
por espectrofotometria siguiendo la metodologia anterior para ajustar la cantidad de ADN a
Ing/uL. Los tubos se sellaron y se enviaron al Laboratorio Nacional de Biotecnologia
Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA) ubicado en San Luis Potosi S.L.P. Los datos
de secuencias se compararon con la base de datos GenBank del portal NCBI (Sayers et al.,
2020) por medio de la herramienta BLAST. Aquellos hongos con 98% de identidad y 98%

de cobertura al nimero de acceso del BLAST se identificaron de acuerdo con el género y
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especie obtenido. Aquellas especies con baja cobertura e identificacion se analizaron por el
programa CLUSTAL x (Larkin et al., 2007) en donde se alinearon los datos de secuencia con
1200 secuencias obtenidas de la base de datos del GenBank de la region ITS de hongos tanto
ectomicorricicos, saprofitos, patogenos y endoéfitos. La generacion de cladogramas se trabajo
con el software MEGA 7. Al generar el arbol filogenético de las muestras obtenidas se utilizo
la herramienta Muscle y se emple6 el método Neighbor-Joining y Bootstrap de 100 réplicas

en el que el mejor arbol es aquel que minimiza la longitud de ramas internas.

3.5 Prueba de crecimiento en medios de cultivo

De la identificacion de hongos realizada por biologia molecular, se escogieron aquellas cepas
de hongos enddéfitos y ectomicorricicos para evaluar el mejor crecimiento radial en los
medios de cultivo Biotina-aneurina-acido félico-agar (BAF), Melin-Norkrans-modificado
(MNM) y Agar papa dextrosa (PDA). A continuacion, se indica la cantidad de nutrientes

utilizada en cada medio de cultivo.

Biotina-aneurina-acido félico agar (BAF)

Se utiliz6 como fuente de carbono glucosa (30 g/L) y como fuente de nitrégeno, peptona (2
g/L). Como nutrientes se utiliz6 CaCl2.2H0 (0.1 g/L), KH2PO4 (0.5 g/L), MgS04.7H20 (0.5
g/L), FeCl3.6H20 (10 mg/L), MnSO4 (5 mg/L), ZnSO4.7H20 (1 mg/L). Como vitaminas se
le adicioné myo-inositol (0.05 mg/L), cido folico (0.1 mg/L), tiamina HCI (0.05 mg/L),
biotina (1ug/L). Se utiliz6 extracto de levadura (0.2 g/L) y agar (15 g/L) (Moser, 1960).

Melin-Norkrans-modificado (MNM)

Se utiliz6 como fuente de carbono glucosa (5 g/L) y como fuente de nitrdgeno (NH4)2HPO4
(0.25 g/L). Como nutrientes se utilizéd CaCl, (0.05 g/L), KH2PO4 (0.5 g/L), MgSO4.7H.0
(0.31 g/L), NaCl (25 mg/L), FeCls (12 mg/L). Se utilizo extracto de levadura (1 g/L) y
extracto de malta (2 g/L) y agar (15 g/L) (Marx, 1969).

Agar de papay dextrosa (PDA)
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Se utilizé el agar papa dextrosa comercial de la marca Difco ® y se siguieron las instrucciones
del proveedor.

Para realizar los medios se pesaron los reactivos en una balanza analitica y para las vitaminas
se realizaron stocks con la concentracion requerida. Se agregaron los reactivos excepto las
vitaminas a un matraz Erlenmeyer de 1000 mL, se afor6 a 1000 mL de agua destilada y se
llevo a la parrilla de calentamiento y de agitacion hasta llevar a ebullicion. Después se
esterilizé en la autoclave (20 minutos/120°C) y al sacarlo se esperdé a que bajara su
temperatura para agregar las vitaminas (previamente esterilizadas por filtro de 0.25 pm) en
el caso del BAF, después se vertio en las cajas Petri dentro de la campana de flujo laminar y
se resguardaron en el refrigerador (4°C) para su posterior uso.

3.5.1 Determinacién de crecimiento en diferentes medios de cultivo

Una vez obtenidos los resultados de secuenciacion se eligieron las cepas Melanogaster
ambiguus (CO6-1403), Meliniomyces sp. (SF1-0504), Phialocephala fluminis (CO5-1403),
Phialocephala fluminis (CO8-1403), Podospora sp. (CC-1702), Russula sp. (HE-0902),
Tuber mexiusanum (CO7-1403) y Tuber sp. (CO9-1405) para la evaluacion de su crecimiento
en los medios BAF, MNM y PDA. Para ello, de los aislamientos obtenidos (entre 4 y 5 cm
de crecimiento radial) de los hongos elegidos, se tomo con la ayuda de un sacabocados y un
asa bacteriolégica una muestra del micelio de 0.5 cm de didmetro y se colocé en el centro de
cada caja Petri con el medio estéril correspondiente (MNM, BAF y PDA) y se etiquet6 con
el codigo de la cepa (dos primeras iniciales de la localidad y la fecha de muestreo) y la fecha
de cultivo. Se incubaron a 25°C durante tres semanas. Se realizaron 4 repeticiones de cada

medio de cultivo (Figura 16).

El crecimiento fue medido en términos del diametro radial del micelio por semana usando
una regla milimétrica, se tomaron dos didmetros partiendo del centro y se realiz6é un promedio
(Figura 17). Las medidas fueron tomadas a los 7, 14 y 21 dias o cuando el micelio alcanzé
la pared de la caja Petri. Se realiz6 un analisis de varianza usando el programa estadistico R
cran version 4.4.0 con los resultados de medias obtenidos del crecimiento radial de cada cepa
acorde a los medios de cultivo evaluados (BAF, MNM y PDA) y se realizé una separacion

de medias a través de la prueba de Tukey o LSD (p<0.05).
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Figura 18. Medicién del crecimiento radial del hongo a los 7, 14 y 21 dias de incubacion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccion e identificacion

Para el aislamiento de hongos ectomicorricicos, se procedio a sembrar aquellas raices con
morfologia tipica de manto fungico. Se descartaron aquellas que estuvieran secas 0 con
coloracion muy oscura y delgada. En la Figura 18 se muestran raices con morfologia tipica
de hongos micorricicos los cuales se eligieron para la etapa de desinfeccion y siembra. Las
morfologias observadas en las puntas de raices de P. cembroides fueron de tipo pinada
(Figura 18 A), bifurcada (Figura 18 B), coraloide (Figura 18 C y D) y dicotomica ramificada
(Figura 18E).

Figura 19. Raices de P. cembroides con morfologia tipica de ectomicorrizas. A) Pinada, B)
bifurcada, C) y D) coraloide y E) dictomica ramificada.
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4.2 Identificacion molecular

Los amplicones de la region ITS obtenidos, se observan en la Figura 19, las bandas nitidas y
Unicas, fueron las que se enviaron a secuenciar por el método SANGER al laboratorio

LANBAMA de San Luis Potosi. En el gel de electroforesis se muestra un total de 34 cepas

aisladas.

Aquellas muestras que no amplificaron se diluyeron diez veces y se volvio a correr la

metodologia antes descrita de PCR dando resultados positivos.
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Figura 20. Amplificacion de la region ITS para observar la calidad del ADN y el resultado de
PCR. A. Carriles 1: CO6-1404 , 2: CO9-1405, 3: CO7-1403, 4: HE-0902, 5: RO-0902, 6: SF1-
0504, 7: MO3-0404, 8: SF-2804. B. Carriles 1: CO8-1403, 2: M-0909, 3: R0J-0404, 4: CO2-2804,
5: CO5-1403, 6: CO-2804, 7: CC-1702, 8: SJ-2804, 9: M2-2804, 10: CO1-1403, 11: R5-1402, 12:
CA2-1602, 13: SE-1602, 14: CO12-1403, 15:C0O11-1403, 16: CE-1703, 17: CO4-1403, 18: SE-21,
19: CE1-0504, 20: SJ1-0504 21: SE2-1602, 22: R3-1404, 23: SE3-1602, 24: CO10-1403, 25: SE3-
1602

En el Cuadro 2 encontramos la informacion de las cepas aisladas de las raices de P.
cembroides, el sitio de colecta y el nimero de acceso que tuvo mayor porcentaje de identidad
con la secuencia obtenida de acuerdo con el BLAST realizado. Del mismo modo, se muestra
la clasificacion ecoldgica del hongo dividiéndolo como saprofito, patdgeno, enddfito,

ectomicorriza o ectomicorriza no verdadera segun los datos de literatura.
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Cuadro 2. Identificacion molecular de cepas obtenidas de raices de Pinus cembroides.

Numero acceso

Cepa Localidad Género/especie Blast Clasificacion
C06-1404 Los Compadres Melanogaster ambiguus MK397157.1 Ectomicorriza
C09-1405 Los Compadres Tuber sp. HM485414.1 Ectomicorriza
CO7-1403 Los Compadres Tuber mexiusanum HM485411 Ectomicorriza

MHMO087
HE-0902 Herradura Russula sp. EU569267 Ectomicorriza
RO-2804 La Rosita Gymnopus sp. AF505784.1 Ectomicorriza
SF1-0504 San Felipe Meliniomyces sp. GQ996160 Ectomicorriza no verdadera
MO3-0404 Montebello Meliniomyces sp. GQ996160 Ectomicorriza no verdadera
SF-2804 San Felipe Meliniomyces sp. GQ996160 Ectomicorriza no verdadera
C08-1403 Los Compadres Phialocephala fluminis AF486124 Endofito
M-0909 Montebello Phialocephala fortinii JQ711837.1 Endéfito
ROJ-0404 La Rosita Mycoleptodiscus sp. EF672300 Endofito
C02-2804 Los Compadres Phialocephala fluminis AF486124 Endéfito
CO5-1403 Los Compadres Phialocephala fluminis AF486124 Endofito
CO-2804 Los Compadres Phialocephala fluminis AF486124 Enddfito
CC-1702 Carfion de Caballos Podospora sp. JF927155 Endofito
SJ-2804 San Juanito Halokirschsteiniothelia AF373057.1 Enddfito
M2-2804 Montebello Pochonia sp. HE605243 Parésito de nematodos
CO1-1403 Los Compadres Phompsis sp. KC007266 Patdgeno
R5-1402 El Recreo Myrotecium JNB859396.1 Pat6geno
CA2-1602 Castillo Cadophora JN859259.1 Patdgeno
SE-1602 Sierra Escondida Phaeoacremonium sp. JQ388264.1 Patdgeno
C012-1403 Los Compadres Phoma medicaginis FJ224118 Patdgeno
C0O11-1403 Los Compadres Phompsis sp.. KC007266 Patdgeno
CE-1703 Cedritos Phompsis sp. KC007266 Patdgeno
C04-1403 Los Compadres Fusarium X94169.1 Pat6geno
SE-21 Sierra Escondida Phompsis sp. KC007266 Patdgeno
CE1-0504 Cedritos Phaeoacremonium sp. JX042828 Patdgeno
SJ1-0504 San Juanito Pochonia sp. LT623990.1 Patégeno de nematodos
SE2-1602 Sierra Escondida Thelonectria sp. HM054146.1 Saprdfito de madera
R3-1402 El Recreo Ascotaiwania lignicola HQ446341 Saprdfito de madera
SE3-1602 Sierra Escondida Nectria KF428599.1 Saprofito de madera
C010-1403 Los Compadres Lophiostoma sp. JN859335 Saprdfito de madera
SE3-1602 Sierra Escondida Nectria KF428599.1 Saprofito de madera
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En el Cuadro 2, se muestran los hongos aislados de raices de P. cembroides en el periodo
enero-mayo de 2023. Se obtuvieron un total de 34 cepas, de las cuales, 8 se consideran
enddfitas, 5 ectomicorrizas, 3 ectomicorrizas no verdaderas, 6 saprofitos de madera y 12

patdgenos.

Los géneros de ectomicorrizas aisladas fueron Gymnopus, Melanogaster, Meliniomyces,
Tuber y Russula. De los géneros mencionados de ectomicorrizas, el que se aislo con mayor
frecuencia fue Meliniomyces y Tuber. De los hongos endofitos aislados, se encontraron
especies de los géneros Phialocephala, Mycoleptodiscus y Podospora. Se aislo un paréasito
de nematodos (Pochonia) y sapréfitos de madera de los géneros Ascotaiwania, Lophiostoma,
Nectria y Thelonectria. Otros hongos encontrados colonizando la raiz de P. cembroides
dentro de la clasificacion de patogenos fueron los géneros Fusarium, Phaeoacremonium,

Phoma y Phomopsis.

El género que se presentd mayor nimero de veces en los aislamientos fue el enddéfito
Phialocephala con presencia en Los Compadres y Montebello, mientras que los sitios con
mayor numero de aislamientos de ectomicorrizas fueron Los Compadres (Arteaga Coahuila),
San Felipe, La Rosita (Aramberri, Nuevo Ledn), Montebello y la Herradura (Arteaga
Coahuila). ElI hongo ectomicorricico con mayor frecuencia fue el género Meliniomyces

seguido de Tuber sp.

La Figura 20 muestra un arbol filogenético realizado para la cepa C0O91405. Cada cepa se
realizd por separado con las secuencias mas cercanas en el GenBank y ademas con un banco
de muestras de 1200 secuencias de hongos. La secuenciacion de los fragmentos de ADN
amplificados mediante el método de Sanger sirvi6 para la generacién del arbol filogenético
mediante el software libore MEGA 7, con el cual se realizd el arbol con el método de
Neighbor-Joining. Como se muestra en la Figura 20, la distancia entre la cepa CO71403 y

Tuber mexiusanum es muy estrecha.
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1 Tuber mexusanum

b 20-TS1 2024.02-27-06-50-24 BO3 02

o |~ 30TS1 2024.02.27-06-50-24 C03 03

474751 2024.02.2706.50-24 EO4 05

~ g Rhodotarzettas Rhodotarzetta rosea UDBI

g Canthareliuss Cantharedlus decolorans UC

r g Cortinaruss Cortnarius bivelus KCS08501

b1

' Contnaniaceaeenvironmental FJ196916 1

Figura 21. Cladograma de consenso Bootstrap elaborado por el método de Neighbour Joining para
el fragmento de ITS. Los nlmeros dentro de las ramas representan el nimero de veces que se repite
ese arreglo para esa rama o ramas (100 repeticiones).

El Cuadro 3 muestra el crecimiento radial del hongo en los medios Biotina-aneurina-acido
félico- Agar (BAF), Melin-Norkrans-modificado (MNM) y Agar de papa y dextrosa (PDA).
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Cuadro 3. Crecimiento in vitro de hongos endofitos y ectomicorricicos aislados de raices de Pinus

cembroides después de 21 dias de incubacién en diversos medios de cultivo. Literales diferentes en

cada fila indican una diferencia significativa Tukey o LSD (p<0.05).

Cepa Hongo BAF (cm) MNM (cm) PDA (cm)
CO06-1404 Melanogaster ambiguus 4.12+0.47a |3.20£0.46b |4.05+0.17 a
SF1-0504 Meliniomyces sp. 7.03£0.10a |6.78+0.16a |[6.27+0.33 b
C05-1403 Phialocephala fluminis 2.36£0.45ab |2.60+0.27a [1.67+0.37b
C08-1403 Phialocephala fluminis 2.80£0.21a |6.02+4.60a |[1.88+0.22a
CC-1702 Podospora sp. 3.16£0.30 b |1.95+0.41c [4.32+0.51a
HE-0902 Russula sp. 5.01+0.14b |4.60£0.46b |[10+0a
CO7-1403 Tuber mexiusanum 2.08+0.28 b |2.60+0.10a |1.50+0.19c
C09-1405 Tuber sp. 2.68+0.41a |2.41+0.22 a 1.25+0.1 b

Melanogaster ambiguus desarroll6 un mejor crecimiento tanto en medio BAF con 4.12 +
0.47 cm como en PDA con un crecimiento de 4.05+0.17 cm presentando valores de medias
estadisticamente similares; esta misma especie presentd menor desarrollo en medio MNM
con una media de 3.20+0.46 cm. Los valores de crecimiento para la cepa SF10504 de
Meliniomyces sp. fueron estadisticamente igual en los medios BAF y MNM; el medio de
cultivo que indujo un menor desarrollo radial de este género fue el PDA. El hongo
Phialocephala fluminis tuvo un mayor crecimiento en el medio de cultivo MNM con un
crecimiento de 2.60+0.27 cm (cepa CO51403) en comparacion de 2.36+0.45 en el medio
BAF y 1.67+0.37 en medio PDA, no se presentaron diferencias significativas para estos dos
medios de cultivo; sin embargo, la cepa CO81403 de esta misma especie, no mostrd
diferencias significativas entre los tres medios evaluados. ElI hongo Podospora sp. tuvo
mayor media de crecimiento radial en el medio de cultivo PDA (4.32+0.51 cm) en
comparacion de 3.16+£0.30 en el medio BAF y 1.95+0.41 en medio MNM, todos los
tratamientos para esta especie fueron estadisticamente distintos entre si. La cepa de Russula
sp. se desarrolld6 mejor en el medio PDA con un crecimiento de 10+0 cm a diferencia de
5.01+0.14 y 4.60+0.46 en el medio BAF y MNM respectivamente, estos Ultimos presentaron

valores estadisticamente similares. La cepa de Tuber sp. se desarrollé mejor tanto en el medio

48



BAF como en MNM (2.68+0.41 y 2.41+0.22 respectivamente); el medio PDA indujo menor
crecimiento para esta cepa (1.25+0.1cm) en comparacién con la cepa CO71403 de Tuber
mexiusanum, el medio MNM fue el que indujo mejor desarrollo radial seguido del medio
BAF y por altimo PDA.

De un total de las 34 cepas aisladas de raices colonizadas por hongos, se encontraron 8 cepas
consideradas enddfitas 5 ectomicorrizas y 3 ectomicorrizas no verdaderas. De las cepas
enddfitas, se aislo Phialocephala fluminis, Fortinii, Podospora, Halokirschsteiniothelia y

Mycoleptodiscus sp.

Phialocephala fortinii, es un hongo abundante en ecosistemas forestales y zonas ricas en
materia organica, pertenece al grupo de hongos endofitos septados oscuros que presentan
hifas melanizadas, en medios de agar forman colonias oscuras y tienen la capacidad de
colonizar raices de plantas. Este hongo actta similar a las micorrizas con las plantas en las
que se hospeda. Mejora la absorcion de nitrogeno y fosforo degradando las formas
poliméricas de estas macromoléculas como celulosa, proteinas y almidon, gracias a esto tiene
un papel importante en la descomposicion de la materia orgénica presente en el ecosistema
forestal. Se han observado como hospedantes de arboles coniferos como Pinus contorta,
Pinus sylvestris, Abies alba y Picea abies (Narisawa, 2017). Narisawa (2021) puso a prueba
la capacidad de este hongo de degradar celulosa y promover el crecimiento de plantas, en su
estudio, utilizé tres hongos aislados de distintos ecosistemas forestales identificandolos como
promotores de crecimiento, observaron que Brassica oleracea aumentd su crecimiento hasta
un 92.5% y Spinacia oleracea en un 303%, respectivamente, dentro de sus conclusiones
mencionan que este hongo es un potencial degradador de celulosa, promueve el crecimiento
de plantas y no causa sintomas en plantas no micorrizadas. En este estudio las cepas aisladas
se tenian en medio PDA. El endodfito septado oscuro Phialocephala fluminis incluye
abundantes colonizadores de raices vivas y finas de coniferas en bosques templados del norte,
una hipotesis sobre su naturaleza sugiere que provoca un comportamiento endofitico a un
comportamiento patdgeno resultante de cambios en la salud y resistencia de la planta huésped
(Menkis et al., 2004).
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Las especies del género Podospora sp. son enddéfitos saprofitos que podemos encontrar en
pastos, suelo y arboles. Cuando el suelo esté sano, son abundantes en él y pueden suprimir el
marchitamiento en plantas de tomate causado por Verticillium. A este género pertenecen 64
especies en todo el mundo (Zhao et al., 2021; Eo et al., 2022). Para combatir sintomas de
estrés por salinidad y sintomas de sequia, Kazerooni et al., (2022) aislaron cepas de suelo de
plantas de tomate sano y las identificaron como Podospora bulbillosa y Actinomucor
elegans, estas cepas de hongos se utilizaron en un experimento de invernadero donde
inocularon mediante suspensiones las plantas durante 12 dias, las cuales fueron expuestas
ante estrés hidrico y salino, finalmente se demostré que la aplicacion de los hongos aumento
la supervivencia de las plantas, el contenido de clorofila, aminoacidos, carotenoides, y un
menor metabolismo de lipidos y peréxido de hidrogeno comparandolas con las plantas
control, dentro de sus conclusiones indican que estos hongos pueden ser utilizados como

biofertilizantes y para aumentar la resistencia en plantas ante el estreés.

En 2012, se determin6 un nuevo género nombrado Halokirschteiniotelia, donde pertenece

la especie marina Kirschsteiniothelia maritima (Heuchert, 2018).

Kirschsteiniothelia se caracteriza por ascomatas cilindricos-clavadas, de superficie
semiinmersa, hemisférica o subglobosa, de color marrén oscuro a negro, que se desarrollan
entre numerosas pseudoparafisis y, en su mayoria, ascosporas monoseptadas. ES un género
de Dothideomycetes, aunque su ubicacion ordinal y familiar es incierta y actualmente esta
clasificado como Dothideomycetes. Este género se ubica en Pleosporaceae, mientras que sus
anamorfos hifomicetos conocidos se refieren a Pleomassariaceae, fue encontrada e

introducida de madera en descomposicion (Boonmee et al., 2012).

Mycoleptodiscus se ha reportado como agente de control bioldgico de inundacién para el
manejo de la hidrilla, una de las peores malezas acuéticas del mundo. Dado que no produce
conidios en cultivo liquido, se evaluaron diversas condiciones nutricionales como medio para
producir altas concentraciones de propagulos de hongos estables como los microesclerocios
(Shearer y Jackson, 2006). Los hongos producen metabolitos fitotdxicos que pueden
utilizarse en el desarrollo de bioherbicidas. Estos extractos fueron aplicaron por Portela et
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al., (2024) a semillas, hojas desprendidas y plantas vivas de C. sativus para evaluar los efectos
de fitotoxicidad.

Se ha reportado el uso de Melanogaster ambiguus inoculado en abeto Douglas (Pera et al.,
1999) indicando que el hongo persistié durante muchos afios en el campo e intensificaron la
supervivenciay el crecimiento de los &rboles. Por lo tanto, el establecimiento de plantaciones
forestales colonizadas por ECM presentan una alternativa para fortalecer la sostenibilidad de
los bosques plantados y reducir la dependencia de fertilizantes quimicos de fuentes no
renovables. Los esporocarpos de hongos hipogeos contienen diversos nutrientes como
proteinas, grasas, complejos nitrogenados, vitaminas, microelementos (p. ej. cobre, zinc,
sodio, calcio, hierro, potasio, selenio) los cuales son de utilidad para algunos mamiferos en

épocas de hibernacion o sequia (Komur et al., 2021).

Tuber sp. es un género del orden Pezizales que produce trufas que son cuerpos fructiferos
subterraneos (Marozzi et al., 2017). Se caracteriza por sus habitos hipogeos con ascosporas
alveoladas y por sus aromas. A este género pertenecen hongos que ectomicorrizan
gimnospermas y angiospermas sobre todo de géneros como Quercus, Carva, Pinus y algunas
especies de orquideas. Tiene un papel relevante respecto al ciclo de nutrientes en el bosque
y a nivel comercial por su sabor y aroma, se comercializan para la gastronomia gormuet (De
La Fuente et al., 2024). Tuber mexiusanum tiene ascomatas que produce una reaccion
verdosa y olor a acetona cuando se cortan y presenta células terminales en el peridio (De La
Fuente et al., 2024). T. mexiusanum se describe desde México hasta el este y medio oeste
superior de Estados Unidos. Guevara et al., (2013) lo reportan en Coahuila y Tamaulipas,
regularmente las especies del género Tuber son econ6micamente importantes porque algunas
de ellas han sido cultivadas para consumo humano, crecen en asociacion simbidtica
micorrizica con arboles de gimnospermas y angiospermas y sus especies forman parte de la
dieta de pequefios mamiferos roedores, asi como de venados, 0sos, jabalies y de
invertebrados, como insectos y caracoles, entre otros dispersores importantes para la

diseminacion de sus propagalos (Guevara et al., 2013).
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El género Russula pertenece a la familia Russulaceae, es un grupo con pileos de colores
brillantes y basidocarpos fragiles no lacticos. A este género pertenecen mas de 780 especies
que crecen en casi todos los bosques, desde la tundra artica hasta bosques tropicales y muchos
de estos son ectomicorricicos. De estos, la mayoria son comestibles, pero existen venenosos
que pueden llegar a ser letales (Li et al., 2019). Este hongo podemos encontrarlo en ambientes
con condiciones climéticas donde la degradacion de materia organica se hace mas lenta y se
limita la absorcion de nutrientes de la planta. Jean y Bordreau (2021) inocularon este hongo,
P. fortinnii, y R. ericae en el arbusto Salix planifolia y se sembré con rocas de mina ya que
se ha recomendado en los relaves de minas la inoculacién de microbiontes para restaurar la
cubierta vegetal. Los autores concluyeron que este hongo tuvo un efecto positivo en los
esquejes cultivados ya que aumentaron la produccion de biomasa. Esto demostré que este
tipo de microorganismos promueven el establecimiento y la productividad de plantas en rocas
abandonadas, también se puede utilizar para la restauracion ecoldgica de la mineria en
ecosistemas boreales.

Mohan (2015) estudid el efecto inhibitorio de hongos ectomicorricicos entre ellos Russula
parazurea contra hongos fitopatdgenos como Botrytis sp., Lasiodiplodia theobromae,
Alternaria solani, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani. Se demostr6 que la especie

R. parazurea fue antagonista contra S. vesiculosum en un 52.22%.

El género Gymnopus sp. se caracteriza por tener basidiomas colibioides, en ocasiones
tricolomatoides o marasmioides, laminillas libres casi siempre apiladas, presenta una base
estrigonosa con esporas blancas, basidiosporas elipsoides a oblongas cortas, forma hifas
coraloides o algunas veces hifas diverticuladas. Dentro de las especies encontramos con
valor econémico a G. ocior y G. erythropus y también dentro de este género existen hongos

venenosos como lo es G. densilamellatus (Hu et al., 2022).

El género Meliniomyces sp. pertenece a la division de los ascomicetos. Sus especies se han
encontrado en raices de coniferas como Picea abies y Pinus pinaster (Santolamazza-Carbone
et al., 2021). De este género se ha estudiado su actividad antifungica, en donde Nayak et al.,
(2021) demostraron que la especie Meliniomyces variabilis ha tenido efectos inhibitorios al
exponerlo con F. oxysporum. Aungue los hongos coasociados con ECM comprenden un

amplio espectro de simbiontes fungicos, dos asociaciones parecen ser mas frecuentes en los
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bosques templados y boreales del hemisferio norte: miembros del agregado de Rhizoscyphus
ericae Yy el grupo septado oscuro de enddfitos que muestran afinidades o pertenecen al
complejo de especies Phialocephala fortinii, ambos grupos contienen especies capaces de
formar ectomicorrizas con red de Hartig desarrollada, Meliniomyces bicolor produce el
morfotipo ECM de Piceirhiza bicolorata (Vohnik et al., 2013).

4.3 Crecimiento in vitro

Trabajar con cultivos miceliales de hongos requiere conocimientos sobre nutricion fangica.
Deacon (2013) definio los requisitos minimos de nutrientes (MNR) para el crecimiento de
hongos como la concentracion y composicion minima de nutrientes para la mayoria de las
especies de hongos. Las excepciones son hongos que necesitan ser suplementados con
vitaminas, con requerimientos especificos de su habitat y que no pueden utilizar nitrato ni
amonio, necesitando tener aminoacidos como fuente de nitrégeno (N), como muchos
Basidiomycota (Itoo y Reishi, 2014). El nitrogeno y las fuentes de carbono influyen en gran
medida en el crecimiento de los hongos y estableciéndose en condiciones controladas,
especialmente los organismos mas exigentes como los hongos EC. La utilizacion de
carbohidratos depende directamente de la presencia y cantidad de fuentes de nitrégeno, por
lo que es esencial tener en cuenta la cantidad y la fuente de cada uno de estos nutrientes
cuando se trabaja con macrohongos saprobios y ECM (ltoo y Reishi, 2014).

Muchos hongos ECM no son capaces de metabolizar disacaridos, como la sacarosa que
producen las plantas. Esto debido a la falta de una invertasa, una enzima vegetal que hidroliza
la sacarosa en monosacaridos, fructosa y glucosa. Por lo tanto, la adicion de monosacaridos
como la glucosa al medio de cultivo es fundamental para el crecimiento 6ptimo de los
hongos. Se ha informado con frecuencia que el amonio es una fuente de N inorganico
facilmente utilizable y mas adecuado que las fuentes de nitrégeno organico como los
aminoacidos. Existen varios medios de cultivo para el crecimiento de organismos como
hongos y plantas en cultivos puros. Los medios de cultivo mas comunes para ECM y hongos

saprobios son el agar papa dextrosa (PDA), el Melin-Norkrans modificado (MMN) (Marx,
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1969), el 4cido biotina-aneurina-acido folico (BAF) (Moser 1960) y el agar extracto de malta
(MEA) (Martins et al., 2016).

A pesar de que los hongos tienen diferentes estilos de vida y diferentes requisitos
nutricionales, un medio de cultivo integral con varias formas (en cuanto a complejidad) de
nutrientes organicos, como el medio Papa Dextrosa Agar (PDA), demostrd satisfacer los
requisitos de de casi todos los hongos endéfitos. Por otro lado, un medio de cultivo especifico
como el medio modificado Melin-Norkrans (MNM) demostré un medio adecuado para
algunas especies de ectomicorrizas como Tuber mexiusanum y Tuber sp. A pesar de la
evidencia de crecimiento fungico en medio BAF, todos los hongos mostraron una baja
respuesta de crecimiento en el mismo cuando se compar6 con PDA o0 MNM, lo complicado
de este medio es la esterilizacion de las vitaminas ya que deben ser filtradas por membrana

menor a 0.25 um a diferencia de los otros medios de cultivo utilizados.

Herndndez-Cuevas, (2023) aisl0 cepas del bosque de Juniperus deppeana para Ssu
propagacion in vitro en 3 medios: papa dextrosa y agar (PDA), extracto de malta agar
(EMA), agar lignina Kraft (A-L) y medio mineral (MM), reportando que el medio en el que
las dos cepas de Gymnopus crecieron de mejor manera fue en medio PDA con 4.34 mm y
5.32 mm por dia.
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V. CONCLUSIONES

Se logro aislar e identificar 34 cepas obtenidas de raices micosadas de Pinus cembroides de
las cuales, 8 cepas se identificaron como ectomicorrizas pertenecientes a los géneros
Gymnopus, Melanogaster, Meliniomyces, Tuber y Russula, y 8 cepas de hongos enddéfitos
pertenecientes a los géneros Phialocephala, Mycoleptodiscus y Podospora; ademas 6 cepas
saprofitos de madera y 12 cepas patogenas a través de identificacion molecular. EI género
que se presentd con mayor frecuencia fue el endofito Phialocephala, con presencia en los
sitios Los Compadres y Montebello. Mientras que los sitios con mayor nimero de
aislamientos de ectomicorrizas fueron Los Compadres (Arteaga, Coahuila), San Felipe, La
Rosita (Aramberri, Nuevo Ledn) Montebello y la Herradura (Arteaga, Coahuila). El hongo

ectomicorricico con mayor frecuencia fue el género Meliniomyces seguido de Tuber sp.

El medio en el que se tuvo un mejor crecimiento y desarrollo de Podospora sp. y de Russula
sp. fue el PDA. Para las cepas de Phialocephala fluminis y Tuber mexiusanum el medio que
propicié mas su crecimiento fue MNM. Para las cepas del género Tuber sp. y Meliniomyces
sp. fue indistinto el crecimiento en los medios BAF y MNM y en la cepa Melanogaster

ambiguus presentd igual crecimiento en los medios PDA y BAF.

El presente trabajo muestra las bases para futuras investigaciones con hongos
ectomicorricicos tanto en estudios in vitro, invernadero y en campo. Si bien, los aislamientos
de cepas de ectomicorrizas fueron pocos, se han encontrado estudios limitados sobre el
cultivo de estos hongos y su relacion con hongos endofitos. Se hace patente la busqueda de
organismos benéficos para fortalecer el crecimiento y supervivencia en campo, asi mismo se
expresa la importancia de preservar el material biolégico y seguir apoyando a la busqueda de
especies para mejorar la restauracion en bosques comprometidos por actividades derivadas

de mal manejo e incendios forestales.
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