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INOCULACION DE HONGOS SILVESTRES COMESTIBLES EN PINOS
NATIVOS DE MEXICO

Violeta Carrasco Hernandez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2014

RESUMEN

En México existe una gran diversidad de hongos silvestres comestibles los cuales
ademas de su valor nutracéutico tienen un gran potencial biotecnoldgico aplicado
al area forestal. En el presente trabajo se realizd la inoculaciéon de hongos
ectomicorrizicos comestibles deshidratados del género Hebeloma sp. Laccaria sp. y
Suillus sp. en Pinus patula, Pinus pseudostrobusy Pinus greggii. Una vez lograda la
sintesis de los hongos estudiados, plantas de Pinus greggii micorrizadas se
plantaron en condiciones de campo. Adicionalmente se plantaron pinos sin
micorrizar. Siete afos después del establecimiento del bioensayo en campo, la
supervivencia fue del 57 % para pinos inoculados con Suilllus brevipesy 0 % para
el caso de las plantas que no fueron micorrizadas. Debido a la importancia que
pudiera tener el uso de especies de Suillus spp. como inoculante micorrizico se
estudiaron las especies del género comercializadas en el mercado de Ozumba,
Estado de México. Las especies identificadas se agruparon en cuatro grupos. Asi
mismo se realizd la caracterizacion morfoldgica de los esporomas de Hebeloma
mesophaeum, Hebeloma leucosarx y Hebeloma alpinum. El conocimiento de los
hongos silvestres comestibles en su estado de esporoma y ectomicorriza es
indispensable para su uso como inoculante micorrizico en vivero, lo cual podria

aumentar la supervivencia de plantas en campo.

Palabras claves: ectomicorriza, Suillus sp., Hebeloma sp. y Laccaria sp.



INOCULATION OF WILD EDIBLE FUNGI IN NATIVE PINES OF MEXICO

Violeta Carrasco Hernandez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2014

ABSTRACT

In México there is a great diversity of wild edible fungi with nutraceutical value
and a great biotechnological potential applied to the forest area. In this paper the
inoculation of dried wild edible fungi of the genus Hebeloma sp. Laccaria sp. and
Suiflus sp. was done in Pinus patula, Pinus pseudostrobus and Pinus greggili. When
was achieved the synthesis of the fungi studied in plants of Pinus greggii
mycorrhized were transplanted to field. Further pines were planted without
mycorrhizal. Seven years after the establishment of bioassay in field, the survival
was of 57 % for pine inoculated with Suilllus brevipes and zero for the case of
plants that were not mycorrhized. Because of the importance that could have the
use of species of Suillus spp. as mycorrhizal inoculant was studied the species of
the genus marketed in the market of Ozumba, State of Mexico. The species
identified were grouped into four groups. The morphological characterization of
sporome of Hebeloma mesophaeum, Hebeloma leucosarx and Hebeloma alpinum
was done. The knowledge of wild edible fungi in their sporoma and ectomycorrhiza
status is essential for use as mycorrhizal inoculants in nursery and which could

increase the survival of plants in field.

Key words: ectomycorrhiza, Suillus sp., Hebeloma sp. and Laccaria sp.
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I. INTRODUCCION GENERAL

Una de las principales riquezas y patrimonios de México es la diversidad que
posee. De acuerdo al Centro de Monitoreo de la Conservacion del Ambiente,
México es el quinto pais megadiverso de 17 paises dentro de los cuales se
encuentra: Brasil, Colombia, Ecuador, Estados Unidos, Per(, Venezuela, China,
Filipinas, Indonesia, India, Malasia, Madagascar, Republica Democratica del
Congo, Sudafrica, Australia y Papua Nueva Guinea. Estos paises albergan el 70
% de la diversidad mundial en tan solo 10 % de la superficie del planeta
(Mittermejer y Goettsch, 1992). Asi mismo México alberga 7 320 especies
endémicas (CONABIO, 1998; Rzedowski, 1990). Un ejemplo de ello es que el
85 % de las 55 especies de pino y 70 % de las 138 especies de encino que se
encuentran en territorio mexicano son endémicas (Mittermejer y Gotettsch,
1992). El género Pinus representa tan solo el 60 % de las especies maderables
comerciales, de amplia distribucién geografica y gran valor econdmico (Gémez-
Romero et al., 2012).

Desafortunadamente y en contraste con lo anterior México también se
encuentra dentro de los diez paises con mayor pérdida forestal anual (354 000
hectareas por afio) y dentro de los cinco paises con mayor disminuciéon en el
bosque primario en el periodo 1990-2010 (FAO, 2010). Las pérdidas son
alarmantes debido a que en los bosques se encuentra un reservorio de gran
diversidad de organismos bioldgicos. Un ejemplo de ello son los hongos
ectomicorrizicos de los cuales se ha reportado mas de 5, 000 especies (Smith
and Read, 1997). En México se concentra el 40 % de los géneros de hongos

ectomicorrizicos que se conocen a nivel mundial (Pérez-Moreno et al., 2013).

Las ectomicorrizas son hongos que se asocian con raices de arboles y
cumplen funciones basicas para el funcionamiento de los bosques. En términos
generales el hongo recibe de la planta carbono y este a su vez le proporciona
nitrdgeno y otros minerales a la planta. A lo largo de décadas de investigacion

se ha comprobado que tienen que ver con la transferencia de nutrientes,



resistencia a estrés hidrico (Tibbett and Sanders, 2002). Existe una gran
diversidad y aun falta mucho por conocer sobre todo porque algunas

asociaciones aun no se han estudiado.

La implicacién ecoldgica de los hongos ectomicorrizicos es indudable para
el mantenimiento de los bosques, aunado a esto varios de ellos son
comestibles. A este grupo de hongos se denominan hongos silvestres
comestibles los cuales tienen propiedades nutraceuticas y medicinales (Pérez-
Moreno and Martinez-Reyes, 2014). Estos hongos se recolectan, comercializan
y consumen en 85 paises y se han registrado alrededor de 2 327 especies que
pertenecen a este grupo en todo el mundo (Boa, 2005). El valor comercial de
estos hongos se calcula en aproximadamente 2 mil millones de délares (Hall et
al., 2003).

Ante el presente escenario, México tiene dos restos principales, por un lado
disminuir las tasas de deforestaciéon y por otro aumentar las tasas de

supervivencia en programas de reforestacion.

Con la finalidad de incidir en aumentar la tasa de supervivencia en
programas de reforestacion en el presente trabajo se llevd a campo plantas
previamente micorrizadas en invernadero con Suillus sp., Laccaria sp. y
Hebeloma sp. y sin micorrizar a campo con la finalidad de evaluar la influencia
de estas en el porcentajes de supervivencia. En virtud de los resultados
obtenidos se decidid explorar la diversidad del género Suillus sp. y Hebeloma
sp. presentes en el area de estudio donde originalmente se colecté el hongo
que se utilizd para micorrizar las plantas. Asi mismo se realizé la caracterizacion
de la ectomicorriza de H. mesophaeum, H. leucosarx, H. alpinum en P. patulay

P. pseudostrobusy S. brevipes con P. greggir.
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CAPITULO I

OBJETIVO GENERAL E HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento relacionado con la influencia de la inoculacion con
especies de hongos ectomicorrizicos comestibles de los géneros Suillus spp.,
Hebeloma spp., y Laccaria spp. en pinos nativos de México, en relacion a la
supervivencia en campo asi como en la identificacion de dichas especies que se

comercializan en zonas aledafias al parque nacional Izta Popo.

OBJETIVOS PARTICULARES

a) Evaluar el efecto de plantas micorrizadas con Suillus sp., Hebeloma sp. y

Laccaria sp. en Pinus greggii en términos de supervivencia en campo.

b) Identificar y describir las especies involucradas en el complejo de
Hebeloma spp. que se comercializan en el mercado de Ozumba, Estado

de México.

c) Identificar y describir las especies involucradas en el complejo de Suillus

spp. que se comercializan en el mercado de Ozumba, Estado de México.

d) Caracterizar morfoldgicamente y genéticamente Ila simbiosis

ectomicorrizica establecida entre Suillus brevipesy Pinus greggii.



HIPOTESIS

a) Las plantas micorrizadas con al menos alguna especie ectomicorrizica
poseen una mayor supervivencia en campo, en relacion a plantas no

micorrizadas de Pinus greggii.

b) Existe mas de una especie en el complejo del género Suillus spp.,

comercializado en el mercado de Ozumba, Estado de México.

c) Existe mas de una especie en el complejo del género Hebeloma spp.,

comercializado en el mercado de Ozumba, Estado de México.



CAPITULO II

SUPERVIVENCIA EN CAMPO DE Pinus greggii MICORRIZADOS CON
Hebeloma mesophaeum, Laccaria proxima y Suillus brevipes

RESUMEN

Uno de los retos para la reforestacién en México es disminuir las altas tasas de
mortalidad de especies forestales al ser trasplantados de vivero a campo. Una
de las posibles soluciones a dicho problema es garantizar que la planta antes
de ser llevada a campo tenga su simbionte natural necesario para enfrentar
situaciones adversas. En el presente trabajo se realizo la inoculacién y sintesis
de Suillus brevipes, Hebeloma mesophaeum y Laccaria proxima en  Pinus
greggii en invernadero y se llevd posteriormente a campo con la finalidad de
evaluar el porcentaje de supervivencia, el cual siete afos después de
establecido el bioensayo en campo fue de 57 % en plantas micorrizadas y de 0
% para las plantas no micorrizadas. Asi mismo se identificd por biologia
molecular las micorrizas y esporomas de los pinos inoculados con Suillus
brevipes. Incorporar de forma sistematizada protocolos de micorrizacién por
medio de esporas en viveros podria ser uno de los factores que pudieran
disminuir las altas tasas de mortalidad en reforestacion con pinos, existentes

actualmente en México.

Palabras claves: ectomicorrizas, reforestacién, hongos silvestres comestibles.



I. INTRODUCCION

La ectomicorriza se encuentra de forma natural en los arboles del bosque vy
desde que surgid el término descrito por el botanico aleman Frank se han
hecho diversos estudios que han demostrado que tiene que ver con diversas
funciones como son: la absorcion y transferencia de nutrientes, tolerancia a
enfermedades y a estrés hidrico (Chakravarty and Hwang, 1991; Pérez-Moreno
and Read, 2000; Péra y Parladé, 2005;). A pesar de que se conoce
ampliamente el beneficio de la ectomicorriza no se le ha dado mucha
importancia en programas de reforestacion en México. Aunque si se ha
considerado la micorrizacion de la planta como un parametro de calidad no se
han estandarizados los procesos de esta y tampoco se especifica un rango de

porcentaje de micorrizacién dptimo antes de ser llevadas a campo.

En México las técnica de micorrizacion en viero en su mayoria es mediante
el suelo que se extrae de los montes los cuales pueden tener desde
propagulos de esporas, micelio, rizomorfos, cordones miceliales y partes de
raices micorrizadas que puede no ser suficiente para garantizar la
micorrizacién y que esta sea abundante (Santiago y Galindo, 2003). Las otras
dos técnicas de micorrizacién en vivero son: indculo micelial y esporas. De
estas dos la mas rentable y viable en cuestion de tecnologia y recursos es
mediante esporas (Bassani et a/, 2013; Lu et al., 1998). En el presente trabajo
la inoculacidon se realizd mediante esporas el cual ya se ha demostrado su
efectividad en pinos nativos de México en invernadero (Carrasco-Hernandez, et
al., 2011; Martinez-Reyes et. al., 2012; Mendez-Neri et a/., 2011).

En el presente trabajo se inoculd y logré la sintesis de Hebeloma
mesophaeum, Laccaria proxima y Sulllus brevipes en Pinus greggii bajo
condiciones de invernadero y posteriormente se llevd a campd con el objetivo
de evaluar su supervivencia. Asi mismo se realizé la identificacién por biologia
molecular de las micorrizas y de los esporomas de los pinos inoculados con

Suillus sp. Hasta donde se conoce es el primer reporte en México donde se



evalla la supervivencia en plantas micorrizadas comparadas con plantas sin

micorrizar.

II. MATERIALES Y METODOS
2.1. Preparacion de inoculo fiingico

Las especies flungicas utilizada en el presente trabajo se colectaron en el
mercado de Ozumba, Estado de México, localizado a 18°15’00” de latitud norte
y a los 98°46'30” de latitud oeste del meridiano de Greenwich. En el centro
de México Laccaria sp., Hebeloma sp. y Suillus sp. se comercializan en
abundancia en mercados regionales (Pérez-Moreno et a/., 2008). El himenio de
Suillus brevipes y el pileo de Hebeloma mesophacum y L. proxima se
deshidrataron por separado a una temperatura no mayor a 36 °C.
Posteriormente el hongo se molid y se pasd por un tamiz de 1mm. Finalmente

el indculo en polvo se almacend a 5 °C hasta la inoculacidn de los pinos.

2.2. Sintesis de la micorriza

Las semillas de Pinus greggii fueron esterilizadas con H,0, al 30 % durante 20
minutos y lavadas con agua estéril; las cuales se sembraron en tubetes de
plastico de 140 cm?®, previamente llenados con una mezcla de aserrin-arena-
suelo en proporcion 2:2:1. La inoculacion consistid en realizar una cavidad en la
superficie del sustrato y agregar el indculo en polvo. Se llevaron a cabo dos
inoculaciones; la primera a los 30 dias antes de la siembra y la segunda a los
90 dias después de la siembra. Cada una con al menos 107 a 10® esporas.
Adicionalmente se mantuvieron pinos sin inocular que correspondieron a los

testigos.



2.3. Trasplante de pinos y evaluaciones en campo

Las plantas permanecieron en invernadero afo y medio y después fueron
trasplantadas. Los pinos se sembraron en la localidad de Jesis del Monte,
Toluca, Estado de México, entre las coordenadas de 19° 09’ 59.02 Latitud
Norte y 99° 58’ 50 Longitud Oeste.

Se evalud la supervivencia de los pinos al afio y a los 7 anos después del
trasplante. A los siete afios también se realizo la evaluacion morfométrica de
los pinos (altura y diametro), la biomasa y captura de carbono de acuerdo a la
ecuacion especificada por Pacheco et a/., 2007, e identificacion de micorrizas y

esporomas colectados en los pinos que sobrevivieron.

Se prepararon cinco muestras de suelo compuestas para analisis del suelo.
Cada muestra se prepard de tres submuestras colectadas en transeptos de
norte a sur a una distancia de 10 m cada una y a una profundidad de 30 cm

tomadas con una barrena metalica de acero inoxidable.

2.4. Identificacion morfolégica y molecular de Suwillus brevipes en

P. greggii

2.4.1. Caracterizacion macroscopica del esporoma
Se colectaron 30 esporomas de Suillus brevipes de los Pinus greggii que

sobrevivieron y que fueron inoculados con dicho hongo para la caracterizacion

macroscépica e identificacion por biologia molecular.

2.4.2. Extraccion de ADN del esporoma
La extraccion de ADN del esporoma se realizd por el método CTAB al 4 %

(Weising et al, 2005). Los esporomas colectados fueron lavados
cuidadosamente con agua destilada y se tomé del contexto del pileo una
muestra para el andlisis. Dicha estructura se rocié con alcohol al 70 % y se
dejaron secar por 12 horas. Una vez secas las estructuras se molieron por

separado con nitrégeno liquido y se transfirieron a tubos de centrifuga de 50
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mL con 15 mL de solucion CTAB al 4 % previamente calentado a 60 °C. Los
tubos se incubaron durante 2 h a 60 °C y en agitacion. Las muestras se dejaron
enfriar y se adiciond 15 mL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) a cada
tubo; los cuales se agitaron durante 10 min. Posteriormente se centrifugaron
por 10 minutos a 8000 rpm. La fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo y se
refrigeraron durante 12 h. Las muestras se descongelaron y se centrifugaron
a 5000 g por 10 minutos. Se utilizd exclusivamente el pellet que se formo en el
fondo del tubo al cual se le adiciond 5 mL de etanol al 70% y se agitd por unos
minutos. Posteriormente se centrifugaron a 5000 g durante 10 minutos y
después se invirtieron para drenar el alcohol. Finalmente se adiciond 500 pL de
solucion TE buffer y se almacenaron a -20 °C. Las muestras se leyeron el Nano

Drop para cuantificar la cantidad de ADN extraido.

2.4.3. Amplificacion por PCR para esporoma
Alicuotas de 3 pL de ADN diluido fueron combinadas con 22 pL del mix de PCR

que contenian la solucion buffer, cloruro de magnesio, nucledtidos de trifosfato,
Taq polimerasa y agua HPLC. La concentracion final de los componentes fue:
1x para la solucion buffer; 2.5 mM para Cl,Mg; 200 uM de cada dNTP’s; 20 pM
y 10pM para ITS5HP y NL4, respectivamente vy 1.5 unidades de Taq
polimerasa. Los primers utilizados fueron ITS5HP (5" GGA-AGG-AGA-AGT-CGT-
AAC-AAG-G 3") y NL4 (5" GGT-CCG-TGT-TTC-AAG-ACG-G 3’):  El programa de
termociclaje fue el siguiente: 95 °C por 4 minutos, (95 ° C por 1 min; 62 °C por
1 min y 72 °C por 2 min) durante 35 ciclos y 72 °C por 10 min. Se realizé la
electroforesis del producto de PCR en un gel de agarosa al 2 %. El gel fue
tefido con 1 pg/mL de bromuro de etidio durante 10 minutos, destefiido con

agua durante 8 minutos y fotografiado con luz ultravioleta.

2.4.4. Secuenciacion de ADN de esporoma
El producto de PCR se limpid. Dicho procedimiento consistié en tomar 5 pL de

la reaccion de PCR y adicionar 2 pL de la enzima EXOSAP-IT para ser incubada
a 37 °C durante 15 minutos y posteriormente a 80 °C por 15 minutos en el

termociclador. Finalmente las muestras se leyeron en el NANO DROP y se
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diluyeron a 50 ng/uL para enviar 10 pL por muestra a secuenciar a MACROGEN.

De cada primer se envid 5uL de reaccion a 10 pM.

2.5. Identificacion y cuantificacion de la micorriza de Swillus brevipes
en P. greggii

Se realizd un muestreo de las raices de los pinos para el tratamiento inoculado
con Suillus brevipes. El muestreo consistié en tomar la muestra con un tubo de
3 cm de diametro y 30 cm de longitud de PVC; el cual se enterré a 30 cm de
profundidad en el suelo y a una distancia aproximada de un metro del tallo del
pino. El tubo se extrajo y posteriormente se remojo en agua durante 12 horas.
La muestra se colocd en un tamiz de malla niUmero 16 y apertura de 1.18 mm
y se lavd cuidadosamente con agua con la finalidad de eliminar el suelo vy
colectar las ectomicorrizas. Una vez seleccionadas las raices micorrizadas se
observaron en un microscopio estereoscopio Olympus, para su caracterizacion
de acuerdo al sistema de informacion para caracterizacion y determinacion de

ectomicorrizas (Agerer and Rambold, 2009).

2.5.1. Extraccion de ADN de puntas micorrizadas
La extraccion de ADN de las micorrizas se realizd por el protocolo CYMMYT,

2004. Las puntas ectomicorrizadas seleccionadas de 2 cm de longitud se
molieron con nitrdgeno liquido y se colocaron en tubos Eppendorf de capacidad
de 2 mL a los cuales se les adicion6 1.5 mL de solucién CTAB al 4%
previamente calentado a 65 °C. Los tubos se incubaron a 60 °C con agitacién
durante 90 minutos. Posteriormente se retiraron y se dejaron enfriar. Una vez
frios se les adicioné 500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico en proporcion
(24:1). Los tubos se centrifugaron a 350 rpm durante diez minutos.
Posteriormente se recupero la fase superior acuosa de 700 pL y se coloco en
un tubo nuevo de capacidad de 2 mL. A los tubos se les agregd 5 L de RNasa
y se mezcld por inversion para su incubacién a 37 °C durante 30 minutos.
Posteriormente se les adiciond 700 pL de isopropanol al 100%, previamente
enfriado a -20 °C. Las muestras se almacenaron a -20 °C durante una noche.

Al dia siguiente, se les adiciond 1 mL de alcohol al 75 % y se lavd suavemente
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la pastilla de ADN. El alcohol se desechd por decantacién y se repitid el lavado.
Una vez concluidos los lavados los tubos se centrifugaron durante 3 minutos y
posteriormente se elimind el alcohol por decantacidon dejando que se evaporara
el alcohol a temperatura ambiente hasta que la pastilla estuvo completamente
seca. Finalmente la pastilla se suspendid con 500 pyL de solucion TE y se

almacend a 4 °C.

2.5.2. Amplificacion por PCR para puntas micorrizadas
Alicuotas de 2 pL de ADN diluido fueron combinadas con 23 pL del mix de PCR

que contenian la solucion buffer, cloruro de magnesio, nucledtidos de trifosfato,
Taq polimerasa y agua HPLC. La concentracion final de los componentes fue:
1x para la solucion buffer; 2.5 mM para Mg Cl,; 200 uM de dNTP’s; 10 pM
para cada primer utilizado y 1.5 unidades de Taq polimerasa. Los primers
utilizados fueron ITS1 (5" TCC-GTA-GGT-GAA-CCT-GCG-G 3') y ITS8 (5" ACA-
GGC-ATG-CTC-CTC-GGA-A 3'). El programa de termociclaje fue el siguiente:
95 °C por 5 minutos, (95 © C por 1 min; 43 °C por 1 miny 72 °C por 1 min)
durante 35 ciclos y 72 °C por 8 min. Se realizaron dos amplificaciones y
posteriormente se realizé la electroforesis del producto doble de PCR en un gel
de agarosa al 2 %. El gel fue tefiido con 1-pug/mL de bromuro de etidio durante
10 minutos, destefiido con agua durante 8 minutos y fotografiado con luz

ultravioleta.

2.5.3. Secuenciacion del ADN de puntas micorrizadas
Previd a la secuenciacion se realizd la limpieza de los fragmentos amplificados

mediante el empleo de la enzima fosfatasa y exonucleasa IIII (SAP/Exo III).
Se realizé la mezcla de SAP/Exo III que consistié en tomar 1 pL de Exo III y
2L de SAP y 6 pL de agua HPLC para cada reaccidén. A cada muestra con 4L
de producto de PCR se le adiciond 8 L de la mezca SAP/Exo III. La reaccion
de limpieza se realizd bajo las siguientes condiciones: La mezcla se incubo
durante 1 h a 37 °C y posteriormente 15 min. A 72 °C. Finalmente se realizé la

lectura de la concentracion de ADN vy se realizé la dilucidon a 50 ng/yL. para
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enviar 10 pL por muestra a secuenciar a MACROGEN. De cada primer se envio
10uL a 10 pM. por reaccion.

2.6. Analisis delas secuencias del ADN de esporoma y puntas
micorrizadas.

Las secuencias recibidas por la empresa MACROGEN se limpiaron con el
programa FinchTV. Se generaron consensos en BioEdit y alineamiento con
dicho programa y finalmente se realizd la edicibn de secuencias con el
programa MEGA. Finalmente realizd un BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), de las secuencias obtenidas del esporoma para la identificacion del

organismo.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

La supervivencia de pinos trasplantados de vivero a campo en términos
generales son bajas por diversos factores. Una de las practicas comunes en los
viveros es sembrar la planta en suelo de monte con la finalidad de lograr la
micorrizacién con los propagulos ectomicorrizicos presentes en el suelo. Sin
embargo, en diversas investigaciones han encontrado que los propagulos no
son suficientes para garantizar porcentajes altos de micorrizacién, teniendo
como resultado con este método de inoculacion una micorrizacién escaza
(Trappe y Strand, 1969). Cabe sehalar que de esto depende en gran medida

que la planta tenga su simbionte mutualista obligado para sobrevivir.

En México la supervivencia en plantaciones se encuentra del 15 al 40 % al
afo y en algunos sitios llega a ser de 0% (Cetina, 2004). En el presente trabajo
los individuos de Pinnus greggii, previamente inoculados con hongos silvestre
ectomicorrizicos comestibles (HSEC),  después de siete afios de su
establecimiento en campo, presentaron una notable disminucién en la tasa de
supervivencia, en relacion al total de individuos sembrados y comparados al

primer afio de sembrados (Pérez-Moreno et al. 2009).

En el Cuadro 1 se presentan los porcentajes de la tasa de supervivencia de

los Pinus inoculados con las diferentes especies de HSEC, donde se aprecia que
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los individuos inoculados con LHS, Suillus sp y Laccaria proxima presentaron las
tasas mas altas de supervivencia; sin embargo, a los siete afio, sblo los arboles
que fueron inoculados con Suillus brevipes presentaron una alta supervivencia
(57%), seguidos de LHS (18%) y de los individuos inoculados con Hebeloma
mesophaeum (6%). Los testigos (sin micorrizar) sélo tuvieron una tasa de
supervivencia del 18% en el primer afio y para los siete afos murieron todos
los individuos. Una de las posibilidades por las cuales Suillus brevipes mostrd
mayor supervivencia es debido a que este hongo tiene rizomorfos y se creé que
estas estructuras le confieren cierta resistencia al estrés hidrico (Duddridge et
al., 1980).

Algunas de las investigaciones llevadas a cabo en Espafia con algunas especies
de Suillus, mediante la micorrizacion controlada de planta de vivero vy
establecidas en repoblaciones o0 revegetaciones experimentales se han
realizado con Suillus collinitus y S. mediterranensis para Pinus pinaster Mill. y
Pinus halepensis Mill. en el cual también se ha probado con S. granulatusy S.
Juteus (Pera y Parladé, 2005). En el caso de Suillus collinitus mostrd tener un
efecto positivo en el crecimiento de la planta en campo en una zona semiarida
(Roldan y Albaladejo, 1994).

Cuadro 1. Tasa de supervivencia de Pinus greggii micorrizados con HSEC
trasplantados en campo.

No. de pinos Tasa de supervivencia
plantados (%)
1 afio* 7 anos

Testigo 16 18 0
Hebeloma mesophaeum 16 13 6
Laccaria proxima 16 50 6
Suillus brevipes 16 57 57
LHS** 16 100 18

*Fuente: Pérez-Moreno et al., 2009
**LHS = Laccaria proxima + Hebeloma mesophaeum, + Suillus brevipes.

De acuerdo con Lépez et al (2000) el Pinus greggii es una especie
endémica de México de alta plasticidad, que es empleada en plantaciones y

reforestaciones debido a su rapido crecimiento y buena adaptacién a diversos
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ambientes. Segun Vargas y Mufioz (1988) el P. greggii tiene un gran potencial
para adaptarse a condiciones limitantes de humedad. Lépez-Uptdn et a4l
(2004), reportd una tasa de supervivencia del 70% en plantaciones de P.
greggii, realizada en una zona himeda y subtropical. Sin embargo, se ha
reportado tasas de mortalidad hasta del 57% en zonas de sequia prolongada
(Cetina-Alcald et al, 2002). Lo mismo sucedid en la plantacién evaluada en
este trabajo, las sequias son prolongadas y las tasas de mortalidad, resultaron

elevadas excepto para las plantas micorrizadas con S. brevipes.

Los arboles inoculados con Suillus brevipes, presentaron una altura
promedio de 6.38 m, un diametro de 125 mm; la biomasa fue de 123 kg/arbol,
mientras que el contenido de carbono fue de 63 kg/arbol. Por otra parte, en el
tratamiento con LHS se registraron datos promedios de altura de 6.57 m, un
diametro de 128 mm, una biomasa de 114.8 kg/arbol y 58.5 kg/arbol de C
(Cuadro 2). Los sobrevivientes del tratamiento con Hebeloma mesophaeum,
registraron una altura de 7.4 m de altura, un didmetro de 142.2 mm, una
biomasa de 190.2 kg/arbol y un contenido de carbono de 97 kg/arbol. Mientras
que en los pinos sobrevivientes inoculados con Laccaria proxima, se encontrd
una altura de 6.4 m, 96.8 mm de didmetro, 40.5 kg/arbol y 20.6 kg/arbol.

Cuadro 2. Estadistica descriptiva de las medidas morfoldgicas, biomasa y
contenido de carbono en P. greggii.

Altura Diametro Biomasa Carbono
Estadistico (m) (mm) (kg/arbol) (kg/arbol)
Suillus brevipes
Minimo 5.15 86.67 20.89 10.62
Maximo 7.30 162.00 284.53 145.23
Media 6.38 125.01 122.82 62.65
Ccv 0.11 0.22 0.79 0.79
Minimo 6.20 116.73 72.37 36.88
Maximo 7.20 144.09 187.17 95.50
Media 6.57 128.06 114.75 58.51
cv 0.08 0.11 0.55 0.55

**LHS = Laccaria proxima + Hebeloma mesophaeum, + Suillus brevipes.
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La supervivencia de los arboles de P. greggii establecidos en un programa
de reforestacion es la principal prueba de calidad (Sutinen et al, 1992). Sin
embargo, otros parametros como altura de planta, diametro del tallo, el vigor
de la planta (Ritchie, 1984), contenido de carbohidratos (Tschaplinski y
Terence, 1994), tasa de fotosintesis (Livingston et al, 1994), entre otros,

también son usados como indicadores de éxito.

Con respecto a altura y diametro, en el presente trabajo se encontré una
altura media anual de 91 cm y 17.8 mm de diametro medio anual en los pinos
inoculados con Suillus brevipes; 93.8 cm y 18.3 mm en los pinos con LHS,
105.3 cm y 27.2 mm en arboles con Hebeloma meospheum. y 90.4 cmy 7.6
mm en los pinos con Laccaria proxima. Estos resultados, excepto en los pinos
inoculados con Laccaria proxima, fueron superiores a los reportados por Salazar
et al. (1999) que encontrd un incremento medio anual en altura de 87.6 cmy a
los resultados reportados por Samano et al. (2003) quienes registraron valores
promedio de altura y didmetro de 77.1 cm y 19.4 mm, respectivamente, a los
cuatro afnos de la plantacidon. Sin embargo, fueron inferiores a los resultados
que reportd Lépez et al. (1999), quienes encontraron un incremento promedio
anual en altura y diametro de 121 cm y 24 mm, respectivamente. Valencia et
al. (2006), atribuyen la variacién en el grado de desarrollo de P. greggii al
grado de precipitacion, a la variedad y al tipo de suelos. Cabe sefialar que en el
presente estudio se realizd el analisis del suelo del area donde se plantaron
Pinus greggii micorrizadas y sin micorrizar y se encontré la misma textura de
suelo para ambas zonas (Cuadro 3). Pérez-Moreno et al. (2009), reportd que la
especie ectomicorrizada dominante, también influye en el crecimiento de los

pinos.

Con respecto a la biomasa y al contenido de carbono, se registraron valores
de mayor a menor en relaciéon al distinto inoculo de HSEC de la siguiente
manera: Pinus + H. mesophaeum > Pinus + S. brevipes > Pinus + LSH > Pinus
+Laccaria proxima, lo cual no corresponde con los tratamientos donde

predomind la tasa mas elevada de supervivencia, en donde el tratamiento
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Pinus + S. brevipes fue el mas elevado después de los siete afios del

establecimiento en campo.

Cuadro 3. Andlisis de suelo del area donde se plantaron los pinos.

Textura Clase
CE MO N P K Arena Limo arcilla textural
pH (dSm™) (%) (%) (ppm) (%)

Suelo s/pinos 6.1  0.07 119 005 9 09 52 31 17 Franco
Suelo ¢/ pinos 5.9 0.068 11.38 0.05 3.25 0.5 50.5 32.5 17 Franco

La caracterizacion de los esporomas Suillus brevipes, colectados en los
Pinus greggii que sobrevivieron se realizd morfolégicamente (Figura 1 a.) y por

biologia molecular y se identificd como Suillus brevipes con un 99%.

Suillus brevipes. - Presentd un pileo convexo de color crema y margen
ligeramente ondulado, con un didmetro de 4 a 12 cm. El himenio fue de color
amarillo con poros circulares de 2 a 3 poros por mm de una profundidad de 0.2
a 0.9 mm. Un estipite cilindrico de color blanco, de ancho de 0.5 a 1.7 cm y
longitud de 2.5 a 6 cm (Cuadro 4 y Figura 1 a). De olor no caracteristico. Las

esporas presentaron una forma cilindrica, color café y lisa (Figura 1 c).

Algunas de las micorrizas que se han descrito en previos trabajos del
género Suillus sp. son: S. luteus con Pinus ponderosa (Barroetavefa et al.,
2012), S. collinitus (Fr.) O. Kuntze y S. plorans (Roll.) Sing. con Pinus (Agerer
and Rambold, 2013), S. pseudobrevipes con Pinus montezumae (Garibay-Orijel
et al, 2013), S. brevipes con Pinus radiata (Brundrett et al., 1996), S. brevipes
con Pinus patula (Mohan et al., 1993).

Las micorrizas identificadas en los pinos con mayor supervivencia fue
Suillus brevipes con un 97 % de similitud lo cual coincidid con lo que

inicialmente se inoculd (Cuadro 4; Figura 1 a).

La micorriza de Suillus brevipes presentd ramificacion dicotdmica. Con
superficie lisa y de (Figura 1 a) color café. Longitud de 2 a 2.5 mm, y 0.4 mm
de ancho en el eje principal . Las puntas micorrizadas presentaron una longitud

18



de 0.5 mm y ancho de 0.3 mm. Con hifas emanantes y blanquecinas. Se

observo la presencia rizomorfos.

Cuadro 4. Caracterizacidon de esporomas de Suillus brevipes.

Estructura Caracteristicas Suillus brevipes S. brevipes’
Pileo Forma De convexo a Convexo a plano
ligeramente plano
Color crema Marron vinoso oscuro
Diametro (cm) 4-12(x=17) 5-10
Textura viscosa Viscosa 0 pegajosa
Estipite Forma cilindrico cilindrico
Color blanco Blanco a amarillento
Ancho (cm) 0.5-1.7 (= 1) 1-3
Longitud (cm) 2.5-6 (¥ = 3.8) 2-5
. . Forma del poro circular
Himenio
Numero de poros por  2-3 1-2
mm (x=2)
Profundidad del poro .2-.9 4-10
(mm) (¥ = 5.6)
Color amarillo amarillo
Esporas Forma cilindrica Estrechamente eliptica a
oblonga
Color café canela
Ornamentacion lisa lisa
Longitud (um) 6-10 7-9
Ancho (um) 3-4 2.8-3.2
Olor No caracteristico
Fuente Presente trabajo
I'n=30.

2Smith and Thiers, 1964
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Figura 1. a. Imagen taxondmica de Suillus brevipes; b. Ectomicorriza de Suillus
brevipes en Pinus greggii en campo; c. Esporas de S. brevipes; d. Pinus greggii
al ano de trasplante; e. Pinus greggii micorrizado con S. brevipes, 7 anos
después del trasplante.

IV. CONCLUSIONES

La micorrizacion previa de Pinus greggii en invernadero con Suillus brevipes

favorecio dramaticamente su supervivencia en campo.

Las técnicas empleadas de inoculacion con esporas es efectiva para la

micorrizacion en invernadero.
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El tipo de micorriza influyd diferencialmente en la tasa de supervivencia de

Pinus greggii en campo.
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CAPITULO III

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE HONGOS ECTOMICORRIZICOS
SILVESTRES COMESTIBLES DEL GENERO FUNGICO HebelomaY DOS
PINOS NEOTROPICALES

RESUMEN
México cuenta con una gran diversidad de pinos y de hongos ectomicorrizicos
que se asocian a éstos. Es trascendental la descripcion de estas especies
asociadas a pinos debido a su potencial biotecnoldgico en el ambito forestal y
alimenticio. Hebeloma generalmente se ha considerado en todo el mundo un
género de hongos ectomicorrizica venenoso. Sin embargo, interesantemente en
el centro de México hay un complejo de especies de Hebeloma, no muy bien
estudiado, que se utilizan como alimento en grandes cantidades y de gran
importancia econdmica y social. Tres especies comestibles de Hebeloma
ampliamente comercializados en el pais fueron identificados: Hebeloma
alpinum, H. mesophaeum y H. leucosarx. Con microscopia electronica de
barrido fue posible observar diferencias en la ornamentaciéon de las esporas de
estas especies. La sintesis se llevd a cabo mediante la inoculacion de los pinos
con esporomas de las tres especies del Hebeloma descritas. Los pinos
inoculados con Hebeloma permanecieron en invernadero durante un afo. Se
logré la sintesis de las ectomicorrizas estudiadas las cuales produjeron un
morfotipo caracteristico. Este trabajo proporcionan herramientas para
identificar morfotipos producidos por las principales especies ectomicorrizicas
comestibles de Hebeloma comercializadas en México, con potencial
biotecnoldgico para inocular pinos usados en programas de reforestacién en

areas neotropicales.

Palabras claves: Pinus patula, Pinus pseudostrobus, caracterizacion

mofoanatomica.

26



I. INTRODUCCION

México es un pais megadiverso con una amplia riqueza de especies forestales a
nivel mundial, en especial en numerosas especies de pino con 71 taxa de las
cuales 55% son endémicas (Sanchez-Gonzalez, 2008). Asimismo también existe
una gran diversidad de hongos ectomicorrizicos asociados a pinos de
importancia econdmica por su uso como alimento, medicinales y biotecnoldgica
por su aplicacion forestal. Cabe senalar que el cuarenta por ciento de los
géneros de hongos ectomicorrizicos conocidos en el mundo han sido
registrados en México (Pérez-Moreno et al., 2013). Uno de estos es el género
Hebeloma el cual se encuentra ampliamente distribuido con alrededor de 250
a 600 especies a nivel mundial (Marmeisse et al, 1999). De acuerdo a
diversos reportes este género ha sido registrado en Europa, Australia, Africa,
Norte América y Sur América (Aremu et al, 2009; Cairney and Chambers,
1999; Ohenoja and Ohenoja, 2010).

A nivel mundial el género Hebeloma ha sido considerado téxico. Entre las
especies en las cuales se ha estudiado que contienen metabolitos tdxicos se
encuentran: H. crustuliniforme, H. sinapizans (De Bernardi, et al, 1983), H.
spoliatum (Fujimoto et al., 1992), H. senescens (Bocchi et al., 1992; Garlschelli
et al., 1995), H. vinosophyillum (Fujimoto et al, 1986; Fujimoto et al., 1991),
H. longicaudum (Wichlacz et al, 1999) y H. versipelle (Liu et al., 2002).
Algunas de las toxinas en este género son: triterpenos citotdxicos, lanostano
del tipo triterpeno ester, la neurotdxina cucurbitano del tipo glucésidos y 6, 7-
seco-cariofilales relacionados a sesquiterpenoides (Fujimoto et al,, 1986, 1991,
1992; Garlaschelli et al., 1995; Wichlacz et al., 1999). Interesantemente en el
centro de México se comercializan y se utilizan como alimento grandes
cantidades de esporomas del género ectomicorrizico Hebeloma (Montoya et al.,
2008; Pérez-Moreno et al, 2008) las cuales se venden en un complejo de
diversas especies; por lo que este es un primer acercamiento para identificar
que especies estan involucradas. Cabe mencionar que su comestibilidad hasta
donde se conoce solo se ha reportado en México (Pérez-Moreno et al., 2008;
presente trabajo) y en Nigeria, Africa (Aremu et al,, 2009). Sin embargo, la
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identificacion de estas especies y su caracterizacion ectomicorrizica a recibido

escaza atencion a pesar de su potencial de uso biotecnoldgico.

Los objetivos de la presente investigacion fueron: i) identificar y describir
especies comestibles de Hebeloma que son ampliamente comercializadas en el
centro de México; ii) Efectuar la sintesis de la ectomicorriza de las especies
comestibles mas comunes de Hebeloma en Pinus patula Schl. et Cham. y P.
pseudostrobus Lindl. var. pseudostrobus con el objetivo de caracterizar

morfoldgicamente sus ectomicorrizas

II. MATERIALES Y METODOS

2.1. Colecta e identificacion de las especies flingicas estudiadas

Las especies estudiadas se colectaron en el mercado de Ozumba, Estado de
México, el cual se encuentra ubicado en la parte central de México, a 19 ° 02’
latitud norte y 98 °© 48’14” longitud oeste y una altitud media de 2340 m
(SEGOB, 2010). Los colectores de dicho mercado recolectan las especies del
género Hebeloma en bosque de pino circundantes. Se adquirieron en especifico
las especies del género Hebeloma las cuales se caracterizaron de acuerdo a las
caracteristicas macro y microscopicas especificadas por Largent (1973) y
Largent et al. (1977). Las medidas de las medias presentadas corresponden al
anadlisis de 25 esporomas para cada caso. Los especimenes fueron
seleccionados de una coleccion de alrededor 500 esporomas colectados
durante la temporada de lluvias. Las fotografias de las esporas de las especies
de Hebeloma fueron tomadas con un microscopio electrénico de barrido JEOL
JSM-5800LV.
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2.2. Sintesis de ectomicorriza

Una vez colectado el material fungico y clasificado por especies se procedid a
preparar el indculo. A los esporomas se les corto el estipite y se utilizd solo el
pileo. El pileo se deshidratd a una temperatura de 30°C + 2 °C debido a que
una temperatura por encima de 35 °C, las esporas localizadas en las laminas
del pileo pierden su viabilidad (Brundrett et a/, 1996). Una vez deshidratada
cada especie fungica se prosiguié a la molienda de los pileos por especie en un
molino marca Thomas con un nimero de malla de 2 mm. Finalmente el indculo
obtenido a base de esporas se almacend en viales con capacidad de 1.5 mLa 5
°C hasta la inoculacion de pinos.

Previo a la inoculacién se prepard la semilla y el sustrato. La semilla de
Pinus patula y P. pseudostrobus se remojo en agua durante 24 h y se
desinfectaron con perdxido de hidrégeno (H,0,) al 30 %, manteniendo las
semillas en agitacion durante 30 minutos, posteriormente se enjuagaron con
agua destilada. Pinus patula es una especie nativa de México ampliamente
introducida en Africa, Asia y Sur de América. En México su madera se utiliza
para la construccidn, elaboracidon de cajas, postes y es usada para la proteccién
de cuencas hidrogréficas, asi como para la conservacién y restauracion de
suelos degradados (Patino and Yoshio, 1991). Pinus pseudostrobus es una
especie nativa de México, Guatemala, Honduras y el Salvador (Cambron-
Salvador et al., 2013). Esta especie es de gran importancia econdmica porque
su madera es fuerte por lo que se utiliza ampliamente para la construccion;
también se usa en la produccidon de trementina y posee propiedades
medicinales. (Avendafio y Acosta, 2000; Iloff and Mirov, 1953; Estrada-Catilldn,
etal, 2012).

El sustrato utilizado consistié en una mezcla de arena-corteza-suelo en
proporciéon 2:2:1, el cual se esterilizd con vapor de agua durante 24 h. Los
tubetes de 140 mL utilizados para la siembra del pino se lavaron vy
desinfectaron previo a su llenado con el sustrato. Los pinos se sembraron en

los tubetes con sustrato y se regaron cada tercer dia. La germinacién de
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ambos pinos fue alrededor de las 2 semanas después de la siembra. Con la
finalidad de evitar el “damping off” se aplicé funguicida Captan (N-
triclorometiltio-4-ciclohexeno-1,2-dicarboximida) en su etapa de cerillo en
proporcion 2 g-'L'! en cada riego hasta que el tallo estuvo lignificado. La
inoculacién del hongo ectomicorrizico al pino se realizd en dos etapas, la
primera fue una semana después de la germinacion vy la segunda inoculacién
90 dias después de ésta. La concentracion en cada inoculacién correspondié de
10° a 108 esporas por pino. El experimento fue mantenido durante 52 semanas

en invernadero.

2.3. Descripcion de morfotipos

Se extrajo el cepelldn de los tubetes y se remojé durante 24 h, posteriormente
se cortd la parte aérea del pino y se enjuagd cuidadosamente la raiz. Las
raices en mejor estado se seleccionaron para analizar las estructuras
diagndsticas de cada ectomicorriza (longitud, diametro, proporcidén base-apice,
tipo de ramificacién, forma de las puntas, textura del manto, color del apice y
anatomia en la capa externa del manto) llamado morfotipo basado en el
sistema de informacidn para caracterizacion y determinacion de ectomicorrizas
(Agerer y Rambold, 2013). El término morfotipo se refiere a la estructura
formada por el hongo y el tejido de la planta en la raiz modificada de la planta
huésped, el cual presenta un tamafio caracteristico, color, textura y patrones de
ramificacion para cada combinacidon planta-hongo (Brundrett, 2008). Estas
caracteristicas basicas han sido ampliamente utilizadas para caracterizar una
combinacién particular de hongo ectomicorrizico y su huésped asociado (Agerer
and Rambold, 2004). La toma de fotografia de los morfotipos se realizd en un
estereoscopio Olympus SZ61, modelo SZ2-LGB y para el manto en un

microscopio Olympus BX51 modelo U-LH100H.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Descripcion de esporomas

Dentro del complejo de Hebeloma estudiado se identificaron tres especies:

H. mesophaeum (Pers.) Quél., H. leucosarx P. D. Orton (1960) y H. alpinum (J.
Favre) Bruchet. (1970).

Hebeloma alpinum: De pileo convexo, café obscuro y de un didmetro de
1.2 — 5.2 (¥ = 3.2) cm. Su estipite es de forma cilindrica, color crema y de
longitud de 1.2 — 5.7 ( £ = 3.8) cm con un ancho de 0.4 — 1.8 (¥ =09 ) cm
(Figura 2 f). Las laminas son libres y café obscuras. La forma de las esporas
es eliptica con una ornamentacion reticulada (Figura 1 e). Al igual que H.
leucosarx 'y H. mesophaeum, las esporas son de color café y una longitud y
ancho de 9 um y 5 ym, respectivamente (E= 1.8). Se observa tamanos muy
similares en esporas, siendo de mayor longitud la de Hebeloma alpinum y mas

ancha para el caso de Hebeloma leucosarx (Cuadro 5).

Hebeloma leucosarx: La forma del pileo fue plano con un didmetro
aproximado de 1.5 — 9.8 (£ = 5.3) cm. Presentd un color café claro, dando una
apariencia blanquecina del pileo (Cuadro 5 y Figura 2 b). En algunos ejemplares
se observd un circulo café rojizo en el centro, sobre todo en aquellos que se
encontraban en un estadio maduro. En el caso del estipite fue casi en su
totalidad blanco y la forma de este fue cilindrica. La longitud de los estipites
medidos varié de un promedio de 2.8 — 8.7 (x = 4.8) cm y un ancho de 0.4 -
2.1 (¥ = 1.2) cm. El tipo de adherencia de las laminas al apice del estipite que
se observo fue libre; es decir las laminas no tocaron el estipite, el color de
estas fue café obscuro. La forma de las esporas fueron eliptica con una
longitud promedio de 8 ym y un ancho de 5 ym (E= 1.6), color café y
ornamentacidon punteada a ligeramente reticulada de acuerdo a lo observado en

las fotografias de barrido (Figura 2 a).

La mayoria de las observaciones realizadas en el presente trabajo para

H. leucosarx coinciden con las de Vesterholt (2000), quien observéd también un
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pileo convexo que con el tiempo se expande, de color blanquecino a crema,
con un centro rosado y que se desvanece a crema palido conforme se aleja de
este. El color de las laminas también fue café. Las diferencias en las
observaciones de dicho autor con respecto al presente trabajo radican en las
medidas del pileo menores (diametro: 1.9-6.0 cm), estipite (1.9-8.0 x 0.5-1.8
cm) y esporas (10.4-12.8 x 5.8-6.9 um). La descripcion del tipo de espécimen
de Hebeloma leucosarx de acuerdo a Orton (1960) es consistente con la
descripcidn del espécimen descrito en el presente trabajo particularmente en la

forma del pileo, color del estipite y el olor caracteristico del hongo.

Hebeloma mesophaeum: Presentd un pileo convexo con un didmetro
aproximado de 20 a 60 mm, de color café crema, tendiendo a rojizo en el
centro de este (Figura 2 d). El estipite correspondié a una forma cilindrica del
mismo color que el pileo con una longitud de 35 a 50 mm y un ancho de 2 a 6
mm. Las laminas presentaron un tipo de adherencia libre y de color café
obscuro. En cuanto a las esporas fueron elipticas con una longitud promedio de
8.7 ym y un ancho de 4.5 ym, de color café y ornamentacion reticulada
(Cuadro 5 y Figura 2 c). Dichas observaciones coinciden con las observadas
por Arora, (1979) en cuanto al didmetro del pileo y color, forma de estipite,
tipo y color de laminas y difiere en lo que respecta a una longitud mayor para
el estipite (8 cm), tipo de ornamentacion de la espora quien la reporta como
lisa asi como un ancho de espora mayor (5-6 um) que a la reportada en el
presente trabajo.

La principal diferencia entre H. mesophaeum, H. leucosarxy H. alpinum a
simple vista fue el tamano de los esporomas y el color mas obscuro para el
caso de H. alpinum (Cuadro 5). Se observé una ornamentacion reticulada para
H. mesophaeum, lo cual difiere a la ornamentacion lisa reportada por Arora
(1979). Por esta razdon se realizd microscopia electronica de barrido y se
observaron claramente diferencias en la ornamentacion de las tres especies
mediante esta técnica. La ornamentacion de las esporas es una caracteristica
importante en las especies de Hebeloma de acuerdo a Vesterholt (2005).

Ricker (1987), describié la ultraestructura de 55 especies de Hebeloma y
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clasifico las diferentes ornamentaciones de esporas en tres grupos: A, B and C.
El tipo A fue definido como una espora con crestas ramificadas, el tipo de
espora B con crestas simples y uniformes y finalmente el tipo de espora C, con
estructuras en forma de placas. De acuerdo a esta clasificacién el tipo de
ornamentacion observado en el presente trabajo correspondié al tipo B en el
caso de H. leucosarx y al tipo C para H. alpinumy H. mesophaeum. Hasta
donde se conoce esta es la primera vez que se ilustra la ultraestructura de
H. alpinum y H. leucosarx usando microscopia electrénica de barrido.
Especimenes de estas especies se encuentran depositadas en la colecciéon del

Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.
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Cuadro 5. Comparacion de las caracteristicas diagndsticas de los esporomas
de H. alpinum, H. leucosarx y H. mesophaeum descritos en este estudio.

Estructura Caracteristicas H. alpinum H. leucosarx H. mesophaeum
Pileo Forma Convexo plano convexo
Color café obscuro blanquecino café crema
Diametro (cm) 1.7-7.1 1.5-9.8 1.2- 5.2
(£ = 4.1) (¥ = 5.3) (¥ = 3.2)
Estipite Forma cilindrico cilindrico cilindrico
Color crema blanquecino crema
Ancho (cm) 0.3-1.9 04-21 0.4-1.38
(£ =14) (£ =12) (¥ = 0.9)
Longitud (cm) 2-6.2 2.8-8.7 1.2-5.7
(¥ = 3.9) (¥ = 4.8) (¥ = 3.8)
Laminas  Adherencia libres libres libres
Color café obscuro  café obscuro café obscuro
Esporas Forma eliptica eliptica eliptica
Color café café café
Ornamentacion reticulada puntada a lacunosa o con
ligeramente estructuras tipo
reticulada placas (de
acuerdo a Rucker,
(1987))
Longitud (um) 9 8 8.7
Ancho (um) 5 5 4.5
Olor rafanoide rafanoide rafanoide

n= 25 esporomas (Ver materiales y métodos).
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3.2. Descripcion de morfotipos

Las especies del género Hebeloma tienen una gran importancia econdmica,
biotecnoldgica y ecoldgica en México. Recientemente Garibay-Orijel et al.
(2013), demostraron que es uno de los géneros mejor representado en los
bancos de esporas de los bosques del eje neovolcanico que cruza el pais del
océano atlantico al pacifico. Debido a ello resulta biotecnolégicamente muy
importante la identificacién y descripcidn de las especies del género Hebeloma

sintezados en especies de pino Utiles para la restauracion de areas degradadas.

Un antecedente de la descripcidon de los morfotipos de Hebeloma alpinum, H.
leucosarx 'y H. mesophaeum sin una discusion detallada, fue realizada por la

autora previamente (Carrasco-Hernandez et al., 2010).

Algunas de las observaciones realizadas por Carrasco-Hernandez et al.,
(2010) con respecto a la descripcién de H. leucosarx coinciden con las
realizadas por Garibay-Orijel, (2013), quien describe el morfotipo de Hebeloma
leucosarx P. D. Orton asociado a P. montezumae. Las similitudes se
encuentran en el crecimiento monopodial e hifas emanantes delgadas vy difiere
en la percepcion del color del morfotipo ya que los describe de color café
grisaceo denso. Asi mismo en el trabajo realizado por Carrasco-Hernandez et
al, (2010) no se observd que el morfotipo se ramificara dicotdmicamente

(Figura 3 cy d).

Una de las evidencias mas importantes que demuestran la naturaleza
ectomicorrizica de los hongos es la sintesis de estas en la planta huesped
(Rinaldi et al., 2008). Algunas de las especies del género Hebeloma que han
sido previamente sintetizados incluyen: H. crustuliniforme, H. cylindrosporum,
H. sacchariolens (Brunner, 1991; Debaud et a/, 1981; Fox, 1986; Obase et al.,
2009; Wong and Fortin, 1989).

35



A continuacién se discute las principales diferencias de las ectomicorrizas
de Hebeloma alpinum, H. mesophacum y H. leucosarx descritas por

Carrasco-Hernandez et a/., (2010):

En el caso de H. leucosarx se observa que fue la especie con raices cortas
de mayor longitud sequida de H. mesophaeumy H. alpinum. Ademas de que
en la mayoria de las ocasiones presentd tipos de ramificacién ausentes y en
menor proporcion dicotdmicas, caso contrario para H. alpinum (Figura 3 e y f).
En cuanto a H. mesophaeum fue facil identificarlo debido a su textura del
manto algodonosa y un tamafio intermedio con respecto a H. alpinumy H.
leucosarx. Cabe destacar que a pesar de que se observaron diferencias entre
hongos, estas no se presentaron en los dos pinos estudiados (Pinus patula y
Pinus pseudostrobus). Aunque existe una gran diversidad de especies dentro de
este género la mayoria de las investigaciones se ha enfocado principalmente en
dos especies H. crustuliniformey H. cylindrosporum. Una de las razones es que
H. cylindrosporum es facilmente manejable en laboratorio y en el caso de
Hebeloma crustuliniforme porque tiene una gran diversidad de huéspedes,
ademas de su potencial como indculo forestal (Cairney and Chambers, 1999).
Los estudios de estas especies versan desde su fisiologia, bioquimica, hasta su
genética y biologia molecular (Kedi et al., 2013). En general todas las especies
discutidas en la presente contribucidn han recibido escaza atencidon a nivel

mundial.
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Cuadro 6. Caracteristicas distintivas de las raices cortas micorrizadas de
H. mesophaeum (Carrasco-Hernandez et al., 2010) comparadas con
descripciones previas.

Caracteristica  H. mesophaecum H. mesophaeum Hebeloma Hebeloma
S conP. patulay con P. ponderosa  mesophaeum  mesophaeum
P. pseudostrobus (Pers.) Quel. con (Pers.) Quél.
Pinus
Tipo de dicotémica o dicotdmicas o dicotdmica ramificacién
ramificacion simples en la simples poco
misma frecuente
proporcion
Forma de las  recta con derechas o cilindricas longitudinal y
puntas no terminaciones curvadas delgada

ramificadas cilindrica

Rizomorfos ausentes ausentes ausentes n.r
Textura del algodonoso afieltrada n.r n.r
manto
Color del café ocre amarillentas café a blanco de plateado
apice con manto a blanca
(en estadio trasltcido con
juvenil) parches blancos

ocasionales
Color del blanco n.r n.r oxidado
apice
(en estadio
maduro)

Anatomia en plectenquimatoso plectenquimatoso plectenquimatoso n.r
la capa
externa del

manto

Fuente Carrasco-Hernandez = Barroetavefia et al,  Agerer, R. and G. Ingleby et al,,
et al, (2010) (2012) Rambold, (2013) 1990.

n.r = no reportado
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Figura 2. Esporas de H. leucosarx (), H. mesophaeum (c), H. alpinum (e) a
6000 x; Esporomas of H. leucosarx (b), H. mesophaeum (d) y H. alpinum (f).
Barras blancas = 2um (a, c and e), 4 cm (b), 3cm (d) y 1 cm (f).
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Figura 3. a. Comercializacién de Hebeloma sp. en el mercado de Ozumba, b.
Comparacion de Pinus patula inoculado con H. mesophaeum (izquierda) y sin
inocular (derecha), c. Morfotipos de H. leucosarx, d. Red de Harting de
H. leucosarx, e. morfotipo de H. alpinum y f. manto de H. alpinum en Pinus
patula. Barras negras= 0.5 cm (c) y 0.3 cm (e).
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IV. CONCLUSIONES

La inoculacién con en esporomas secos de H. alpinum, H. leucosarx and H.
mesophaeum fue exitosa en la formacion de ectomicorriza con Pinus patula y

Pinus pseudostrobus.

Se observaron diferencias morfoldgicas en la morfologia de los esporomas
y morfotipos de las tres especies de hongos (H. alpinum, H. leucosarx 'y H.
mesophaeum) en longitud, didmetro, radio (base-apice), tipo de ramificacion,
forma de la punta, textura y color. Sin embargo, la morfologia de las

ectomicorrizas analizadas es la misma entre ambas especies de pinos.

Hasta donde se conoce el presente estudio ilustra por primera vez con
microscopia electrénica de barrido la ornamentacion de la espora de H. alpinum

y H. leucosarx.
Es importante la caracterizacion de las especies fungicas estudiadas de

Hebeloma spp. y sus morfotipos ectomicorrizicos asociados, debido a la gran

importancia local para la silvicultura y su potencial econdmico y social.
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V. CONCLUSIONES GENERALES

Hasta donde conocemos el presente trabajo es el primer reporte en México
que demuestra que la inoculacién con Suillus brevipes en plantas de Pinus
greggii en vivero es un factor crucial para la supervivencia y establecimiento de

dicho pino después de 7 afos en condiciones de campo.

La micorrizacion de Pinus greggii con hongos ectomicorrizicos silvestres en

viveros influye en su establecimiento de pinos en campo.

A pesar de la gran importancia econdmica, biotecnoldgica y ecoldgica del
género Hebeloma y Suillus en México, pocos estudios se han llevado a cabo en
el pais de la diversidad fungica en areas neotropicales. Por lo que éste es un
acercamiento seminal de identificacion de las especies mas abundantes dentro
del complejo de especies de dichos géneros comercializadas en México de los
géneros Hebeloma spp. y Suillus spp., asi como de los morfotipos formados por
dichos hongos.
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ANEXO I

CARACTERIZACION TAXONOMICA INICIAL DEL GENERO Suillus QUE
SE COMERCIALIZAN EN OZUMBA, ESTADO DE MEXICO

Resumen. México cuenta con una gran diversidad de hongos silvestres
comestibles, los cuales se comercializan en todo el pais. La venta de dichos
hongos se da en un complejo de especies que se separan solo por género.
Hasta el momento no se conoce con precision que especies se comercializan en
Ozumba, Estado de México. En el presente trabajo se colectaron esporomas de
Suillus sp. en Ozumba a inicios de la época de lluvias y se encontraron 4 grupos
principales clasificados en funcion de las diferencias taxondmicas observadas de
los esporomas colectados en dicha area (forma, color, tamano). El
conocimiento de las especies es fundamental por los diferentes usos que tienen

(alimenticio y biotecnoldgico), asi como para su conservacion.
Palabras claves: hongos silvestres comestibles, Sui/lus sp. y ectomicorrizas.

Introduccion. El género Suillus S. F. Grey esta agrupado dentro del orden
Boletales (Hawksworth et a/. 1995), donde la mayoria de las especies forman
ectomicorrizas. Los Boletos son facilmente distinguibles de otros ordenes
agaricales, ya que poseen en su mayoria tubos arreglados verticalmente en
lugar de laminas en la parte inferior del pileo. Dentro de los Boletales,
Hawksworth et al (1995) agrupo Suillus dentro de la familia Boletaceae,
mientras que Knudsen (1995) utiliza un arreglo taxondmico alternativo en el
cual Suillus esta agrupado junto con Gomphideus y Chroogomphus en el
Gomphidaceae. Cominmente, los Boletos se han considerado que forman tres
grupos principales; el grupo Suillus, el grupo de Strobilomycete'y el grupo mas

grande de Boletus.

El género Suillus sp. se encuentra distribuido en el hemisferio norte el cual

coincide con la distribucion natural de su huésped natural, las coniferas. Cabe
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mencionar que la mayor distribucién de Suillus sp. y pinos se encuentra en el
norte y centro América. Suillus sp. se asocia exclusivamente a la familia
Pinaceas (Molina et al. 1992; Singer 1986), el cual engloba doce géneros con
alrededor 220 especies distribuidas en el hemisferio norte (Mabberley 1997).
Los géneros mas importantes en las Pinaceas son Pinus, Larix and
Pseudotsuga (Cairney and Chambers, 1999). El género Pinus comprende 94
especies y es uno de los géneros mas ampliamente distribuido de arboles en el
hemisferio norte (Critchenfield and Little 1966). Los pinos se extienden desde
la regién polar al tropico y con este enorme rango ellos dominan la vegetacién
natural en muchas regiones. El género Larix comprende diez especies, de las
cuales dos son ampliamente distribuidas en Euroasia y una en Norte América,
mientras que las especies restantes tienen una distribucidon limitada (Farjon,
1990). El género Pseudotsuga, comprende seis especies (Mabberley, 1997), el

cual esta relacionado a Larix (Price et al. 1987).

La mayor riqueza de especies de Suiflus, alrededor de 50 especies, se
encuentra en el Norte América, coincidiendo con la mas alta riqueza de
especies de coniferas (Smith and Thiers, 1964). Diversas especies de Suillus
tienen un rango geografico limitado y cerca de la mitad de las especies se
encuentran en Norte América donde también se localiza una gran riqueza de
pinos endémicos. En contraste Europa y Asia, se registran pocas especies de
Pinus y de igual forma de Suillus. Pocas especies de Suillus estan distribuidas
dentro del rango natural de pinos en las Islas Canarias y en el norte de Africa.

Suillus esta ausente en Australia, Nueva Zelanda y el Sur de América.

Existen reportes de la comercializacion del género de Suillus sp. en mercados
del Estado de México como son el caso del mercado de Ozumba, Amecameca y
Chalco (Pérez-Moreno et al., 2008). También se ha reportado en mercados de

Morelos y Tlaxcala (Pérez-Moreno et al., 2008; Montoya et a/., 2008).

49



En el presente trabajo se identificaron las especies comercializadas en el
mercado de Ozumba, por las implicaciones y usos biotecnoldégico como

inoculante micorrizico.

Materiales y Métodos. Se realizaron colectas del género de Suilus sp.,
comercializadas en el mercado de Ozumba, Estado de México a inicios de la
época de lluvias, que es cuando se encuentra este hongo. En cada colecta se
agruparon por sus diferencias caracteristicas macroscopicas (color, tamano y

formas tanto del pileo como del estipite).

Resultados y discusion. El género Suillus sp. se caracteriza por ser carnosos
de tamaino mediano a grande. El pileo es generalmente viscoso o gelatinoso
aunque algunas especies son secas y escamosas. El estipite puede tener o no
anillo. Himenio color amarillo de poros pequefios a grandes y con formas
radiales. Las esporas de forma alargada, lisas y de color pdlidas a marrén
(Cairney and Chambers, 1999).

De las especies colectadas durante la época de lluvias en el mercado de

Ozumba se identificaron cuatro grupos por sus diferencias macroscopicas.

Grupo I.- Esporoma con pileo convexo de 5 a 11.5 cm de diametro y color
canela, con textura gelatinosa a pegajosa y margen de pileo ligeramente
ondulado y de coloracidon blanca. En cuanto al himenio presentd una forma
circular de 1 a 2 poros por milimetro y una profundidad del poro de 2 a 6 mm.
De color amarillo y adherencia recta. El estipite presentd una forma cilindrica
de longitud de 3 @ 7 cm y un ancho de 0.9 — 2.5 cm, de color amarillo-

blanquecino y textura estriada.

Grupo II. El pileo present6 una forma convexa a plana de color canela y un
diametro de 5 a 11.5 cm. La textura fue gelatinosa y con un margen
ligeramente ondulado y de contexto blanco. El himenio presentd una forma

circular de 1 a 2 poros por milimetro y una profundidad de 1 a 4 mm. De color
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amarilla y color recta. El estipite de forma cilindrica con una longitud de 4 a 6.5

cm y un ancho de 1.3 a 1.8 cm. y textura estriada.

Grupo III. El pileo fue convexo a plano con un didmetro de 5 a 10 cm, de
color café obscuro, de margen entero y textura gelatinosa. El contexto del
pileo fue blanco. El himenio presentd una forma amorfa de 1 a 2 poros por
mm y una profundidad de 1 a 3 mm, de adherencia recta y color amarillo. El
estipite presentd una forma cilindrica de color blanco con café y longitud de 3 a

9 cm y un ancho de 1.3 a 1.5 cm y textura estriada.

Grupo 1V. El pileo fue convexo con un didametro de 1.8 a 7.5, de color café
y puntos ligeramente blancos. La textura del pielo fue lisa y con margen
ondulado, el contexto del pileo fue blanco. El himenio fue circular con 1 poro
por mm y de profundidad de 1 a 5 mm, de color amarillo y adherencia
estrecha. El estipite presentd una forma cilindrica, de color amarillo con café,

de 1 a7 cm de longitud y de 1 a 2.3 de ancho y de textura estriada.

Por sus caracteristicas macroscdpicas el grupo I. se asemeja a Suillus
pseudobrevipes debido a que se encuentra dentro de los rangos de pileo y
estipite especificados por Smith and Thiers, (1964) aunque difiere con lo
reportado por Lincoff and Knopf (1984), quien menciona que Suillus
pseudobrevipes presenta anillo. En el caso del Grupo II, se asemeja a Suillus
brevipes aunque difiere con Smith and Thiers, (1964) en lo que respecta al
color del pileo lo cual puede deberse al estadio del hongo. El grupo III, se
asemeja a S. granulatus en tamafio y color de pileo con respecto a lo reportado
por Smith and Thiers, (1964) y Kuo, (2009) y. Finalmente para el caso del
grupo IV. se encontré similitud con S. collinitus principalmente por las
caracteristicas del pileo y la forma ondulada del pileo, lo cual la hace

completamente diferente a los grupos anteriores (Roody, 2003).
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Cuadro A1l. Caracteristicas macroscopicas de los esporomas de Suillus sp.,

colectados en Ozumba, Estado de México.

Grupo I Grupo II Grupo III Grupo 1V
Pileo Forma convexo a convexo a convexo convexo
plano plano
Didmetro (cm) 5-11.5 5.5-6.2 5-10 1.8-7.5
Color canela amarillo café café
pardo obscuro ligeramente
obscuro con
puntos
blancos
Textura (cuticula) gelatinosa-  gelatinosa-  gelatinoso-  lisa
pegajosa pegajosa pegajoso
Margen ligeramente ligeramente entero ondulado
ondulado ondulado
Contexto (color) blanco blanco blanco blanco
Himenio Forma del poro circular circular amorfa tendiendo a
circular
Numero de poros  1-2 1-2 1-2 1
por milimetro
Profundidad del 2-6 1-4 1-3 1-5
poro (mm).
Color amarillo amarillo amarillo amarillo
Adherencia recta recta recta estrecha
Estipite Forma cilindrico cilindrico cilindrico cilindrico
Color amarillo- amarillo blanco con  amarillo con
blanquecino café café
Ancho (cm) 09-25 1.3-1.8 1.3-15 1-23
Longitud (cm) 3-7 4-6.5 3-9 1.7-7
Textura estriado estriado estriado estriado
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Figura Al. Esporomas de Suillus sp.; a. Grupo 1., b. Grupo II., c. Grupo III., d.
Grupo 1V.

Conclusiones. Se encontraron cuatro grupos diferentes de Suillus spp., que se

comercializan en el mercado de Ozumba, Estado de México.
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