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Resumen

Los hongos ectomicorrizicos representan parte importante de la diversidad fungica de los bosques templados
de México. Sin embargo, los estudios donde se caracterizan las ectomicorrizas sin la utilizacion de esporomas son
escasos. Por ello, en este estudio se caracterizaron 3 ectomicorrizas presentes en las raices de Pinus montezumae
inoculadas con suelo forestal que contenia propagulos de ectomicorrizas nativas del Area Natural Protegida de
Piedra Canteada, Tlaxcala. Se hicieron descripciones detalladas de las ectomicorrizas denominadas como morfotipo
amarillo, blanco y negro y, posteriormente, se amplificd la region ITS2 de ADNr mediante PCR, utilizando los
iniciadores ITS5 e ITS4. Mediante el enfoque combinado de técnicas morfologicas y moleculares, se identificaron
los taxones de ectomicorrizas nativas que colonizan el sistema radical de P. montezumae. Las ectomicorrizas de
los morfotipos amarillo y blanco se identificaron como Zylospora sp. y Aureoboletus sp., respectivamente. Ambos
son nuevos registros de hongos ectomicorrizicos en México. Mientras que la caracterizacion morfologica fue
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suficiente para la identificacion del morfotipo negro como Cenococcum geophilum. Estos resultados contribuyen al

conocimiento de la diversidad fungica nativa del suelo forestal asociada a P. montezumae, cuya presencia y funcion

ecologica favorecen la sostenibilidad de esta area protegida.
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Abstract

Ectomycorrhizal fungi represent an important component of the fungal diversity in Mexico’s temperate forests.

However, studies characterizing ectomycorrhizae without the use of fruiting bodies are scarce. Therefore, in

this study, 3 ectomycorrhizal morphotypes present in the roots of Pinus montezumae, inoculated with forest soil

containing native ectomycorrhizal mycelium, were characterized from the Piedra Canteada Protected Natural

Area, Tlaxcala. Detailed descriptions of the morphotypes, designated as yellow, white, and black, were provided.
The ITS2 region of rDNA was subsequently amplified by PCR using the ITS5 and ITS4 primers. Through a
combined morphological and molecular approach, the native ectomycorrhizal taxa colonizing the root system of P.

montezumae were identified. The yellow and white morphotypes were identified as Tylospora sp. and Aureoboletus

sp., respectively. Both are new records of ectomycorrhizal fungi in Mexico. Morphological characterization was

sufficient for the identification of the black morphotype as Cenococcum geophilum. These results contribute to

the knowledge of the native fungal diversity of the forest soil associated with P. montezumae, whose presence and

ecological function favor the sustainability of this protected area.
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Introduccion

Los bosques templados de México son de gran
importancia por conservar la biodiversidad, regular el
clima, mejorar la calidad del agua y controlar la erosion,
y son refugio de una gran cantidad de especies de flora
y fauna silvestre, asi como del reino Fungi (Gonzélez-
Ocampo, 2014). Los hongos ectomicorrizicos, parte
crucial de la diversidad de hongos de estos bosques, tienen
una simbiosis mutualista con coniferas y latifoliadas, que
es comun con los géneros Abies, Quercus y Pinus, entre
otros (Smith y Read, 2008).

En el Centro Ecoturistico Piedra Canteada,
Nanacamilpa, Tlaxcala, que abarca 632 ha de bosque y ha
sido reconocido como area natural protegida (ANP) desde
1990, se han llevado a cabo practicas de conservacion y
restauracion del suelo, asi como reforestaciones en las
zonas degradadas (Flores, 2020), que han permitido la
conservacion de los recursos naturales del sitio, incluyendo
un reservorio significativo de hongos ectomicorrizicos
nativos, cuya diversidad atn estd poco estudiada. En
Piedra Canteada es una practica comun utilizar suelo
forestal no esterilizado como sustrato para la produccion
de plantas en vivero; el cual alberga comunidades de
propagulos fungicos (como micelio o fragmentos de raices
colonizadas) (Karlsen-Ayala etal.,, 2022). Aunque, al
tratarse de un indculo proveniente de suelo, no se garantiza
una distribucion homogénea del micelio inoculado y se

ha observado que la distribucion de las ectomicorrizas
en las raices inoculadas es heterogénea (Pérez-Moreno
y Martinez-Reyes, 2014). La inoculacion con este suelo,
que contiene propagulos de hongos ectomicorrizicos
nativos, favorece la adaptacion y el desarrollo de las
plantas en campo, puesto que mejora significativamente
la supervivencia después del trasplante (Pérez-Moreno
y Martinez-Reyes, 2014; Simard et al., 2003). Si bien en
Latinoamérica se ha utilizado suelo forestal como fuente
de indculo natural para la produccion de planta en vivero
y programas de reforestacion (Guevara-Rojas, 2019;
Gutiérrez-Arancibia, 2019), existe escasa informacion
sobre la identidad de los hongos ectomicorrizicos que
forman parte del microbioma edafico utilizado.

En los bosques de Piedra Canteada predominan los
oyameles, encinos y pinos (Herrera et al., 2022). Entre los
pinos encontramos principalmente a Pinus montezumae
Lamb. y sus bosques abarcan aproximadamente una
superficie de 14,744.8 km? del territorio nacional, con
registros en 18 estados (Aceves-Rangel et al., 2018). Pinus
montezumae establece asociaciones mutualistas con
hongos ectomicorrizicos presentes en suelos forestales,
como Suillus pseudobrevipes, Russula abietina, Inocybe
praetervisa, Cenococcum geophilum, Clavulina sp.,
Inocybesp., Tomentellasp.y Rhizopogonsp.(Garay-Serrano
et al., 2018; Reverchon et al., 2012). Adicionalmente, en
aflos recientes, en el bosque de Piedra Canteada se han
descrito nuevas especies de hongos ectomicorrizicos:
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Hygrophorus russula, Boletus erythropus (Velasco-
Bautista et al., 2010), Laccaria squarrosa (Herrera et al.,
2022), Xerocomellus piedracanteadensis (Pérez-Moreno
etal., 2025) y Chalciporus piedracanteadensis (Ayala-
Vésquez et al., 2023), los cuales probablemente también
se encuentren asociados a este pino.

La diversidad de hongos ectomicorrizicos en los
bosques templados mexicanos ha sido documentada
principalmente a partir de la colecta e identificacion
de esporomas en campo (Guzman, 2009; Rodriguez-
Gutiérrez et al., 2020), lo cual ha permitido ampliar el
conocimiento taxondémico y biogeografico de numerosos
taxones ectomicorrizicos asociados a especies forestales.
Sin embargo, la composicion de especies detectada por
este método puede diferir de la observada en las raices
(Horton y Bruns, 2001; Rodriguez-Gutiérrez et al., 2020).
Por ello, en ausencia de esporomas, la identificacion
morfologica y/o molecular debe realizarse a partir de
las ectomicorrizas formadas en las raices o del micelio
(Clasen et al., 2018; Sakakibara et al., 2002). Los estudios
sobre la identificacion, descripcion y evaluacion de las
ectomicorrizas siguen siendo limitados. Esta brecha en el
conocimiento representa un area de oportunidad, debido
a que la evaluacion de las estructuras ectomicorrizicas y
el analisis de la colonizacion de las raices es requerida
para comprender la especificidad hongo-hospedero y su
impacto ecologico (Tedersoo y Smith, 2013).

La sistematizacion de las descripciones morfologicas y
anatomicas ha sido impulsada por el desarrollo de bases de
datos especializadas que integran caracteres diagnosticos
comparables entre taxones, como la Ectomycorrhizae
Description Database (EDD) (Goodman et al., 2000) y
la plataforma DEEMY (Agerer y Rambold, s.f.), ademas
de diversos articulos internacionales especializados en
el area (Janowski y Leski, 2023). No obstante, gran parte
de este conocimiento se ha generado en ecosistemas
templados de Europa y Norteamérica; mientras que, en
México, las descripciones detalladas de ectomicorrizas
siguen siendo limitadas y dispersas, lo que dificulta la
comparacion entre estudios y la identificacion taxonoémica
precisa de las micorrizas presentes en suelos forestales
nativos. Ademas, los factores ambientales y de desarrollo
de la planta pueden influir en la expresion morfologica de
las ectomicorrizas, introduciendo variabilidad adicional
(Clasen et al., 2018).

La amplificacion selectiva del ADN fungico a partir
de la region “internal transcribed spacer” (ITS) del ADN
ribosomal se ha establecido como el marcador de codigo
de barras estandar para la identificacion taxondémica de
hongos, incluidos los ectomicorrizicos (Smith et al.,
2007). Este marcador permite discriminar numerosos
linajes y facilita la comparacion con secuencias de

referencia disponibles en bases de datos especializadas
(Horton et al., 2002; Smith et al., 2007). Esto es posible
incluso cuando el ADN flngico se encuentra mezclado
con el ADN vegetal —como en las raices micorrizadas—
gracias al uso de cebadores especificos como ITSI-F, el
cual fue diseflado para unirse selectivamente al ADN
de hongos, evitando la amplificacion del ADN vegetal
(Gardes y Bruns, 1993; Rodriguez-Tovar et al., 2004).

Estos cebadores pueden ser utilizados para estudiar
las comunidades de hongos a partir de micelio o de las
ectomicorrizas bajo condiciones no controladas, como en
campo. En estos escenarios, es comun la coexistencia de
multiples especies ectomicorrizicas en las raices de una
misma planta, lo que hace necesario el uso de herramientas
moleculares especificas para su identificacion (Gardes y
Bruns, 1993). Ademas, es recomendable complementar
su identificacion con descripciones morfologicas y
anatomicas detalladas (Horton y Bruns, 2001; Janowski
y Leski, 2023). Esta integracion metodologica no solo
permite confirmar la identidad taxonémica de las especies
presentes, sino también conocer la morfologia y anatomia
de las ectomicorrizas, que no presentan esporomas
visibles, y comprender su papel ecologico en los sistemas
radicales.

En este contexto y considerando la relevancia de
combinar la caracterizacion morfolégica y molecular
para el estudio de las ectomicorrizas nativas, el objetivo
del presente trabajo fue caracterizar 3 ectomicorrizas
presentes en las raices de P. montezumae, que fueron
inoculadas con suelo forestal con propagulos de hongos
ectomicorricicos nativos del ANP de Piedra Canteada,
Tlaxcala.

Materiales y métodos

El Centro Ecoturistico y el Area Natural Protegida
Piedra Canteada se localiza en la comunidad de San
Felipe Hidalgo, en el municipio de Nanacamilpa, estado
de Tlaxcala, México (19°27°27” N, 98°36’32” O), ubicado
en la Faja Volcanica Transmexicana a 2,800 m snm
(INEGI, 2021a) (fig. 1). En esta zona el clima dominante
es templado subhiimedo (Cw) (INEGI, 2021b), con una
temperatura media anual de 14 °C (1.5 °C min. - 25 °C
max.) y una precipitacion media de 720 mm anuales
(INEGI, 2021a).

Es un area forestal montanosa compuesta de bosques
templados donde se pueden encontrar encinos, asi como
diversas especies de pino, entre ellas P. montezumae
(Herrera et al., 2022). Su ecosistema, al albergar una gran
diversidad de flora y fauna, es reconocido a nivel nacional
por ser el principal santuario de las luciérnagas (Photinus
palaciosi) en Tlaxcala, México, con una superficie de 632
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ha, lo que resalta la conservacion de su entorno natural
(INEGI, 2021a).

Para la produccion de las plantas en los viveros
comunitarios, se recolecta suelo forestal en areas donde P.
montezumae crece de forma natural y se coloca en tubetes
de plastico. Sobre este sustrato siembran las semillas de P.
montezumae 'y otras especies forestales. De estos viveros
se obtuvieron arboles jovenes de P. montezumae (de 5 afios
de edad), en los que se observaron diferencias visibles
en la morfologia de las ectomicorrizas presentes en los
cepellones, lo que permitié una primera diferenciacion
por color, textura y forma de las hifas del micelio fungico.
Con base en estos criterios, se reconocieron y se separaron
3 tipos de ectomicorrizas predominantes y se nombraron
como morfotipo amarillo, blanco y negro (fig. 2), para ser
utilizados como indculos. Se selecciono6 a P. montezumae
por ser una especie endémica de México, su capacidad de
adaptacion al clima y suelo local, rapido crecimiento y
beneficios ecologicos (Aceves-Rangel et al., 2018; Herrera
et al., 2022; Semarnat, 2009); lo que la ha convertido en
una especie forestal ideal en el programa de reforestacion
de Piedra Canteada.

Para la siembra de las semillas de P. montezumae se
utilizo el sustrato COLPOS, que es una mezcla de arena,
corteza de pino y suelo forestal en una proporcion 2:2:1
(Renteria-Chavez etal., 2017). Antes de establecer el
experimento, el sustrato se esteriliz6 3 veces (con un dia
de descanso entre cada esterilizacion) con vapor a una
presion de 1.3 kg-em? a 125 °C durante 5 h. Este sustrato ha
demostrado favorecer la colonizacion ectomicorrizica por
proporcionar las condiciones 6ptimas para el crecimiento
del hongo y la interaccion con las raices, en comparacion
con otros sustratos comerciales (Arteaga-Leon et al.,
2018; Barragan-Soriano et al.,, 2018; Renteria-Chavez
et al.,, 2017).

Las semillas de P. montezumae se adquirieron en
el banco de germoplasma forestal “Semillas Poblanas
Forestales”, ubicado en el Ejido Pefiuelas Pueblo Nuevo,
Chignahuapan, Puebla. Antes de la siembra, las semillas
fueron desinfectadas mediante inmersion en peroxido
de hidrogeno (H,0,) al 30% durante 20 min, seguido de
un enjuague con agua destilada; este procedimiento se
realiza para escarificar y desinfectar las semillas (Wenny
y Dumroese, 1987).

Para la siembra, se emplearon tubetes de plastico
negro de 125 cm?’, previamente lavados y desinfectados
con alcohol al 70%. Estos fueron llenados hasta 75% de
su capacidad con el sustrato COLPOS. Como indculo se
utilizaron rodajas de aproximadamente 5 cm de ancho,
tomadas de la parte media de los cepellones de cada
tratamiento previamente seleccionados, las cuales se
colocaron dentro de cada tubete y, posteriormente, se

cubrieron con una capa adicional de sustrato estéril para
proteger el material inoculado (fig. 3A, B). Se obtuvieron
3 tratamientos de inoculacion con ectomicorrizas nativas
denominadas: morfotipo blanco, morfotipo amarillo y
morfotipo negro. Posteriormente, se sembraron 5 semillas
de P. montezumae por tubete (fig. 3C); obteniendo 135
tubetes por ectomicorriza, los cuales se cubrieron con
una estructura de madera cubierta de plastico para evitar
contaminacion entre tratamientos y se distribuyeron al
azar en 2 bancales en el invernadero. Dos meses después
de la germinacion, se realizo el aclareo, dejando una sola
plantula por tubete para optimizar el crecimiento de la
raiz y la parte aérea (Pérez-Alavez et al., 2025) (fig. 3D).

Durante el afio que durod el experimento, las plantas
fueron regadas con agua destilada cada 3 dias. Ademas,
durante los primeros 3 meses a partir de la germinacion,
las plantulas fueron regadas con Captan al 2%, 1 vez a la
semana, como método de prevencion de hongos patégenos
que suelen causar dafios severos en etapas tempranas del
desarrollo de los pinos. A los 6 meses de crecimiento, se
aplico el insecticida Confidor (Bayer) en una solucion de 2
mL del producto en 20 L de agua destilada, para combatir
el inicio de la infestacion de mosca blanca.

El sistema radical de 5 plantulas, escogidas al azar de
cada tratamiento fue caracterizado al afio de crecimiento.
Las puntas ectomicorrizadas se separaron del resto
de la raiz y se colocaron en tubos Eppendorf con agua
destilada para su conservacion. Posteriormente, se
realizaron secciones transversales y longitudinales de
forma manual de cada una de las 3 ectomicorrizas. Estas
secciones fueron colocadas en portaobjetos y tefiidas
con rojo Congo al 2% para facilitar la observacion de
las estructuras caracteristicas de las ectomicorrizas.
Las muestras fueron examinadas mediante microscopia
optica (CX23 Olympus) y microscopia de fluorescencia
(Cientec) y se capturaron imagenes que sirvieron de base
para llevar a cabo la caracterizacion morfologica a nivel
de género o especie, considerando los rasgos distintivos
de cada micorriza.

Para la descripcion morfologica de las ectomicorrizas
se utilizd la caracterizacion y medicion de las
estructuras propuestas por Agerer y Rambold (s.f);
macroscopicamente, se considerd el color del micelio
externo, el tipo de ramificacion, la longitud de Ia
ectomicorriza y la presencia de rizomorfos. Mientras
que las mediciones microscopicas incluyeron el grosor, la
organizacion y disposicion del manto, de la red de Hartig
y el didmetro, forma y disposicion de las hifas.

Para la extraccion de ADN, la PCR y la secuenciacion,
se utilizaron fragmentos de ectomicorrizas representativas
de cada uno de los morfotipos, los cuales se separaron y
colocaron individualmente en tubos Eppendorf estériles
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Figura 2. Cepellones colonizados con micelio de hongos ectomicorrizicos de distinta coloracion y morfologia. A) Morfotipo
amarillo; B) morfotipo blanco; C) morfotipo negro.
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Figura 3. Montaje del experimento. A) Cepellones utilizados como fuente de indculo; B) corte de secciones en los cepellones para
colocarse en los tubetes como indculo; C) siembra de semillas de Pinus montezumae; D) vista de las plantulas después del aclareo

por tratamiento, dentro de los prototipos para su proteccion.

con 3 mL de alcohol al 70% para su conservacion. La
extraccion del ADN gendmico se realizd6 con el kit
CTAB (Martinez-Gonzalez etal.,, 2017), a partir de
2-3 mg de ectomicorrizas. La region ITS2 de ADNr se
amplifico mediante PCR, utilizando los iniciadores
ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White etal., 1990).
Para la PCR, se utilizo el kit XNAP Redextract, siguiendo
las instrucciones del fabricante, con el siguiente programa
en el termociclador: 95 °C por 15 s (35 ciclos); 51 °C por
15 s (35 ciclos); 72 °C por 30 s (35 ciclos); 72 °C por 8:00
y 4 °C (infinito). Los productos de PCR se limpiaron con
EXOSAP-IT y se verificaron por medio de electroforesis
en gel de agarosa al 1%, tefiido con GelRed (Biotium, EE.
UU.). Posteriormente, los productos de la amplificacion
se purificaron con el kit ExoSAP (Affymetrix, EE.
UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante para
posteriormente ser cuantificados y secuenciados con
tecnologia Sanger en la empresa Fikus S.A de C.V.

Las secuencias obtenidas se analizaron y editaron con
el programa Geneious Prime version 2025.0.3. Finalmente,
se determind la identidad taxonémica de las ectomicorrizas
por la similitud nucleotidica de sus secuencias, comparada
con las bases de datos de GenBank con 97% de similitud,
utilizando la herramienta BLASTn (Altschul et al., 1997).

Resultados
Caracterizacion morfologica de las ectomicorrizas

Ectomicorriza de Tylospora sp. con Pinus
montezumae. El micelio extraradical se encuentra bien

desarrollado y concentrado principalmente en el apice de
las ectomicorrizas evaluadas, con exploracion de larga
distancia, formando una capa de micelio extensa en los
cepellones (fig. 4A). Las ectomicorrizas presentan un
color marréon oscuro con ramificaciones dicotomicas
o monopodiales, cuya longitud varia de 3 a 6 mm; son
abundantes y se desarrollan de forma homogénea a lo
largo de las ramificaciones de las raices secundarias (fig.
4B). A partir de la superficie del manto algodonoso, se
desarrollan abundantes hifas medianamente laxas, de color
amarillento hialino, con un grosor de aproximadamente 4
pum, no ramificadas, frecuentemente curvas, con presencia
de fibulas de forma irregular (fig. 4C). La organizacion y
disposicion del manto es plectenquimatoso; tiene un grosor
de aproximadamente 9 pm, compuesta por 4 capas de
hifas cilindricas entrelazadas, donde se aprecia un manto
interno y externo, y recubre completamente hasta la punta
de la raiz. La red de Hartig se desarrolla en las primeras
3 capas de células corticales de manera periepidermal y
forma lobulada, con hifas septadas (fig. 4D).
Ectomicorriza de Aureoboletus sp. con Pinus
montezumae. El conjunto de hifas conforma un micelio
extraradical formando parches en los cepellones (fig. 5A),
con exploracion de mediana distancia. Las ectomicorrizas
son de color marrdn claro con ramificaciones dicotomicas
y coraloides, cuya longitud varia de 4 a 5 mm; son
abundantes y se desarrollan de forma agrupada en las
raices secundarias (fig. 5B). Desde el manto externo
emergen hifas cilindricas poco abundantes, con un grosor
de 4 um, no ramificadas, dispuestas de forma laxa, de
color blanco-hialino, sin septos ni fibulas (fig. 5C). El
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Figura 4. Ectomicorriza de Tylospora sp. con Pinus montezumae. A) Micelio externo en los cepellones; B) ramificacion dicotomica
(4 X); C) hifas hialinas desordenadas que conforman el micelio externo: fibulas (f); D) corte transversal de la raiz micorrizada:

manto (m), red de Hartig (RH) (40 X).

manto presenta una organizacion plectenquimatosa,
caracterizada por hifas densamente entrelazadas; tiene
3-4 um de grosor, compuesto por 2 capas de hifas
diferenciadas que recubren parcialmente hasta la punta de
la raiz o en ocasiones si la recubren completamente. La
red de Hartig se forma en las primeras 2 capas de células
corticales, de manera paraepidermal y forma lobulada,
con hifas sin septos de paredes delgadas (fig. 5D).
Ectomicorriza de Cenococcum geophilum con
Pinus montezumae. El conjunto de hifas forma un
micelio extraradical denso que se observa en todo el
cepellon (fig. 6A), con exploracion de corta distancia.
Las ectomicorrizas son de color negro intenso, con
ramificaciones repetidamente dicotomicas, cuya longitud
va de 3 a 5 mm; son abundantes y se desarrollan de
forma homogénea a lo largo de las ramificaciones de las
raices secundarias (fig. 6B). A partir del manto externo
emanan hifas cilindricas muy abundantes, con grosor de
aproximadamente 2 pm, sin ramificaciones, dispuestas
de forma laxa a compacta, de color marrén oscuro, con

presencia de septos a distancia irregular (fig. 6C). El manto
tiene una organizacion y disposicion plectenquimatosa
de hifas densamente entrelazadas, formando un manto
grueso de aproximadamente 19 pm. La red de Hartig
se forma en las primeras 3 capas de células corticales,
de manera periepidermal y forma lobulada, con hifas
septadas de paredes gruesas (fig. 6D). Ademas, hubo
presencia de esclerocios, con consistencia firme, de color
negro y de forma esférica (fig. 6E).

Caracterizacion molecular de las ectomicorrizas

Se obtuvieron secuencias de ADN tunicamente para
las ectomicorrizas de los morfotipos amarillo y blanco,
lo que permitié confirmar su identidad. El amarillo fue
identificado como Tylospora sp., mientras que el blanco
correspondid a Aureoboletus auriporus (tabla 1); ambos
pertenecientes al filo Basidiomycota. Aureoboletus
auriporus ha sido reportado en EUA, Europa y Asia
(Tedersoo et al., 2010). Sin embargo, esta especie no ha
sido reportada previamente en México y debido a que no



M. Aguirre-Zamora et al. / Revista Mexicana de Biodiversidad 97 (2026): €975787 8
http//doi.org/l0.22201/ib.20078706e.2026.97.5787

Figura 5. Ectomicorriza de Aureoboletus sp. con Pinus montezumae. A) Micelio externo en los cepellones; B) ramificacion
dicotomica (4 X); C) conjunto de hifas hialinas y compactas que conforman el micelio externo; D) corte transversal de la raiz
micorrizada mostrando el manto (m) y la red de Hartig (RH) (40 X).

Tabla 1

Identificacion de los morfotipos mediante BLASTn en la base de datos de GenBank. %QC = Cobertura de alineamiento; %Id =
porcentaje de similitud; GenBank1 = cddigo de acceso de nuestras secuencias; GenBank2 = c6digo de acceso de las secuencias
similares a las nuestras; PG = procedencia geografica de las secuencias similares a las nuestras; cita: citas de los casos donde las
secuencias estan publicadas.

Morfotipo GenBankl  Hongo %QC  %Id  GenBank2 PG/cita

Amarillo PX579130.1  Tylospora sp. 96 90.07 OL436818.1 Idaho, EUA
96 81.09 KP814142.1 Florida, EUA/

Rosenthal et al., 2017

95 90.23  MKI131601.1 Nueva Escocia, Canada
94 91.12  MN364484.1  Ohio, EUA

Blanco PX579131.1  (Aureoboletus sp.) 98 89.24  OP749148.1 Indiana, EUA

Aureoboletus auriporus®* 97 89.49  OR242630.1 Florida, EUA

93 90.43  MK560093.1  Indiana, EUA

90 96.93  JQ924302.1 Costa Rica/Dentinger et al., 2010
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Figura 6. Ectomicorriza de Cenococcum geophilum con Pinus montezumae. A-B) Morfotipos observados en los cepellones
(4 X); C) conjunto de hifas oscuras de septo simple (s) que conforman el micelio externo; D) corte transversal de la ectomicorriza:
manto (m), red de Hartig (RH) (40 X); E) esclerocio (4.5 X).
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se cuenta con el respaldo taxonémico de un esporoma que
permita identificarlo a nivel de especie, se optd por la
identificacion a nivel de género, es decir, se registré como
Aureoboletus sp.

Discusion

El aprovechamiento de los recursos naturales en los
bosques de Piedra Canteada, mediante la produccion,
industrializacion y comercializacion de bienes y servicios,
busca generar beneficios colectivos sin comprometer la
conservacion de los recursos forestales. En este sentido,
la caracterizacion de ectomicorrizas nativas asociadas
a P. montezumae contribuye al conocimiento de los
recursos fungicos locales (especialmente los hongos
ectomicorricicos nativos) y su potencial aplicacion en
viveros forestales comunitarios.

La inoculacién mediante tierra de monte y/o micelio
activo proveniente de los cepellones de plantas en vivero
se perfila como una estrategia viable para la produccion
de plantulas micorrizadas en viveros comunitarios. Este
enfoque representa ventajas operativas importantes, ya que
el procedimiento es mas rapido y eficiente en comparacion
con la inoculacion a partir de esporomas secos (esporas)
o la produccion de micelio in vitro (Pérez-Moreno et al.,
2020), cuya preparacion requiere infraestructura y equipo
de laboratorio que no siempre estan disponibles para los
habitantes de zonas forestales. Ademas, la inoculacion
con micelio activo constituye una practica potencialmente
replicable por los ejidatarios al ser de bajo costo y con
alta eficiencia en la micorrizacion (Pérez-Moreno et al.,
2020). Aunado a ésto, la disponibilidad de micelio en
los cepellones también facilita la caracterizacion de las
ectomicorrizas.

En esta investigacion, la inoculacion a partir de micelio
activo fue crucial para la descripcion morfologica de las
ectomicorrizas en P. montezumae, debido a que 2 de ellas
(Tylospora sp. 'y C. geophilum) no producen esporomas
(Almaraz-Llamas et al., 2019; Baeza-Guzman et al., 2017,
Massicotte et al., 1992), mientras que Aureoboletus sp. no
ha sido descrito en Piedra Canteada y la caracterizacion
de sus ectomicorrizas ain no estd documentada. En
micologia, la descripcion e identificacion de especies de
hongos se basa principalmente en la morfologia de los
esporomas y las esporas que estos producen (Janowski y
Leski, 2023). No obstante, en estudios como el presente,
donde no se observa la formacion de esporomas, la
identificacion a partir de las ectomicorrizas es mas
compleja ya que en muchos casos no es posible determinar
con certeza el taxon correspondiente debido a la falta de
informacion sobre sus caracteristicas distintivas (Clasen
et al., 2018).

Considerando que la morfologia de las ectomicorrizas
estd determinada tanto por la planta hospedera y el
simbionte fungico, como por las condiciones del suelo y los
factores ambientales (Clasen et al., 2018), es posible que
condiciones especificas del ambiente generen variaciones
en la morfologia de algunas ectomicorrizas; por ejemplo,
afectando la formacion del manto fingico y la estructura
de la red de Hartig (Wang et al., 2025b). Sin embargo, la
inoculacion, formacion y desarrollo de las ectomicorrizas
bajo condiciones de invernadero pueden reducir la
variabilidad en la morfologia de las ectomicorrizas y
permitir descripciones mas precisas.

En este estudio fue fundamental la utilizaciéon de un
enfoque combinado, utilizando técnicas morfologicas
y moleculares para caracterizar las ectomicorrizas
e identificar los taxones que colonizaron el sistema
radical de P. montezumae. Aunque la morfologia macro
y microscopica del micelio, asi como las ectomicorrizas,
sugirieron la presencia de ciertos taxones, los analisis
moleculares confirmaron la identidad de los hongos
ectomicorrizicos presentes en 2 de los tratamientos.

La ectomicorriza formada por Tylospora sp. y P.
montezumae, correspondiente al morfotipo amarillo,
forma parte de la familia Atheliaceae, que son hongos
formadores de simbiosis ectomicorrizica con varias
especies de Pinus. En algunos casos, cuando se asocian
con Pinus pseudostrobus, P. muricata y P. densiflora,
presenta niveles de colonizacion que varian de bajos a
moderados (Huang et al., 2018; Kyaschenko et al., 2017,
Rudawska et al., 2011). Mientras que, con otras especies
este género es considerado como uno de los taxones
dominantes en la colonizacion de sus raices en campo; tal
es el caso de Pinus massoniana (Huang et al., 2018) y P.
montezumae (Baeza-Guzman et al., 2017; Reverchon et al.,
2012), lo cual puede deberse a que el micelio se extiende
abundantemente y se mantiene durante largos periodos
(patron anual), por lo que se le considera una micorriza
colonizadora de alto establecimiento, comparado con
otros hongos (Garay-Serrano et al., 2018).

En general, el éxito de la familia Atheliaceae en la
colonizacion de raices de arboles forestales es atribuido
a su extenso sistema micelial (Reverchon et al., 2014).
En bosques de Inglaterra, diversas especies del género
Tylospora han sido reportadas como abundantes en el
sistema radical del género Pinus, alcanzando niveles de
colonizacion de 70%, en condiciones de campo (Palfner
et al., 2005). En México solo se ha reportado a Tylospora
sp. a nivel de género, asociada a Pinus patula (Ramirez-
Miguelet al.,2021)y P. montezumae (Baeza-Guzmanet al.,
2017; Reverchon et al., 2012). Es importante mencionar
que las caracteristicas morfologicas de las ectomicorrizas
formadas por Tylospora reportadas por Ramirez-Miguel
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et al. (2021) fueron similares a las encontradas en este
estudio. Ademas, en la base de datos de UNITE existen
58 registros de Tylospora sp., por lo que consideramos que
este género es abundante en Norteamérica, en asociacion
estricta con el género Pinus (Rosenthal et al., 2017).

Respecto a la ectomicorriza formada por Aureoboletus
sp. y P. montezumae, correspondiente al morfotipo blanco,
los resultados de BLAST indicaron que corresponde a A.
auriporus. Este hongo pertenece la familia Boletaceae
y subfamilia Xerocomoideae, el cual se distribuye
principalmente en regiones templadas de Asia, Europa
y Norteamérica (Tedersoo etal., 2010). Aureoboletus
auriporus es considerado un complejo de especies (Ayala-
Vésquez et al., 2023), ya que esta conformado por varias
especies cripticas, es decir, organismos genéticamente
distintos que presentan una morfologia muy similar
(Bickford et al., 2007). Por ejemplo, los esporomas de
Aureoboletus gentilis, A. viridiflavus y A. formosus suelen
ser confundidos entre si (Zhang et al., 2015).

En adicion, la especie Aureoboletus readii, que ha sido
reportada en México como comestible, también forma
parte de este complejo; sin embargo, 4. auriporus tiene
una distribucion restringida al este y sureste de EUA,
desde Nueva Jersey y Florida hasta Mississipi y Texas
(Ayala-Vasquez et al., 2023); aunque existe un reporte
inusual de este hongo en un bosque de Quercus ubicado en
Costa Rica (Dentinger et al., 2010). Dadas las dificultades
taxonomicas de este grupo (Zhang et al., 2019), 1a ausencia
de registros confiables de 4. auriporus en México y la falta
de esporomas que permitan una comparacion morfologica
detallada, la asignacion a nivel de especie no fue posible.
Aunque el andlisis de similitud mediante blast mostro
afinidad con secuencias de A. auriporus, los valores de
identidad (maximo 96.93%) y cobertura (maximo 98%)
fueron inferiores a los umbrales comiinmente aceptados
para una asignacion confiable a nivel de especie (identidad
> 98.5-99%) (Liicking et al., 2020), por lo que se optd
por una clasificacion conservadora como Aureoboletus
sp. Actualmente, existen 35 especies de este género, de
las cuales, se han registrado 15 en China, 11 en México
y 9 en EUA (Ayala-Vasquez et al., 2023). La mayoria
de estos estudios se han enfocado en la caracterizacion
morfologica de los esporomas recolectados en campo y/o a
su identificacion molecular (Tedersoo et al., 2010; Zhang
et al., 2015), mientras que la descripcion morfologica y
anatomica de las ectomicorrizas no ha sido documentada.

Por otro lado, Aureoboletus ha sido reportado como
formador de ectomicorrizas en plantas de las familias
Fagaceae, Betulaceae y Pinaceae (Binder y Hibbett, 2006;
Tedersoo et al., 2010). Si bien la simbiosis con Quercus
es la mas comun, también se ha registrado su asociacion
con especies del género Pinus (Baeza-Guzman et al.,

2023; Farid, 2021). No obstante, dichos estudios tampoco
han descrito a las ectomicorrizas de Aureoboletus. Este
estudio constituye el primer reporte de la caracterizacion
morfologica de ectomicorrizas formadas por Aureoboletus
sp. Ademas, los resultados obtenidos en esta investigacion
permiten documentar, por primera vez, la caracterizacion
morfologica y molecular de las ectomicorrizas de P.
montezumae con Tylospora'y Aureoboletus, sintetizadas a
partir de ectomicorrizas nativas, provenientes de rizosferas
de plantula de vivero, producida con suelo forestal del
ANP de Piedra Canteada, Nanacamilpa, Tlaxcala.

Se selecciond la region ITS2 como marcador molecular
para la identificacion de los hongos ectomicorrizicos
debido a su adecuada resolucion a nivel de género, e
incluso especie, en numerosos linajes de hongos (Liicking
etal., 2020; Smith etal., 2007). En comparacién con
ITS1 o con la region ITS completa, ITS2 presenta ciertas
ventajas, como una menor variabilidad en longitud, lo que
facilita su amplificacion y secuenciacion (Horton et al.,
2002; Smith et al., 2007). Ademas, ITS2 tiende a mostrar
una menor coamplificacion de ADN no fungico, lo cual
mejora la especificidad de los analisis (Gardes y Bruns,
1993; Rodriguez-Tovar et al., 2004). Aunque ITS2 resulta
util como marcador universal en hongos (Smith et al.,
2007), la identificacion taxondémica de ectomicorrizas
puede beneficiarse del uso complementario de otros
marcadores moleculares especificos. Entre las alternativas
mas utilizadas se encuentran regiones génicas como
LSU (28S), SSU (18S) y genes codificantes de proteinas
como RPBI, RPB2 y TEF!-q, los cuales pueden mejorar
la resolucion filogenética y permitir una delimitacion
mas precisa de especies, para refinar la identificacion en
linajes complejos en futuras investigaciones que requieran
mayor detalle molecular (He et al., 2017).

En esta investigacion se presentaron algunas
limitaciones en la identificacion molecular de la micorriza
del morfotipo negro. Esto se encuentra relacionado con
dificultades en la amplificacion del ADN, debido a la
presencia de melanina, que es un pigmento obscuro en
la pared celular del hongo, que le confiere tolerancia al
estrés (Fernandez y Koide, 2013; Netherway y Bahram,
2024) pero que inhibe la PCR (Eckhart etal., 2000;
Hu etal, 2015). A pesar de estas limitaciones, C.
geophilum es considerado un hongo ectomicorrizico de
distribucion geografica cosmopolita y muy abundante
en suelos y viveros forestales, ademas de ser una de las
ectomicorrizas mas estudiadas (Bzdyk et al., 2022). Este
taxon no presenta especies estrechamente relacionadas
con morfologias ectomicorrizicas similares y posee
caracteres diagnosticos distintivos, como son el color
negro carbonizado de los morfotipos monopodiales o
dicotomicos, abundantes hifas septadas de coloracion
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café oscuro a negro, abundante micelio extraradical y
formacion de esclerocios (Almaraz-Llamas et al., 2019;
Massicotte etal., 1992; Obase etal., 2017). En este
contexto, y considerando el enfoque del presente estudio
en ectomicorrizas nativas, la identificacion basada en
caracteres morfologicos de las raices colonizadas se
considera adecuada y consistente con lo reportado en la
literatura (Agerer y Rambold, s.f.; Almaraz-Llamas et al.,
2019; Obase et al., 2017, Rodriguez-Goémez-Tagle et al.,
2024; Soto-Gil et al., 2022).

Este ascomiceto de la familia Gloniaceae (Spatafora
et al.,2012) tiene un rango muy amplio de hospedadores, de
mas de 200 especies de arboles, formando ectomicorrizas
con mas de 40 especies de gimnospermas (como Abies,
Picea y Pinus) y angiospermas (varias especies de
Fagaceae y Betulaceae) (Douhan et al., 2007). Ademas, su
distribucion abarca desde regiones boreales hasta zonas
templadas y subtropicales (Obase et al., 2016). En México,
ha sido reportado en gran parte del territorio nacional en
simbiosis con varias especies forestales, como Quercus
crassifolia 'y Abies religiosa (Chavez-Aguilar et al.,
2020), pero principalmente con pinos: Pinus greggii, P.
hartwegii, P. maximartinezii, P. montezumae y P. patula
(Almaraz-Llamas etal., 2019; Rodriguez-Gomez-Tagle
et al., 2024; Soto-Gil et al., 2022).

Este hongo se encuentra cominmente colonizando
plantas bajo estrés por sequia, donde mejora las
condiciones de absorcion de agua y nutrientes (Obase et al.,
2011; Zhang et al., 2024). Ademas, tiene la capacidad de
generar resistencia a metales pesados debido a sus paredes
melanizadas (Zhang et al., 2024). Cenococcum geophilum
desempefia un papel crucial en la salud y resiliencia de
las plantas hospedadoras (Netherway y Bahram, 2024)
y genera oportunidades valiosas para aplicaciones en
conservacion y restauracion ecologica.

El enfoque combinado de técnicas morfologicas y
moleculares permitio identificar algunos taxones de
ectomicorrizas nativas de suelos forestales que colonizan
el sistema radical de P. montezumae. El analisis molecular
basado en la secuenciacion de la region ITS2 del ADN
ribosomal fue fundamental para confirmar la identidad
de 2 de las ectomicorrizas a nivel de género (Tylospora
sp. y Aureoboletus sp.), superando las limitaciones por
la ausencia de esporomas. Ambos géneros representan
nuevos registros de hongos ectomicorrizicos en México,
asociados de manera natural a suelos del Area Natural
Protegida de Piedra Canteada, Tlaxcala, lo que resalta
la necesidad de profundizar en su estudio. Asimismo,
se demuestra la viabilidad de la técnica de inoculacion
con rizosfera como una estrategia para seleccionar y
propagar germoplasma fungico local, lo que representa
una alternativa accesible para viveros comunitarios. En

conjunto, estos hallazgos destacan el valor ecologico y
aplicado de las ectomicorrizas nativas en programas de
produccion y restauracion forestal.
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