(f

=)

Revista Mexicana de Biodiversidad 84: 153-169, 2013
DOI: 10.7550/rmb.29839

Caracterizacion morfologica y genética de las ectomicorrizas formadas entre
Pinus montezumae y los hongos presentes en los bancos de esporas en la Faja

Volcanica Transmexicana

Morphologic and genetic characterization of ectomycorrhizae formed by Pinus montezumae
and spore bank fungi in the Transmexican Volcanic Belt

Roberto Garibay-Orijel'™, Emilia Morales-Marafon', Mario Dominguez-Gutiérrez' y Andrés Flores-Garcia?

!Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México. Tercer Circuito s/n, Ciudad Universitaria. Apartado postal 70-233, 04510 México,

D. F, México.

2Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Conservacion y Mejoramiento de Ecosistemas Forestales, INIFAP. Av. Progreso No. 5, Col. Barrio

de Santa Catarina, Coyoacdn. 04010 México, D. F., México.
M rgaribay@ibunam?.ibiologia.unam.mx

Resumen. Los hongos ectomicorrizicos son indispensables para el establecimiento y funcionamiento de los bosques
templados. Algunos de ellos tienen esporas u otros propagulos resistentes y longevos; éstos se acumulan en el suelo
forestal formando bancos de propagulos que constituyen la fuente de indculo mas importante después de disturbios
severos. En este trabajo caracterizamos morfologica y genéticamente las ectomicorrizas formadas entre Pinus
montezumae 'y los hongos presentes en los bancos de esporas de la Faja Volcanica Transmexicana. Las micorrizas
se obtuvieron por medio de un bioensayo del suelo de 8 de los volcanes mas representativos, con plantulas de P
montezumae cultivadas durante 7 meses. La identidad taxonémica de los hongos se obtuvo por la similitud genética
de la region de los ITS. Se presentan las descripciones de 27 ectomicorrizas; de éstas, 20 no habian sido publicadas
previamente. Geopora sp., Hebeloma helodes, H. leucosarx, Peziza sp. 1, P. aff. ostracoderma, Pezizaceae sp. 1, sp. 2,
sp. 4, Pulvinula constellatio, Sebacina sp. 1, sp. 2, Sordariales sp. 1, sp. 2'y Tuber separans, no se habian encontrado en
bancos de propagulos. Estas especies podrian usarse para reforestar con plantas y hongos endémicos, lo que aumentaria
la sobrevivencia, pues ambos simbiontes estarian adaptados a las condiciones ambientales locales.

Palabras clave: hongos ectomicorrizicos, morfotipos, pino, Eje Neovolcanico, propagulos resistentes.

Abstract. Ectomycorrhizal fungi are keystone in temperate forest establishment and functioning. Some of them
have resistant and long living spores and propagules. These use to accumulate in soil, forming the so-called spore
banks, which are the main inoculum resource after an intense disturbance. In this paper, we provide the morphological
and genetic characterization of ectomycorrhizae formed by Pinus montezumae and the spore bank fungi from the
Transmexican Volcanic Belt. We made a bioassay with P montezumae and soil from 9 of the most representative
volcanoes. Mycorrhizae were dissected after 7 months of seedling grow in a nursery. We identified the fungi by means
of the genetic similarity of their ITS region sequences. We provide the description of 27 morphotypes, 20 of which
had not been previously described. Geopora sp., Hebeloma helodes, H. leucosarx, Peziza sp. 1, P. aff. ostracoderma,
Pezizaceae sp. 1, sp. 2, sp. 4, Pulvinula constellatio, Sebacina sp. 1, sp. 2, Sordariales sp. 1, sp. 2 and Tuber separans
are reported for the first time in spore banks. The ectomycorrhizal fungi characterized could be used in reforestation
using native plants and fungi. This would enhance plant survival due to the physiological adaptations of both symbionts
to local environmental conditions.

Key words: ectomycorrhizal fungi, morphotypes, pine, Neovolcanic axis, resistant propagules.

Introduccion

Las micorrizas son asociaciones simbidticas entre
hifas de hongos y las raices de aproximadamente el 95%
de las plantas terrestres (Brundrett, 2009). En estas aso-
ciaciones se forman estructuras dentro de la raiz donde se
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intercambian nutrimentos como resultado de un programa
de desarrollo sincronizado entre ambos simbiontes. Las
micorrizas se clasifican de acuerdo a su morfologia y ultra-
estructura, en ectomicorrizas (ECM) en las que las hifas
no penetran las células de la epidermis de la raiz y endo-
micorrizas, donde las hifas si lo hacen (Brundrett, 2004).
La micorriza se puede considerar como una extension de
la raiz y como ¢l componente mas activo de los 6rganos
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vegetales de absorcion de nutrimentos. Ademas, el micelio
extra radical puede conectar a varias plantas formando una
red subterranea de transporte de agua y nutrimentos entre
diferentes plantas de la comunidad vegetal (Simard et al.,
2002). Las ECM en particular, mejoran la absorcion de
nutrimentos inorganicos, permiten el uso de nutrimentos
organicos y pueden proteger a la planta de altas concen-
traciones de metales pesados y de patogenos. Los hongos
obtienen azucares simples que llegan a constituir hasta el
30% de la productividad primaria neta, en el caso de plan-
tulas (Smith y Read, 1997). La simbiosis ectomicorrizica
es un componente esencial de la mayoria de las comunida-
des forestales, ya que las especies arboreas dominantes en
bosques templados, en regiones alpinas y boreales, muchos
bosques mediterraneos y en grandes areas tropicales y sub-
tropicales son especies ectomicorrizicas (Tedersoo et al.,
2010).

Se han descrito unas 6 000 especies de hongos
ectomicorrizicos (HECM) de los Phyla Ascomycota y
Basidiomycota (Tedersoo et al., 2010); la mayoria de éstos
presenta un ciclo de vida con fases asexuales y sexuales.
La fase asexual esta representada por el micelio y las mico-
rrizas; la fase sexual por esporocarpos y esporas (Kjoller,
2006). Las puntas de raices micorrizadas y la red de mice-
lio extra radicular son esenciales en la mineralizacion de
nutrimentos, su conversion a formas disponibles para la
absorcion por la planta (Smith y Read, 1997). Algunas
especies fungicas dedican la mayor parte de su biomasa a
los tejidos del manto y tienen micelio poco desarrollado,
mientras que otras especies colonizan relativamente pocas
puntas radiculares, pero producen grandes cantidades de
micelio en el suelo (Agerer, 2001).

Tradicionalmente, el estudio de la diversidad y la eco-
logia de los HECM se realizaba a través de los esporomas
pues son la tnica fase conspicua. En los ultimos 20 afos,
el estudio de esta simbiosis ha tenido un auge gracias a
las técnicas de biologia molecular que permiten estudiarla
a través de las micorrizas, esporas y micelio (Horton y
Bruns, 2001; Peay et al., 2008). El estudio de la identidad
de las ectomicorrizas inicialmente se hacia mediante su
caracterizacion morfoldgica y anatomica (Sandermann et
al., 1989; Agerer, 1991); de esta manera se describieron
alrededor de 500 morfotipos, contenidos en las bases de
datos “Information System for Characterization and Deter-
mination of Ectomycorrhizae” (Rambold y Agerer, 1997)
y “Ectomycorrhizae Descriptions Database”, asi como
otras fuentes especializadas.

A pesar de su importancia, en México s6lo se han
descrito las micorrizas de: Laccaria bicolor en Pinus
montezumae (Santiago-Martinez et al., 2003); Boletus
clavipes, Laccaria laccata, Suillus pseudobrevipes en P.
patula y S. pseudobrevipes en P. greggii (Carrera-Nieva
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y Loépez-Rios, 2004); Pisolithus tinctorius en Eucalyptus
urophylla y P. greggii (Garcia-Rodriguez et al., 2006);
Boletus rubropunctus en Quercus sp. (Smith y Pfister,
2009); P. tinctorius, 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 (Carrasco-
Hernindez, 2010; Carrasco-Hernandez et al., 2010;
Jiménez-Ruiz, 2011). Ya que las ectomicorrizas tienen
poca variaciéon morfologica como para poder diferenciar
especies cercanas, actualmente para su caracterizacion
se emplea un esquema que combina la morfologia y las
secuencias de ADN (Jakucs et al., 2005; Pritsch et al.,
2010; Wei et al., 2010; Wei y Agerer, 2011). Este es el
método que empleamos en este trabajo.

En México, los bosques templados estan dominados
por géneros de angiospermas y gymnospermas forma-
dores de ectomicorrizas, particularmente por el género
Pinus, que esté representado por 49 especies, casi el 50%
de la diversidad mundial (Styles, 1993). Los bosques
de pino son los de mayor distribucion entre los distin-
tos tipos de bosques de coniferas; se estima que cubren
hoy alrededor de 75% de su distribucion potencial, esti-
mada en 10 millones de hectareas, aunque los bosques
bien conservados cubren s6lo 5.2 millones (Challenger
y Soberon, 2008). Estos bosques se desarrollan en areas
con rocas igneas; también se encuentran a menudo sobre
gneis, esquistos, rocas margas, areniscas, lutitas y cali-
zas. Es caracteristico un horizonte de humus de unos 10 a
30 cm y el suelo cubierto de hojas de pino (Styles, 1993).
Debido a la fertilidad de sus suelos y su clima, han sido
objeto de procesos de transformacion con fines agricolas
y energéticos (lefia) o por asentamientos humanos a lo
largo de milenios. Con la conquista espafiola, dichos pro-
cesos se acentuaron durante el siglo XX; el uso forestal
no sostenible, los incendios forestales, el reparto agrario,
asi como la ganaderia y el crecimiento urbano, han sido
los factores mas importantes en la destruccion de los bos-
ques de pinos y de su biodiversidad (Challenger, 1998).

El restablecimiento de este ecosistema depende de que
las plantulas encuentren hongos con quienes micorrizarse.
En zonas donde atin hay bosque, ésto sucede gracias al
micelio en el suelo, pero en zonas donde el disturbio es
severo o donde se ha perdido la vocacion forestal del suelo
o lejos del borde del bosque, las plantulas se micorrizan
gracias a las esporas de HECM (Kjoller y Bruns, 2003).
Los bancos de esporas y otros propagulos resistentes de
HECM son determinantes en la regeneracion después de
una perturbacion (Taylor y Bruns, 1999). Esto lo demues-
tra la composicion de la comunidad de HECM establecida
después de un incendio, que es un reflejo del banco de
esporas preexistente (Baar et al., 1999).
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Debido que en México se presenta un acelerado proceso
de deforestacion y erosion, consideramos muy importante
conocer los hongos que forman bancos de esporas asocia-
dos a bosques de pinos dado que estos recursos tienen un
potencial importante en la reforestacion y restauracion de
nuestros bosques templados. En este trabajo presentamos
la caracterizacion morfologica y genética de las micorrizas
formadas entre P. montezumae y los hongos que forman
bancos de esporas en la Faja Volcanica Transmexicana.

Materiales y métodos

Area de estudio. La Faja Volcanica Transmexicana es una
provincia biogeografica que alberga uno de los mayores
sistemas montanosos en México (Morrone et al., 2002).
Esta formada por un grupo de volcanes separados por
las mas importantes areas urbanas y rurales del pais y
se extiende desde la costa del Pacifico hasta el golfo de
Meéxico cerca del paralelo 19°. Hay mas de 10 volcanes
con una altitud por encima de los 3 500 m proporcionando
zonas elevadas con bosques templados. La formacion
de la faja se dio durante el Oligoceno y concluyd en el
Holoceno (Ferrusquia-Villafranca, 1998), lo que permitio
la migracion de Pinus del centro al sur de México en la
sierra Madre Occidental durante el Oligoceno y en la sierra
Madre Oriental durante el Plioceno (Styles, 1993). Debido
a que los volcanes constituyen un puente discontinuo entre
la flora y la fauna de la sierra Madre Oriental y Occidental,
se produjo una diversificacion de pinos en el Cuaternario
(Farjon y Styles, 1997).

Para conocer la diversidad de los HECM presentes en
los bancos de esporas en la Faja, se realizd un bioensayo
(Baar et al., 1999; Bruns et al., 2006) con muestras de
suelo de bosques de pino de los volcanes mas importantes.
El bioensayo se realizd con plantulas de P. montezumae

155

Lamb. pues esta especie presenta crecimiento medio y
amplia distribucion en la zona. El trabajo se dividio en 4
secciones: trabajo en campo, bioensayo, caracterizacion
morfoldgica de las micorrizas y secuenciacion de ADN de
los morfotipos.

Trabajo de campo. Dentro de la Faja Volcanica Trans-
mexicana, se trazaron 2 transectos de 1 km de largo en
8 volcanes con altura mayor a los 3 000 m (Cuadro 1).
En cada transecto establecimos 6 puntos de muestreo cada
200 m. En cada punto recolectamos 3 muestras de suelo
separadas por 50 m dentro de la misma altitud. Dado que
los propagulos de HECM se encuentran en el suelo mineral
(Taylor y Bruns, 1999), la capa organica fue removida y
se recolectaron los primeros 20 cm de suelo. Las 3 mues-
tras de suelo de cada punto se mezclaron para obtener un
volumen total de 1 1. En el laboratorio, el suelo se tamizd
con una malla de 1.0 mm y se secé al aire en bolsas de
papel. El substrato del bioensayo se preparo6 con este suelo
mezclado en una relacion 1:2:2 con arena y suelo agricola
previamente esterilizados (Kjoller y Bruns, 2003). Dado
que buscamos eliminar toda posible fuente de contamina-
cion, se decidid usar suelo agricola de una chinampa de
Xochimilco, pues en esta zona nunca se han desarrollado
naturalmente hospederos ectomicorrizicos. Ademas, ya
que las chinampas se encuentran aisladas por agua, la posi-
bilidad de dispersion de esporas por mamiferos micoéfagos
es reducida. El suelo agricola y la arena se esterilizaron por
separado en una autoclave con el siguiente ciclo: 30 minu-
tos a 120° C a una presion de 1.5 kg cm?, posteriormente
se dejo enfriar y 24 horas después, se repitio el procedi-
miento; este ciclo se realizd en 3 ocasiones.

Bioensayo de suelo con plantulas de pino. Las semillas
de P. montezumae se compraron a la empresa “Semilla
Forestal Garantizada” y provenian de un lote del Estado de
Meéxico. Las semillas se esterilizaron superficialmente con

Cuadro 1. Caracteristicas de los volcanes estudiados dentro de la Faja Volcanica Transmexicana

Volcan Estado Al RAM Vegetacion
Nevado de Colima Jalisco 4330 3106 - 3627 Pinus montezumae, P. hartwegii
Patamban Michoacan 3288 2517 -3072 Quercus spp. Pinus sp., Alnus jorullensis y
Abies religiosa

San Andrés Estado de México 3450 2741 - 3072 Pinus sp., Quercus spp. y A. religiosa
Nevado de Toluca Estado de México 4690 3077 - 4073 P. montezumae, P. hartwegii
Ajusco D.F. 3930 3265 - 3576 A. religiosa, P. montezumae

P. hartwegii
Iztaccihuatl Estado de México y Puebla 5220 2948 - 3124 Pinus sp., Quercus spp. y A. religiosa
Popocatépetl Estado de México y Puebla 5500 3928 - 4035 P. hartwegii
Malinche Tlaxcala 4503 3065 -3359 P montezumae, Quercus spp. y A. jorullensis

Al: Altitud en metros; RAM: Rango de altitud del muestreo.
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peroxido de hidrogeno al 30% mas una gota de Tween-20
durante 20 min. Las semillas se remojaron por 24 horas
en agua destilada, posteriormente se germinaron durante
1 semana en vermiculita humeda estéril. Las plantulas se
trasplantaron en tubetes de polietileno rigido de 130 cm?.
Por cada punto de muestreo se emplearon 10 tubetes y en
cada uno se sembraron 2 plantulas. Como control negativo,
sembramos 20 plantulas en recipientes con una mezcla
de suelo agricola y arena 1:1 esterilizadas. Las plantulas
se mantuvieron en un invernadero con riegos diarios por
nebulizacion y bajo un sistema de ventilacion que regulo
la temperatura, en las instalaciones del CENID-COMEF-
INIFAP en la Ciudad de México. Dado que tuvimos un
porcentaje importante de mortalidad de las plantulas des-
pués de la siembra, como medida profilactica aplicamos
un par de fungicidas especificos que no tienen efecto sobre
hongos ectomicorrizicos. A la mitad de las plantas por lote
se le aplicd Captan en una concentracion de 2 g/l y a la otra
mitad, el hongo antagonista Trichodema harzianum en una
concentracion de 2.5 g/l.

Caracterizacion morfologica de las micorrizas. Después
de 7 meses, el suelo de las raices se removid con cuidado
bajo un chorro de agua sobre un tamiz. Las raices limpias
se cortaron y se colocaron en un frasco con agua desti-
lada y se mantuvieron a 4° C. La diseccion de las raices
se realizé siempre en un periodo no mayor a 2 dias des-
pués de haber sido lavadas. Las micorrizas se disectaron y
caracterizaron en un microscopio estereoscopico Olympus
SZ61; posteriormente, se colocaron individualmente en
tubos eppendorf de 1 ml con agua destilada. Se caracterizo
cada morfotipo siguiendo la metodologia estandar (Agerer,
1991; Rambold y Agerer, 1997). Se observaron la longi-
tud del sistema, textura a 40x, tipo de ramificacion, color
del manto, la morfologia del micelio externo y rizomor-
fos, etc. Cada morfotipo fue fotografiado con una camara
Lumenera 1-2C. Una vez caracterizadas las micorrizas, se
colocaron en CTAB al 2% para preservar el ADN.
Secuenciacion de ADN. El ADN se extrajo con el kit
XNAP (Sigma-Aldrich). En un tubo eppendorf estéril se
agregaron 10 pl de solucion de extraccion y se colocd un
fragmento de 2 mm de micorriza. Las muestras se colo-
caron en un termociclador con el siguiente programa: 10
minutos a 65° C y 10 minutos a 95° C. Al terminar, se les
adicionaron 30 pl de solucion de disolucion, se dejaron
reposar 30 min a temperatura ambiente y se almacenaron a
4° C (Kennedy et al., 2011). La region de los interespacia-
dores ribosomales (ITS) se amplifico mediante PCR, pues
tiene suficiente resolucién para el nivel de especie en los
HECM. Se utiliz6 la combinacion de iniciadores ITS1F e
ITS4 pues ha demostrado ser especifica para hongos y dis-
crimina el ADN de la planta (Gardes y Bruns, 1993). Para
la PCR, se uso el kit XNAP Redextract (Sigma-Aldrich)
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siguiendo las instrucciones del fabricante. El programa del
termociclador fue 94° C por 3 min, 94° C por 1 min, 51°C
por 1 min, 72° C por 1 min, se repitioé 34 veces del paso 2
al 4, 72° C por 8 min y finalmente 4° C (Izzo et al., 2005).
Los productos de PCR se limpiaron con ExoSAP-IT (USB
Corporation) y se sometieron a la reaccion de secuencia-
cion con Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystems)
bajo las condiciones recomendadas por los fabrican-
tes. Las secuencias de ADN se obtuvieron mediante un
secuenciador ABI 3700 en la unidad de secuenciacion de
la Universidad de California en Berkeley. Las secuencias
se editaron y alinearon a 97% de similitud para formar
secuencias consenso en Geneious Pro 5.4.6 (Drummond et
al., 2010). Las secuencias consenso constituyeron nuestras
unidades taxondmicas operacionales (OTUS), pues un 3%
es el estandar de variacion intraespecifica aceptado en los
estudios de ecologia molecular de ectomicorrizas (Peay et
al., 2008). Las secuencias consenso se registraron en Gen-
Bank (JN704809-JN704838). La identidad taxonomica de
los morfotipos de micorrizas se determind por la afinidad
filogenética de sus secuencias consenso al compararlas
contra las bases de datos del GenBank y UNITE mediante
el programa BLAST (Altschul et al., 1997).

Resultados

En total encontramos 27 morfotipos, de éstos, 16 taxa
son Ascomycetes y 11 Basidiomycetes. El género mejor
representado en los bancos de esporas de la Faja Volcanica
Transmexicana fue Hebeloma con 4 especies (Cuadro 2).
A continuacion se presentan las descripciones de cada uno
de los morfotipos.

Cadophora finlandica Harrington y Douglas + P. mon-
tezumae. Micorriza monopodial pinada con tendencia
dicotomica, las ramas crecen con diferente longitud de
color café a café negruzco lustroso. Las terminaciones no
ramificadas tienen forma recta y doblada. Las puntas son
cilindricas no infladas de color blancuzco. El manto sélo
se presenta en las puntas y permite ver las células de la
epidermis, sin puntos de color y no es carbonizante. Manto
de fibroso a algodonoso muy laxo con numerosas hifas
emanantes de color gris a gris oscuro que comunmente
acumulan particulas de suelo (Fig. 1A). Las hifas emanan-
tes parten del manto en todas direcciones y ocasionalmente
forman rizomorfos delgados. Distribucion geografica:
Nevado de Toluca, Ajusco, Iztaccihuatl, Popocatépetl y
San Andrés. Secuencia 99.0% similar a Phialophora fin-
landica AF486119 (Cuadro 2). P. finlandica es un sindbnimo
de Cadophora finlandica (Harrington y McNew, 2003).
Puede formar micorrizas ericoides con hospederos eri-
coides y ectomicorrizas con hospederos ectomicorrizicos.
Es frecuente encontrarla en habitats con disturbios como
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Cuadro 2. Identificacion de los morfotipos de ectomicorrizas por su afinidad filogenética en GenBank
Genbankl Organismo e % 1d Coincidencias en NCBI Genbank2
IN704822 Cadophora finlandica 0 99.3 Raiz ectomicorrizica AF476977
0 99.0 Phialophora finlandica AF486119
IN704813 Geopora sp. 0 96.5 Geopora cf. cooperi GU184101
0 92.8 Geopora cooperi FR694202
TN704820 Hebeloma albocolossum 0 99.8 Hebeloma albocolossum AY308583
0 99.7 Hebeloma alpinum AY308584
IN704810 Hebeloma helodes 1.97e-176 97.5 Hebeloma helodes FJ168577
IN704825 Hebeloma leucosarx 0 99.1 Hebeloma leucosarx AB211268
0 98.8 Hebeloma alpinum GU234108
IN704814 Hebeloma mesophaeum 0 99.7 Hebeloma mesophaeum AB211272
IN704832 Peziza sp. 1 0 95.6 Peziza badia EF644112
TN704837 Peziza aft. ostracoderma 0 96.8 Peziza ostracoderma EU819461
I.11e-111 86.0 Peziza phyllogena AY 789329
IN704826 Pezizaceae sp. 1 0 96.8 Fungi sp. HMO036637
7.46e-143 89.9 Pezizomycetes sp. GQ153065
IN704828 Pezizaceae sp. 2 0 96.6 Fungi sp. HMO036637
1.23e-133 96.5 Pezizomycetes GQ153065
IN704833 Pezizaceae sp. 3 0 94.6 Peziza ostracoderma EU819461
1.81e-124 83.3 Peziza sp. FN669234
IN704836 Pezizaceae sp. 4 1.71e-104 87.5 Ascomycete sp. AY354274
1.56e-169 86.0 Trichophaea abundans EU715596
IN704819 Pezizales sp. 1 7.99¢-113 86.7 Fungi sp. HM123685
1.22e-175 86.7 Trichophaea abundans EU715596
IN704831 Pulvinula constellatio 0 98.2 Pulvinula constellatio AF289074
5.18e-75 96.1 Otidea apophysata EU784382
IN704812 Pulvinula sp. 1 0 93.1 Pulvinula constellatio AF289074
7.70e-153 85.3 Pezizomycotina sp. GQ153139
IN704815 Rhizopogon fallax 0 100.0 Rhizopogon fallax AF377143
IN704817 Rhizopogon ochraceorubens 0 98.1 Rhizopogon sp. AJ515411
0 97.8 Rhizopogon ochraceorubens AF071440
IN704824 Sebacina sp. 1 0 99.3 Sebacinaceae ambiental EF619757
IN704835 Sebacina sp. 2 0 91.3 Sebacina vermifera DQ520096
IN704818 Sordariales sp. 1 0 97.3 Fungi sp. HM123260
0 89.0 Podospora didyma AY999127
IN704834 Sordariales sp. 2 0 94.4 Fungi sp. HM122853
0 89.9 Podospora didyma AY999127
IN704816 Suillus pseudobrevipes 0 99.5 Suillus pseudobrevipes SUIITSAE
0 99.1 Suillus volcanalis GQ249398
IN704830 Suillus pungens 0 98.4 Suillus pungens SUIITST
0 97.1 Suillus brevipes (GQ249388
TN704829 Thelephoraceae sp. 0 99.0 Tomentella ellisii ambiental DQ068971
0 95.6 Thelephorales DQ195592
IN704827 Tuber separans 0 97.6 Tuber separans HM485387
IN704821 Wilcoxina mikolae 0 99.8 Wilcoxina mikolae AY 880942
TN704811 Wilcoxina rehmi 0 99.8 Micorriza otideoide AF351581
0 99.7 Wilcoxina rehmii AF266708

Genbank1: nimero de acceso en Genbank de nuestras secuencias; ¢: indica la probabilidad de error en la identificacion; % Id: porcentaje
de similitud entre las secuencias; Genbank2: niimero de acceso en Genbank de las secuencias mas similares a las nuestras.
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Figura 1. Morfotipos de ectomicorrizas de Pinus montezumae con hongos del banco de esporas de la Faja Volcanica Transmexicana 1.
A, ectomicorriza con C. finlandica. B, ectomicorriza con Geopora sp. C, ectomicorriza con H. albocolosum. D, punta micorrizada con
H. albocolosum. E, ectomicorriza con H. helodes. F, ectomicorriza con H. leucosarx. G, ectomicorriza con H. mesophaeum. H, punta
micorrizada con H. mesophaeum. 1, ectomicorriza con Peziza sp. 1. J, ectomicorriza con Peziza aff. ostracoderma. K, ectomicorriza con
Pezizaceae sp. 1. L, punta micorrizada con Pezizaceae sp. 1. M, ectomicorriza con Pezizaceae sp. 2.
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el fuego o la tala, asi como en suelos contaminados por
metales pesados y se ha sugerido que tiene un rol funcional
en la resistencia a metales pesados como cadmio, plomo y
zinc (Dos Santos et al., 2007). Secuencias 99% similares
o mas han sido reportadas de Suecia, Finlandia, Portugal,
Alaska, Canada y Argentina, en hospederos como Picea
abies, P. mariana, Pinus sylvestris, Populus tremeloides,
Salix y Arbutus unedo.

Geopora sp. + P. montezumae. De monopodial pinada
a dicotomica. Las terminaciones no ramificadas tienen
forma recta a veces ligeramente torcidas, son de color
café oscuro. Las puntas son cilindricas, en ocasiones lige-
ramente infladas de color café claro a gris. El manto no
permite ver las células de la epidermis y aunque puede
ser oscuro, no es carbonizante. Su superficie es de lisa a
ligeramente lanosa con hifas emanantes cortas, gruesas y
oscuras, aunque en ocasiones pueden ser mas largas y de
color café claro (Fig. 1B). Sin rizomorfos. Distribucion
geografica: Popocatépetl. Secuencia 96.5% similar a G.
cooperi GU184101 (Cuadro 2). Micorrizas con secuencias
similares (mas de 98%) solo han sido reportadas en 2 sitios
en California, EUA, asociadas a Pinus ponderosa y bos-
ques mixtos. Morfoldgicamente, esta micorriza es similar
ala de Geopora sp. Ki-L799 (Tedersoo et al., 2006), coin-
ciden particularmente en el tipo de ramificacion y el manto
transparente.

Hebeloma albocolossum M. Moser + P. montezumae.
Ramificacion dicotdmica, cuyas ramas crecen con la misma
longitud. Las terminaciones no ramificadas tienen forma
recta y varian de naranja claro a café oscuro (Fig. 1C). Las
puntas son cilindricas no infladas de color blancuzco a gris
azulado. En zonas distales se observan las células de la epi-
dermis a través del manto. El manto es semitransparente,
sin puntos de color ni manto carbonizante. Su superficie
es lisa a laxa con textura felposa y abundantes hifas ema-
nantes muy delgadas y translucidas que en la parte distal
se pueden volver grisaceas (Fig. 1D). Las hifas, aunque se
agregan, no forman rizomorfos. Distribucion geografica:
Ajusco, Malinche y en la zona intermedia del Popoca-
tépetl y el Iztaccihuatl. Su secuencia es 99.8% similar a
H. albocolossum AY308583. Secuencias casi idénticas
han sido recuperadas en diferentes localidades de Asia
y Noruega asociadas a géneros raramente considerados
ectomicorrizicos como Bistorta, Kobresia, Polygonum y
Potentilla. También se ha encontrado en Europa en Larix y
Betula. Recientemente se ha demostrado que esta especie
se dispersa facilmente entre las plantulas de P, sylvestris en
vivero (Menkis y Vasaitis, 2011).

Hebeloma helodes J. Favre + P. montezumae. Ramifi-
cacion dicotémica, con ramas que crecen con la misma
longitud. Las terminaciones no ramificadas tienen forma
recta, son de color café claro con parches irregulares bri-

159

llantes. Las puntas son cilindricas, no infladas y del mismo
color. Las células de la epidermis se observan parcialmente
a través del manto. El manto es delgado, con superficie lisa
y textura de felposa a algodonosa, con abundantes hifas
emanantes delgadas, blancas translucidas (Fig. 1E). Distri-
bucion geografica: Popocatépetl e Iztaccihuatl. Secuencia
de ITS 97.5% similar a H. helodes FI168577. Micorrizas
con secuencias similares (97.3%) solo han sido encontra-
das asociadas a Castanea dentata en EUA.

Hebeloma leucosarx P.D. Orton + P. montezumae. Las rai-
ces presentan una fase de crecimiento monopodial en la
que se cubren por un manto caf¢ grisaceo denso. Luego
se ramifican dicotomicamente en ramas que crecen con la
misma longitud. Las terminaciones no ramificadas tienen
forma recta y son de color café grisaceo oscuro. En las
ramificaciones, el manto es mas laxo, semitransparente.
Las puntas son cilindricas, no infladas y café claro. Las
células de la epidermis se observan parcialmente a tra-
vés del manto en las partes ramificadas. En esta zona, el
manto es delgado sin puntos de color. Su superficie es laxa,
algodonosa con abundantes hifas emanantes delgadas,
blancas translicidas (Fig. 1F). Distribucion geografica:
San Andrés. Su secuencia es 99.1% similar a H. leuco-
sarx AB211268. La superficie del manto se vuelve blanco
brillante en las zonas mas maduras. Presenta abundantes
particulas adheridas a la micorriza, las hifas emanantes son
delgadas y de color blanco hialino, lo que coincide con
las demas especies de Hebeloma aqui descritas, asi como
con la descripcion de Carrasco-Hernandez (2010), quien
encontrd que esta especie es eficiente para micorrizar con
P patula y P. pseudostrobus. Micorrizas con secuencias
similares han sido encontradas en intervalos geograficos
(Japon, Canada, Finlandia) y de hospederos (orquideas,
angiospermas y gimnospermas) muy amplios.

Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quél. + P. montezumae.
Ramificacion dicotomica con ramas creciendo con la
misma longitud. Las terminaciones no ramificadas tienen
forma recta, algunas veces levemente torcida, de color
marrdn a café oscuro (Fig. 1G). Las puntas son cilindricas,
no infladas, blancuzcas o translucidas (Fig. 1H). Se obser-
van las células de la epidermis a través del manto. El manto
es semitransparente, sin puntos de color ni manto carboni-
zante. Su superficie es laxa, lanosa con abundantes hifas
emanantes que se concentran en la parte distal de la mico-
rriza. No presenta rizomorfos. Distribucion geografica:
Malinche. Su secuencia es 99.7% similar a H. mesophaeum
AB211272. Nuestra descripcion coincide con las de Fassi
y Fontana (1966) y Carrasco-Hernandez (2010), quienes
destacan que cuando esta micorriza es joven, es de color
blanco plateado y que rapidamente va cambiando a color
leonado oxidado, terminando en una coloracion café con-
forme aumenta la edad. Se han encontrado micorrizas con
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secuencias casi idénticas en Europa, Canada y Estados
Unidos asociadas a Populus, Picea y Quercus. Es abun-
dante en suelos con metales pesados. Sus esporas han sido
encontradas en polvo dentro de edificios en las ciudades
(Pitkdranta et al., 2011) y en bosques aislados dominados
por hongos de dispersion de larga distancia (Geml et al.,
2012), por lo que no es raro que haya aparecido en los ban-
cos de esporas de la faja volcanica. En general, las especies
de Hebeloma pueden ser encontradas en una amplia gama
de especies de arboles jovenes y pueden ser consideradas
como hongos de primera etapa. Son comunes en arbo-
les que crecen en suelos con fertilidad razonable, suelos
cafés y viveros. Esta especie es de gran interés forestal
en México, pues tiene una amplia distribucion en la faja
volcanica, particularmente en la sierra Fria desde el norte
de Texcoco hasta el Popocatépetl. En esta zona, es uno de
los hongos comestibles de mayor venta en los mercados
(Perez-Moreno et al., 2008). Es por ésto que otros autores
ya la han usado en experimentos de micorrizacion y la han
propuesto como una especie con mucho potencial alimen-
ticio, ademas del forestal (Carrasco-Hernandez, 2010).
Peziza sp. 1 + P. montezumae. De irregularmente pinada a
dicotomica. El sistema micorrizico es muy caracteristico
pues la raiz estd muy hinchada y las ramificaciones son
sinuosas. El color general es café claro veteado. El manto
es muy delgado y transparente, por lo que el color lo deter-
minan las células de la superficie de la raiz, unas estan
claras y otras suberizadas, por eso la apariencia veteada.
Las puntas mas delgadas son translucidas con algunas
células de la raiz grisaceas. El manto es laxo, poco algodo-
noso, con micelio externo muy corto, con hifas que pueden
ser transparentes o café claro (Fig. 1I). Sin rizomorfos.
Distribucion geografica: Nevado de Toluca y Popocatépetl.
Su secuencia es 95.6% similar a P. badia EF644112. Si
bien se ha prestado mayor atencion a la importancia de los
Pezizales formadores de micorrizas (Fujimura et al., 2005;
Tedersoo et al., 2006), existen pocas descripciones de los
morfotipos de estas micorrizas. La micorriza que aqui des-
cribimos es muy similar a la de Geopora sp. Ke-L1056 en
coniferas (Tedersoo et al., 2006) y a la de Balsamia alba
+ Pinus jeffreyi (Palfner, 1998), ambos miembros de Pezi-
zales. Por las caracteristicas del manto, corresponde con
una ectendomicorriza. S6lo se han encontrado un par de
micorrizas con secuencias similares en Estados Unidos y
Canada asociadas a Betula y Populus.

Peziza aff. ostracoderma + P. montezumae. Monopodial
pinada a irregularmente dicotomica. El eje principal suele
ser largo y las ramificaciones muy cortas. En general, es
de tortuosa a moniliforme. El manto es granuloso, color
negro de apariencia carbonizante. La superficie es lanosa,
con micelio externo de hifas mas o menos gruesas, oscuras
y largas que se disponen perpendicularmente al eje. No
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se observan las células de la raiz. Las puntas son rectas y
negras (Fig. 1J). Sin rizomorfos. Distribucion geografica:
Iztaccihuatl. La secuencia de sus ITS es 96.8% similar a P
ostracoderma EU819461. Micorrizas con secuencias simi-
lares han sido encontradas asociadas a Populus en Canada.
Pezizacea sp. 1 + P. montezumae. Ramificacion dicotd-
mica. Las terminaciones no ramificadas tienen forma recta,
cortas, a veces dobladas y de color café que se torna mas
amarillento antes de la punta (Fig. 1K). Las puntas son
cilindricas, de color blanco translicido (Fig. 1L). El manto
es muy laxo en todo el sistema micorrizico, por lo que las
células de la epidermis siempre son visibles. Las hifas son
grises, en ocasiones agrupadas formando un manto del-
gado gris y en otras estan separadas y emanan de la raiz,
aunque en general son cortas. Sin rizomorfos. Distribucion
geografica: Nevado de Toluca, Malinche y Popocatépetl.
No hay secuencias de ejemplares voucher con simili-
tud superior a 90% en Genbank (Cuadro 2). Por el tipo
de manto se trata de una ectendomicorriza muy similar a
la de Sarcosphaera coronaria (Tedersoo et al., 2006). Se
han encontrado micorrizas con secuencias similares en
Canada y Estados Unidos, asociadas a Populus, Pinus y
Pseudotsuga.

Pezizacea sp. 2 + P. montezumae. Sistema micorrizico que
se divide en 2 ramas que crecen con la misma longitud,
aunque en las micorrizas maduras las ramas son largas y
dobladas en diferentes angulos, por lo que la dicotomiza-
cion no sucede en el mismo plano. Las ramas son ambar,
pardo y café oscuro. Las puntas estan ligeramente infladas
disminuyendo con la edad. Son translicidas de color blan-
cuzco, amarillento o grisaceo (Fig. 1M). Las células de la
epidermis son evidentes pues el manto es laxo, en ejem-
plares jovenes casi son imperceptibles. En las zonas donde
son evidentes, el manto tiene un color café grisaceo. Hifas
emanantes largas, separadas, de color café a café oscuro.
Distribucion geografica: Nevado de Toluca, Malinche e
Iztaccihuatl. No hay secuencias de vouchers con simili-
tud mayor a 90% en Genbank. Sélo se ha encontrado una
micorriza similar asociada a plantulas de P. sylvestris en
Lituania.

Pezizacea sp. 3 + P. montezumae. Sistema micorrizico de
monopodial pinado a dicotomico. El sistema, presenta un
eje central desde el cual se originan ramas cortas, pos-
teriormente, las ramificaciones se alargan con diferente
direccion, tamafio y angulo. Las terminaciones no rami-
ficadas tienen forma recta y se doblan sin ninglin patron.
En principio, son blancas translicidas, después se tornan
amarillentas, luego cafés y posteriormente, cuando madu-
ran y se desarrolla el manto, se vuelven café oscuras. Las
puntas blancuzcas estan ligeramente hinchadas, lo que
disminuye con la edad. En las ramificaciones jovenes se
observan las células epidérmicas de la raiz, posteriormente
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se va desarrollando un manto mas o menos denso, de color
café oscuro (Fig. 2A). De este manto, en algunas zonas,
emanan hifas oscuras que ocasionalmente pueden ser lar-
gas. Distribucion geografica: Patamban. Es 94.6% similar
a Postracoderma EU819461. Ninguno de los morfotipos
descritos previamente se parece a éste, particularmente
en cuanto a la complejidad de los cambios de forma y
color conforme madura. Si bien la identidad taxonomica
del hongo que forma esta micorriza es desconocida, esta
especie ha sido ampliamente muestreada en Europa y
Norteamérica asociada a bosques de encinos, asi como a
plantulas de angiospermas y gimnospermas de vivero. Esto
indica que es un organismo ampliamente distribuido pre-
sente en los bancos de esporas.

Pezizacea sp. 4 + P. montezumae. Sistema micorrizico
dicotomico abundante, con raices que crecen con la misma
longitud y en el mismo plano. Las terminaciones no rami-
ficadas son rectas y algunas se doblan en angulos de 50°.
Todo el sistema, salvo las puntas es café rubio brillante.
Las puntas son cilindricas, no infladas y blancuzcas.
No se aprecian las células de la epidermis. El manto es
denso, grueso y lanoso, con hifas emanantes cortas, café
amarillentas, brillantes que capturan agregados de suelo
(Fig. 2B). Sin rizomorfos. Distribucion geografica: entre
los volcanes Popocatépetl e Iztaccihuatl. No hay ninguna
secuencia con similitud mayor a 88% con la nuestra en las
bases de datos. Tampoco hay morfotipos de ectomicorrizas
de ascomicetos que se le asemejen.

Pezizales sp. 1 + Pinus montezumae Lamb. Sistemas
micorrizicos muy abundantes y densos, con ramificacion
de irregular pinada a dicotomica. Las ramas se dividen
hasta en 3 ocasiones. Las terminaciones no ramificadas
tienen forma recta y punta aguda (Fig. 2C). En ocasiones,
se doblan con angulo de 20°. Las puntas son cilindricas, no
hinchadas a ligeramente hinchadas y algunas con constric-
ciones (Fig. 2D). Ramas color café anaranjado, café a café
oscuro, con las puntas blancuzcas a café claras translici-
das. El manto es denso y delgado, no se observan células
epidérmicas a través de ¢él. La superficie es lanosa con
abundantes hifas gruesas que generan considerable micelio
externo a lo largo de toda la micorriza y que eventualmente
pueden formar fasciculos sin constituir rizomorfos. Distri-
bucion geografica: Nevado de Toluca, Ajusco, Malinche,
Popocatépetl, San Andrés, Iztaccihuatl. No hay en las
bases de datos secuencias de vouchers con similitud mayor
a 87%; sin embargo, se han encontrado micorrizas con
secuencias similares en Norteamérica y Europa asocia-
das a Betula, Castanea, Pinus y Populus. Una micorriza
con secuencia idéntica se encontr6 en las comunidades de
hongos ectomicorrizicos con propagulos resistentes en el
Mediterraneo (Buscardo et al., 2010). Esto indica que esta
especie es comun en los bancos de esporas.
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Pulvinula constellatio (Berk. y Broome) Boud. + P. mon-
tezumae. Sistema micorrizico heterogéneo, con cambios
drasticos durante su desarrollo. Puede ser monopodial
pinado a dicotdmico. En cualquier caso, la modificacion
de la forma de la raiz precede a la formacién de manto.
Cuando las raices son jovenes, se estrangulan y sufren
un engrosamiento digitiforme por la presencia del manto
(Fig. 2E). Al crecer, estas proyecciones digitiformes se
bifurcan y se hacen mas largas, por lo que dejan de ser
evidentes. Las ramificaciones son rectas, largas, a veces
dobladas y ligeramente sinuosas. El manto primero es
compacto, de color crema a café claro, luego se vuelve
café grisaceo, ligeramente felposo y granular. La mayoria
de las puntas son cilindricas, no infladas, de color blan-
cuzco y amarillento en el extremo, otras son de color café.
No se observan células epidérmicas a través del manto.
Las ramas mas distales tienen escasas hifas emanantes
cortas; de las proximales surgen hifas emanantes largas
de color café, a veces gruesas que eventualmente produ-
cen rizomorfos delgados cafés. Distribucion geografica:
Nevado de Colima, Malinche, Popocatépetl, Iztaccihuatl,
Patambam y San Andrés. Su secuencia es 98.2% similar
a P. constellatio AF289074, pero la morfologia de dicha
muestra es muy diferente a la que nosotros encontramos.
Esa micorriza fue descrita como pequena, con ramificacion
simple o monopodial, de color blanco, con hifas emanan-
tes blancas y cortas (Amicucci et al., 2001). Esto no puede
atribuirse a una falta de correlacion entre nuestra secuencia
y nuestro morfotipo pues la secuencia que aqui presenta-
mos es la secuencia consenso de numerosas muestras a lo
largo de la faja volcanica y la morfologia de todas esas
muestras siempre fue consistente. La causa mas probable
es una variacion morfologica originada por el hospedero,
pues nuestra micorriza estd formada con P. montezumae
mientras que la de Amicucci et al. (2001) se formo6 con
Quercus pubescens. Micorrizas genéticamente similares
solo han sido registradas en raices de la orquidea Bistorta
vivipara en Noruega.

Pulvinula sp. 1 + P. montezumae. En general, tiene rami-
ficacion dicotomica con ramas creciendo con la misma
longitud, aunque las ramificaciones secundarias pueden
ser en diferentes planos. Las ramas pueden ser cortas
dando origen a una estructura mas o menos compacta, o
bien, los ejes principales pueden alargarse considerable-
mente después de ramificarse; cuando ésto sucede, los
ejes principales son moniliformes y las terminaciones no
ramificadas tienen forma recta o sinuosa (Fig. 2F). Los
colores son café y café grisaceo, aunque las micorrizas
muy jovenes pueden ser café claro y las viejas negras. Las
puntas son cilindricas, infladas de color blanco translucido.
El manto es grisaceo, grueso pero laxo y semitransparente,
por lo cual las células de la epidermis se observan en algu-
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Figura 2. Morfotipos de ectomicorrizas de Pinus montezumae con hongos del banco de esporas de la Faja Volcanica Transmexicana 2.
A, ectomicorriza con Pezizaceae sp. 3, en la esquina superior derecha se observa un corte transversal de la micorriza donde se aprecia
el manto (a), la red de Hartig (b) y una hifa emanante (c). B, ectomicorriza con Pezizaceae sp. 4. C, ectomicorriza con Pezizales sp. 1.
D, punta micorrizada con Pezizales sp. 1. E, ectomicorriza con Pulvinula constellatio. F, ectomicorriza con Pulvinula sp. 1. G, punta
micorrizada con Pulvinula sp. 1. H, ectomicorriza con Rhizopogon fallax. 1, punta micorrizada con R. fallax. J, micelio externo de R.
fallax. K, rizomorfo de R. fallax.
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nas zonas. Este manto es algo glutinoso y por lo tanto, el
suelo se le adhiere formando una capa alrededor de la raiz
(Fig. 2G). El manto laxo da origen a un poco de micelio
externo corto casi transparente a lo largo de toda la mico-
rriza. Distribucion geografica: Nevado de Toluca, Ajusco,
Malinche, Popocatépetl, Iztaccihuatl, San Andrés. Secuen-
cia 93.1% similar a P. constellatio AF289074. Micorrizas
con secuencias similares han sido encontradas en Polonia e
Italia, asociadas a plantulas de P. abies en vivero, asi como
a Quercus en plantaciones.

Rhizopogon fallax A.H. Sm. + P. montezumae. Sistema
micorrizico complejo, con muchos cambios conforme se
desarrolla. Inicia con una ramificacion dicotdomica en ramas
gruesas y cortas, que crecen con la misma longitud aunque
no necesariamente en el mismo plano. Después se vuelve
mas compacto y finalmente coraloide con cierta tendencia
a tubercularse (Fig. 2H). La colonizacion suele comen-
zar por la punta, en la que se genera una capa de manto
blanco algodonoso que va descendiendo por la raiz (Fig.
21). Conforme ésto sucede, el manto se vuelve compacto
y toma tonalidades azul verdosas con puntos redondos de
color azul. Después de la colonizacion, desde la punta se
genera abundante micelio externo algodonoso de color
gris que tiene 2 tipos de hifas. Las mas abundantes son
delgadas y grises, mientras que las menos abundantes son
gruesas y color crema (Fig. 2J). También presenta rizomor-
fos grises o azulados, gruesos, de los que emerge micelio
blanco o café (Fig. 2K). Distribucion geografica: Nevado
de Toluca, Iztaccihuatl y Popocatépetl. La secuencia de sus
ITS es 100.0% similar a R. fallax AF377143. Micorrizas
con secuencias casi idénticas son comunes en estudios de
bancos de esporas en Estados Unidos, particularmente en
California, asociadas a plantulas de pino de bioensayos
(Rusca et al., 2006). Sin embargo, ya que las especies del
subgénero Amylopogon tienen muy poca variacion en la
region de los ITS, a estas micorrizas se les ha identificado
como R. grupo salebrosus en todos los trabajos.
Rhizopogon ochraceorubens A.H. Sm. + P. montezumae.
Sistema micorrizico grande que comienza con ramifica-
cion dicotdmica y culmina con forma coraloide. La raiz
se divide en 2 ramas que crecen con la misma longitud.
La dicotomizacion puede suceder en el mismo plano o en
angulo, por lo que ramas consecutivas pueden ser incluso
perpendiculares. La formacion del manto se presenta des-
pués de la primera dicotomizacion e incluso después de la
quinta. Antes de la aparicion del manto, las terminaciones
no ramificadas son cafés o carbonizantes, rectas y granu-
losas, mientras que las puntas son globosas, translicidas,
blanco grisaceas. Para que se forme el manto, primero se
establece un micelio externo algodonoso, abundante, color
crema a gris alrededor de las puntas. Luego se produce un
manto grueso, algodonoso color crema anaranjado que
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desciende hasta cubrir toda la raiz. Conforme el sistema
madura, el manto se vuelve café anaranjado, luego café
rojizo con zonas grisaceas (Fig. 3A). Cuando la micorriza
es coraloide, se rodea por micelio externo algodonoso,
grueso, naranja rojizo a grisaceo (Fig. 3B). Conjuntos de
hifas forman rizomorfos largos. Distribucion geografica:
Iztaccihuatl y Nevado de Toluca. Su secuencia resultd
97.8% similar a R. ochraceorubens AF071440. Al igual
que la anterior, micorrizas con secuencias similares han
sido registradas en repetidas ocasiones en estudios de ban-
cos de esporas en bosques de pino en California.

Sebacina sp. 1 + P. montezumae. Sistema micorrizico
dicotdmico, con ramas cortas y rectas que crecen con la
misma longitud. Las ramas aparecen en diferentes planos.
Las terminaciones no ramificadas tienen forma recta y son
color café claro y oscuro. Las puntas son cilindricas no
infladas, translicidas. La dicotomizacion ocurre antes de
la formacion del manto que es delgado, grisaceo y semi-
transparente, por lo que se aprecian claramente las células
de la epidermis. Sélo en las ramas entre el eje principal y la
ultima ramificacion se establece un manto conspicuo, fel-
poso, laxo con algo de micelio externo translacido al que
se adhieren numerosas particulas de suelo (Fig. 3C). Sin
rizomorfos. Distribucion geografica: Ajusco. Su secuencia
es 99.3% similar una muestra ambiental de Sebacinaceae
EF619757 encontrada en Carolina del Norte asociada a las
raices de Pinus taeda (Parrent y Vilgalys, 2007). Micorri-
zas genéticamente similares se han encontrado en otras
partes de Norteamérica, destaca una muestra asociada a
arboles adultos de P. montezumae en la Malinche, Tlaxcala
(Kennedy et al., 2011). Esto nos indica que esta especie
tiene una distribuciéon en México mas amplia que la que
aqui registramos y ademads, es capaz de micorrizar plantas
jovenes de P. montezumae y continuar haciéndolo hasta la
edad adulta.

Sebacina sp. 2 + P. montezumae. Micorriza monopodial a
dicotomica, con eje principal y ramas muy largos. La ramas
no siempre crecen con la misma longitud y se pueden
doblar. Algunas puntas presentan constricciones y otras
son cilindricas o agudas hacia la punta. La mayor parte
del sistema es café oscuro a negro, granuloso, sinuoso y
presenta un manto muy laxo y delgado que permite ver las
células de la epidermis. Las puntas son blancuzcas. So6lo
en las terminaciones no ramificadas se presenta un manto
conspicuo, algodonoso a fibroso, de gris oscuro a negro.
De él emana un micelio gris oscuro que cubre la micorriza
hasta antes de la punta. Presenta numerosas hifas largas,
gruesas y negras a lo largo de todo el sistema (Fig. 3D).
Distribucion geografica: Nevado de Toluca, Malinche, San
Andrés y entre el Popocatépetl e Iztaccihuatl. No existen
secuencias en las bases de datos con similitud mayor a
92% (Cuadro 2).
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Figura 3. Morfotipos de ectomicorrizas de Pinus montezumae con hongos del banco de esporas de la Faja Volcanica Transmexicana 3.
A, ectomicorriza con Rhizopogon ochraceorubens. B, puntas micorrizadas con R. ochraceorubens. C, ectomicorriza con Sebacina sp. 1.
D, ectomicorriza con Sebacina sp. 2. E, ectomicorriza con Sordariales sp. 1. F, ectomicorriza con Sordariales sp. 2. G, punta micorrizada
con Suillus pseudobrevipes. H, ectomicorriza con Suillus pungens. 1, ectomicorriza con Thelephoraceae sp. 1. J, ectomicorriza con
Tuber separans. K, punta micorrizada con 7. separans. 1. L, ectomicorriza con Wilcoxina mikolae. M, ectomicorriza con W. rehmii. N,
puntas micorrizadas con W. rehmii.
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Sordariales sp. 1 + P. montezumae. Sistema de monopodial
a dicotomico. En cualquier caso, los ejes principales se pue-
den alargar mucho. Cuando la raiz se divide en 2 ramas,
estas crecen con la misma longitud y en el mismo plano. Las
terminaciones no ramificadas tienen forma recta o doblada y
se hacen mas agudas hacia la punta, son de color café oscuro
rojizo. Las puntas son cilindricas o agudas, translucidas. El
manto es denso, lanoso, gris oscuro a negro y suele presen-
tarse en los 2 primeros tercios de la zona ramificada. Del
manto surge abundante micelio externo formado por hifas
negras, gruesas y largas que en muchos casos forman un
micelio negro con gran cantidad de suelo adherido (Fig. 3E).
Sin rizomorfos. Distribucion geografica: Nevado de Toluca.
No existen en las bases de datos ejemplares voucher con
similitud genética mayor a 90% (Cuadro 2).

Sordariales sp. 2 + P. montezumae. Sistema micorrizico
monopodial pinado a dicotomico con los ejes principales y
las ramas largas y sinuosas. Las terminaciones no ramifica-
das se doblan en curva o en angulo de 30° antes de la punta,
son de color café a café oscuro. Las puntas son rectas, blan-
cas translucidas. El manto es lanoso, laxo y grisiceo. Toda
la micorriza tiene abundante micelio externo algodonoso, de
color gris que atrapa mucho suelo (Fig. 3F). Sin rizomorfos.
Distribucion geografica: San Andrés. No existen ejemplares
voucher con similitud genética mayor a 90% en las bases de
datos (Cuadro 2).

Suillus pseudobrevipes A.H. Sm. y Thiers + P. montezu-
mae. Sistema micorrizico con ramificacion dicotomica, con
ramas creciendo con la misma longitud y en el mismo plano.
Las terminaciones no ramificadas tienen forma recta. Las
puntas van de cilindricas a agudas, de color blancuzco. El
manto es felposo, algodonoso, de color blanco, luego café
y finalmente gris. Tiene abundante micelio externo gris que
cubre toda la micorriza (Fig. 3G). Sin rizomorfos. Distri-
bucidn geografica: Popocatépetl. Su secuencia de los ITS
resultd 99.5% similar a S. pseudobrevipes SUIITSAE. La
mayoria de los morfotipos de micorrizas de Suillus son
tuberculados. El nuestro es dicotomico y pequefio, por lo
que se trata de una micorriza joven o bien de una micorriza
que se anastomosa como la de S. laricinus + Larix, que tam-
bién presenta tonos grisaceos (Samson y Fortin, 1988). Esta
especie forma micorrizas especificamente con miembros de
Pinaceae y ha sido encontrada en reiteradas ocasiones en
los bancos de propagulos resistentes en bosques de pino en
California (Izzo et al., 2006).

Suillus pungens Thiers y A.H. Sm + P. montezumae. El sis-
tema micorrizico tiene una ramificacion dicotdmica que se
vuelve coraloide y finalmente forma tubérculos. Las termi-
naciones no ramificadas tienen forma recta y color blanco.
Las puntas son cilindricas, de color blanco o gris azulado
transltcido. El manto es algodonoso, blanco, que en la base
del sistema micorrizico se vuelve café rojizo con la edad.
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En la parte distal se vuelve mas laxo y grisiceo dando
origen a abundante micelio externo gris que cubre la mico-
rriza originando una especie de tubérculo, aunque la capa
superficial no es compacta y las puntas no se anastomosan
(Fig. 3H). Presenta rizomorfos delgados, compactos color
crema y otros mas gruesos, laxos, color gris. Distribucion
geografica: Ajusco e Iztaccihuatl. Secuencia 98.4% similar
a S. pungens SUIITST. Esta especie forma micorrizas con
miembros de Pinaceae y ha sido encontrada en los bancos de
propagulos en bosques de pino y en plantulas de bioensayos
en California (Izzo et al., 2006; Peay et al., 2007).
Thelephoraceae sp. + P. montezumae. Sistema dicotomico y
luego coraloide. La micorriza sufre cambios considerables
durante su desarrollo y tiene la muy particular caracteris-
tica de que el manto no se vuelve conspicuo hasta que el
sistema se ha ramificado mucho, alcanzando un tamafo con-
siderable. Cuando atin no hay manto evidente, la micorriza
primero es blanca amarillenta translucida y luego, conforme
madura la raiz y las células de la epidermis adquieren color,
se vuelve café rojiza con manchado irregular color negro.
Después, la raiz adquiere un veteado heterogéneo con célu-
las de la epidermis café claro, café oscuro y negro. Durante
este tiempo, s6lo se observan hifas como filamentos aislados
alrededor de la raiz siendo mas evidentes las hifas emanan-
tes que son cortas, delgadas y translicidas. Finalmente,
cuando numerosas ramas convergen y la micorriza adquiere
una forma coraloide en el centro con ramificaciones largas
dicotomicas a la periferia, se desarrolla un manto felposo,
grueso, color crema amarillo que con la edad se vuelve
naranja. El micelio externo se hace mas abundante y se
forman algunos rizomorfos delgados blanco cremoso. Las
ramas son largas, rectas, a veces sinuosas. Las puntas son
rectas, cilindricas, donde no hay manto son blancas, luego
grisaceas y donde hay manto, son café rojizo (Fig. 3I). Dis-
tribucion geografica: Nevado de Colima, Nevado de Toluca,
San Andrés, Iztaccihuatl. Aunque su secuencia resultd
99.0% similar a Tomentella ellisii DQ068971, dicha secuen-
cia proviene de una muestra ambiental y no hay ningin
otro ejemplar voucher secuenciado genéticamente cercano
a nuestra secuencia. Por lo tanto, conservadoramente deci-
dimos asignarle un nombre menos preciso pero confiable.
Micorrizas con secuencias similares han sido encontradas
en las raices de plantulas de invernadero de P, sylvestris en
Lituania (Menkis y Vasaitis, 2011).

Tuber separans Gilkey + P. montezumae. Sistema micorri-
zico monopodial, monopodial pinado a dicotomico. Cuando
es dicotdmico, las ramas de la raiz no necesariamente
crecen con la misma longitud; a veces incluso una de las
ramificaciones aborta su crecimiento. Las terminaciones no
ramificadas tienen forma recta o sinuosa y doblada; unas se
doblan de forma curva y otras angularmente. Las puntas son
considerablemente infladas, a veces con una constriccion
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anterior. Cuando la micorriza se desarrolla, toda la rama se
infla volviéndose digitiforme, mientras que la ramificacion
principal sin manto se alarga. Cuando las micorrizas son
jovenes son blancas, luego crema, café claro y finalmente
cafés. El manto compacto y aterciopelado es transparente al
principio y se va engrosando, por lo que las células de la epi-
dermis son evidentes durante buena parte del desarrollo de
la micorriza. Cuando maduran, aiin se observan zonadas por
la transparencia (Fig. 3J). Del manto, al principio, emergen
algunas hifas transparentes, posteriormente las hifas ema-
nantes son muy escasas y se desarrollan cistidios cortos en
las partes laterales de las terminaciones no ramificadas (Fig.
3K). Distribucion geografica: Nevado de Colima, Nevado
de Toluca, Ajusco, Malinche, Popocatépetl, Iztaccihuatl y
San Andrés. La secuencia de sus ITS es: 97.6% similar a
T separans HM485387. Comparte con la mayoria de las
micorrizas de Tuber las puntas hinchadas con hifas emanan-
tes. Es muy similar a la micorriza de 7. borchii + Corylus
avellana (Rauscher et al., 1996). Esta es la primera mico-
rriza de Tuber descrita con alguna especie de pino, dado que
este género comunmente se asocia con angiospermas, parti-
cularmente con Quercus. Aunque esta especie fue una de las
de mayor distribucion, no existen micorrizas con secuencias
con similitud mayor a 98% en las bases de datos, el Ginico
registro similar corresponde a una micorriza asociada a
Quercus spp. en Taxco, Guerrero (Morris et al., 2008).

Wilcoxina mikolae (Chin S. Yang y H.E. Wilcox) Chin S.
Yang y Corp. + P. montezumae. Sistema micorrizico de
monopodial a dicotomico. Con 2 ramas que no siempre cre-
cen con la misma longitud y cuando ésta ocurre, es comin
que una de las ramas no lo haga. Las terminaciones no
ramificadas son rectas, curvas o dobladas angular y hete-
rogéneamente o sinuosas. Las puntas son cilindricas, rectas
o ligeramente infladas, de color blanco translicido o café
claro. El manto siempre es muy laxo y delgado. Al principio
es inconspicuo permitiendo ver toda la superficie de la raiz
y las células epidérmicas, al madurar es un poco mas visible
pero siempre permite ver la superficie de la raiz. Cuando
es evidente, se observa como un conjunto de filamentos
alrededor de la raiz del que surgen muchas hifas cortas, de
café oscuro a negro que producen un micelio externo laxo
de apariencia lanosa. Este micelio externo atrapa cerca de
la raiz numerosos microagregados de suelo (Fig. 3L). Se
pueden producir rizomorfos delgados y oscuros. Distribu-
cién geografica: Nevado de Toluca, Ajusco, Malinche y
Popocatépetl. Su secuencia es 99.8% similar a W. mikolae
AY880942. Segtin Agerer y Rambold (2004-2012), la mico-
rriza descrita como Tricharina gilva + Picea sitchensis
(Ingleby et al., 1990) se trata en realidad de W. mikolae.
Nuestra micorriza concuerda, salvo que es dicotdmica y
mucho mas desarrollada. Esta caracteristica ya ha sido
reportada brevemente en las micorrizas de W. mikolae +
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Pinus sp. (Agerer y Rambold, 2004-2012). En general Wil-
coxina spp. produce ectendomicorrizas con Pinus y Larix
(Peterson et al., 2004). Multiples secuencias idénticas o muy
similares han sido encontradas en todo el Hemisferio Norte
e incluso en plantaciones forestales del Hemisferio Sur en
Nueva Zelanda y Argentina. Estas micorrizas estan particu-
larmente asociadas a plantulas de Pinus spp. producidas en
vivero, aunque también han sido encontradas en condicio-
nes naturales en otros géneros de la familia Pinaceae como
Larix y Pseudotsuga.

Wilcoxina rehmi Chin S. Yang y Korf + P. montezumae.
Sistema micorrizico profusamente dicotomico, incluso
coraloide. Las ramas no siempre crecen con la misma lon-
gitud y cuando ésto ocurre, una rama puede abortase. Las
terminaciones no ramificadas son rectas, curvas o dobladas
angular y heterogéneamente, o sinuosas. Las puntas son
cilindricas, rectas o ligeramente infladas de color blanco
translicido o café claro. El manto al principio es inconspi-
cuo permitiendo ver las células epidérmicas, al madurar se
engrosa y se vuelve denso (Fig. 3M). Cuando es evidente,
es de apariencia lanosa y en las muy maduras, es carboni-
zante. Va de color café rojizo a café oscuro y negro (Fig.
3N). De ¢l emanan hifas café rojizo a café oscuro, gruesas
y largas que producen un micelio externo abundante de
apariencia lanosa. Este micelio externo atrapa numerosos
microagregados de suelo. Eventualmente se pueden produ-
cir rizomorfos delgados y oscuros. Distribucion geografica:
Nevado de Toluca, Ajusco, Malinche, Popocatépetl y San
Andrés. Su secuencia resultd 99.7% similar a W. rehmii
AF266708. Nuestra descripcion coincide con la de Tedersoo
et al., (2006), salvo que encontramos sistemas micorrizicos
mas desarrollados. Multiples secuencias similares ha sido
encontradas en todo el Hemisferio Norte.

Discusion

Las especies que destacaron por su presencia en la
mayoria de los sitios fueron 7. separans presente en 7 vol-
canes, Pezizales sp. 1 y Pulvinula spp. presentes en 6 'y C.
finlandica y W. rehmii presentes en 5. Llama la atencion que
todas las especies de amplia distribucion sean ascomice-
tos que producen esporomas muy pequeflos, subepigeos o
hipogeos; esto indica que el nimero de esporas no es factor
determinante en el éxito de su dispersion, sino la longevidad
y resistencia de sus esporas. De hecho, las comunidades de
HECM presentes después de incendios son dominadas por
ascomicetos con esporas resistentes al calor (Fujimura et
al., 2005; Buscardo et al., 2010). 7. separans y P. conste-
llatio estuvieron presentes en el mayor numero de volcanes
y su distribucion abarco desde el Nevado de Colima hasta
la Malinche. Dado que estos organismos han sido escasa-
mente muestreados en las comunidades de HECM, se puede



Revista Mexicana de Biodiversidad 84: 153-169, 2013
DOI: 10.7550/rmb.29839

sugerir que la Faja Volcanica Transmexicana es uno de sus
principales centros de distribucion.

De las 27 ectomicorrizas representadas, las de H. albo-
colossum, H. helodes, Peziza sp. 1, P. aff. ostracoderma,
Pezizaceae spp., Pezizales sp. 1, Pulvinula sp. 1, R. fallax,
R. ochraceorubens, Sebacina spp., Sordariales spp., S. pseu-
dobrevipes, S. pungens, Thelephoraceae sp. y 1. separans no
habian sido descritas previamente. Esta informacion sienta
las bases para realizar estudios mas profundos sobre los
HECM asociados a los bosques de pino en México, usando
la morfologia de las micorrizas como un medio para la iden-
tificacion de las especies. Catorce de las especies presentadas
no habian sido previamente encontradas como elementos de
las comunidades de HECM formadores de bancos de pro-
pagulos resistentes, éstas son: Geopora sp., H. helodes, H.
leucosarx, Peziza sp. 1, P. aff- ostracoderma, Pezizaceae sp.
1,sp. 2, sp. 4, P. constellatio, Sebacina spp., Sordariales spp.
y T separans. S6lo de 4 de las especies aqui reportadas (.
mesophaeum, H. leucosarx, Sebacina sp. 1 'y T. separans)
se habian encontrado micorrizas en México. Esto indica el
desconocimiento que tenemos sobre la fase vegetativa de
los HECM en nuestro pais. Los hongos con esporas o propa-
gulos de resistencia capaces de producir bancos de indculo
latente en el suelo son muy importantes, pues con ellos se
pueden desarrollar indculos para micorrizar plantulas en
vivero y reforestar con ellas. Las especies de HECM que
aqui presentamos pueden usarse para reforestar con plantas
y hongos endémicos lo que aumentara la sobrevivencia de
las plantas en campo, pues ambos simbiontes estan adapta-
dos a las condiciones ambientales locales. Para lograr ésto,
es necesario tener mas conocimiento sobre la biologia y
autoecologia de estos HECM, asi como aislar cepas y desa-
rrollar tecnologias para la produccion de indculo.
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