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COADAPTACION DE CONSORCIOS MICORRIZICOS EN POBLACIONES
CONTRASTANTES DE PINUS GREGGII VAR. AUSTRALIS

Gabriela Rodriguez Gémez Tagle, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

Los bosques son ecosistemas de gran importancia ecolégica debido a su capacidad de
almacenar carbono y contrarrestar el aumento en la concentracion de CO:2 en la
atmosfera; de igual manera, poseen un alto econdmico y social por los servicios que
proveen a la sociedad como fuente de materias primas, aprovechamiento de recursos
naturales y areas recreativas. Por su elevado valor de uso, los bosques son susceptibles
a presiones ambientales y antropoldgicas; por tanto, es vital considerar estrategias para
la recuperacion de zonas forestales degradadas con especies nativas. Pinus greggii
Engelm., es una especie que posee altas probabilidades de éxito en programas de
restauracion ecoldgica, debido su capacidad de adaptaciéon en un amplio rango de
condiciones ambientales. Sin embargo, factores como la deforestacion y el cambio
climatico, han generado aislamiento en sus poblaciones naturales, propiciando una
diferenciacion entre ellas al ser sometidas a condiciones edéficas y climaticas distintas.
La diferenciacion no sélo radica en las caracteristicas de las poblaciones de P. greggii,
también en sus asociaciones mutualistas con organismos edéaficos como los hongos
ectomicorrizicos. La relacion que establecen es resultado del proceso de coadaptacion
entre ambos organismos con la finalidad de recibir un beneficio mutuo, el cual puede
modificarse debido a factores como la precedencia del hospedero, el huésped, su
interaccion o el ambiente. Lamentablemente, no existen estudios suficientes que aborden
esta interaccion. En el presente estudio se evalué la importancia de la coadaptacion de
asociaciones ectomicorrizicas a través de la estimacion de la diversidad y diferenciacion
de las comunidades ectomicorrrizicas (ECM) en dos poblaciones naturales de Pinus
greggii var. australis (Zacualpan y Cieneguilla), en ambientes contrastantes y en un
bioensayo en vivero con combinaciones reciprocas de origenes de semilla e in6culo
nativo. Se encontraron 32 morfotipos distintos en las poblaciones naturales, 17 de ellos
exclusivos de Zacualpan, nueve exclusivos de Cieneguilla y ocho en comun. La
poblacion de Zacualpan, localidad con condiciones ambientales méas favorables, la que
tuvo mayor diversidad, pero con una fuerte diferenciacion con respecto a la otra
comunidad. En las plantas del bioensayo domind el morfotipo Tomentella sp. en los
primeros meses de crecimiento, pero a los ocho meses Rhizopogon sp. fue mas
abundante. La dinamica de colonizacion de raices fue mas rapida con el huésped u
hospedero originario de Cieneguilla. Al inicio, la diversidad de morfotipos fue mayor en
la asociacion simpatrica, pero a los 12 meses después de la siembra, fue mayor en la
alopéatrica. La diversidad y la diferenciacion de la comunidad ECM se redujo con la edad
de las plantas, lo que indica un efecto del ambiente del bioensayo en la homogeneizacion
de la composicion de comunidades ECM.
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COADAPTATION OF MYCORRHIZAL COMMUNITIES IN CONTRASTING
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ABSTRACT

Forests have a large ecological importance due to their ability to store carbon and
counteract the increase in CO2 concentration in the atmosphere; similarly, they have a
high economic and social value linked to the broad range of services they provide to
society, either as source of raw materials and other natural resources or as leisure areas.
Given their high use value, forests are susceptible to environmental and anthropological
pressures, so it is important to look for strategies to recover impacted and degraded forest
areas using native species. Pinus greggii Engelm is a forest species with a high potential
for success in ecological restoration programs due to its adaptation to a broad range of
environmental conditions. However, deforestation and climate change have isolated its
natural populations, exposing them to different edaphic and climate conditions and
triggering a differentiation process. Population differentiation not only takes place in P.
greggii, it also occurs in their mutualistic associations with edaphic microorganisms, such
as ectomycorrhizal fungi. Ectomycorrhizal symbiosis is the result of coadaptation
processes between host and guest to achieve mutual benefits, which can be modified by
their origin and environment conditions. Unfortunately, there are not enough studies
addressing this issue. In this study the importance of the coadaptation process in
ectomycorrhizal associations was evaluated through the estimation of diversity and
differentiation of ectomycorrhizal (ECM) communities in two natural populations of Pinus
greggii var. australis (Zacualpan and Cieneguilla), growing in contrasting environments,
and in a nursery bioassay with reciprocal combination of seed and native inoculum
origins. Thirty wo (32) different ECM morphotypes were found in natural populations, 17
exclusives of Zacualpan, nine exclusives of Cieneguilla and eight in common. The
greatest diversity was reported in Zacualpan who had the best environmental conditions,
but with a strong differentiation from the other community. In the bioassay, the Tomentella
sp. Morphotype dominated during the first months of seedling growth, but after eight
months Rhizopogon sp. was more abundant. Root colonization dynamic was faster either
with host or guest from Cieneguilla. At the beginning of the bioassay, ECM diversity was
higher in the sympatric association, but 12 months after sowing, it was higher in the
allopatric one. The diversity and differentiation of ECM communities decreased with
seedling age, showing an effect of the bioassay environment on the homogenization of
ECM community composition.

Key words: deforestation, climate change, ectomycorrhizal diversity
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INTRODUCCION GENERAL

Los bosques templados son ecosistemas de suma importancia ecoldgica debido a su
papel en la mitigacidén de la erosion del suelo, participan en la disminucion de CO2 y ser
albergue del 75% de la diversidad terrestre (Granados-Sanchez et al., 2007, FAO,2016).
En ambito social y econémico, desempefian un papel importante al generar espacios
recreativos, asi como el aprovechamiento de recursos como la madera y sus derivados

(Granados-Sanchez et al., 2007, Zulueta-Rodriguez et al., 2015).

Sin embargo, las presiones ambientales y antropoldgicas, han reportado una reduccion
de 75 000 ha de masas forestales en nuestro pais en el periodo del 2005 al 2010 (L6pez-
Gutiérrez et al., 2018). Por lo tanto, la implementacion de estrategias de restauracion
utilizando especies endémicas del género Pinus, como Pinus patula Schirdlt & Cham,
Pinus montezumae Lamb y Pinus greggii Engelm. han sido planteadas como una opcion

para la recuperacion de los bosques mexicanos (Lopez-Gutiérrez et al., 2018).

Particularmente, Pinus greggii es una especie que posee la capacidad de establecerse
en un amplio rango de condiciones ambientales, lo que le permite ser una especie ideal
para los programas de restauracion (Garcia-Garcia et al., 2003; Hernandez-Martinez et
al., 2007; Martinez-Reyes et al., 2012; Renteria-Chavez et al., 2017). Lamentablemente,
factores como la deforestacion y el cambio climatico, han disminuido y aislado sus
poblaciones exponiéndolas a diferentes condiciones edaficas y climaticas, lo cual ha
desencadenado diferenciacién de sus poblaciones en P. var. greggii y P. var. australis

(Parraguirre Lezama et al., 2002; Hernandez-Martinez et al., 2007).



La diferenciacion de las poblaciones de P. greggii, no solo radica en cambio en ellas,
también en los organismos que suelen establecer simbiosis como los hongos
ectomicorrizicos (Hoeksema et al., 2012). La simbiosis mutualista resultante de la
interaccion planta y hongo, es considerada una seleccién entre hospedero huésped
debido al proceso coevolutivo entre ambos que propicia una afinidad entre ellos y, por lo
tanto, la adquisicion de beneficios nutrimentales y de establecimiento (Hoeksema et al.,
2012). Sin embargo, el ambiente, la procedencia del hospedero y huésped podrian ser
factores que modifiqguen la asociacion simbidtica, como se reportd en el estudio de
Hoeksema et al. (2012) donde cinco poblaciones de Pinus radiata presentaban

divergencia y también de sus comunidades micorrizicas.

En el caso de P. greggii, los estudios de sus comunidades micorrizicas se han restringido
al desemperio de plantas de vivero tras ser inoculadas con hongos silvestres comestibles
(Méndez-Neri et al., 2011; Martinez-Reyes et al., 2012; Salcido Ruiz et al., 2021), sin
embargo, pocos son los estudios como el de Casique-Valdéz et al., 2018 donde se ha
estimado la diversidad de hongos ectomicorrizicos en poblaciones naturales de P. greggii
var. greggii, sin embargo, para P. greggii var. australis no existe informacién. Por ello en
el presente estudio se estimé la diversidad y la diferenciacion de las comunidades
ectomicorrizicas en dos poblaciones de P. greggii var. australis distribuidas en

condiciones edéficas y climaticas diferentes.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Evaluar el grado de co-adaptacion local en las comunidades ectomicorrizicas asociadas

a poblaciones de Pinus greggii var. australis

Objetivos especificos

e Evaluar la diversidad y el grado de diferenciacion en las comunidades
ectomicorrizicas asociadas en poblaciones naturales P. greggii var. australis
originarias de ambientes contrastantes

e Evaluar la dinamica de colonizacion de raices, diversidad y diferenciacion de las
comunidades ectomicorrizica presentes en combinaciones simpatricas y
alopéatricas

e Determinar si existe un efecto de la procedencia del hospedero y el huésped y su
interaccidn sobre la diversidad y diferenciacion en las poblaciones contrastantes

bajo analisis.

Hipodtesis

e La diversidad del consorcio ectomicorrizico es mayor en la poblacién de Pinus

greggii en el sitio con condiciones ambientales favorables.

e La colonizacion micorrizicay la diversidad del consorcio micorrizico aumentan con

el desarrollo de las plantas en vivero.



e Las asociaciones cuyo hospedero y huésped poseen la misma procedencia,

tendran mayor diversidad que aquellas con diferente origen.



REVISION DE LITERATURA
Importancia y problematica de los bosques templados

Los bosques templados son el segundo ecosistema con mayor extension en superficie
del planeta, ya que ocupan 1.8 millones de hectareas a nivel mundial (FAO, 2016). Dentro
de su importancia radica el papel que desempefia en la mitigacion de la erosion del suelo,
la disminucion de gran parte de las emisiones de CO:2 atmosférico y ser albergue de
aproximadamente del 75% de la diversidad terrestre mundial (Granados-Sanchez et al.,
2007). Asi mismo, los bosques generan servicios ecosistémicos (FAO, 2016) con los
cuales la sociedad se ve directamente beneficiada al obtener espacios recreativos y
recursos como la madera y sus derivados (Granados-Sanchez et al., 2007; Zulueta-
Rodriguez et al., 2015). Sin embargo, debido al cambio de uso de suelo y al incremento
de la poblacion humana, los ecosistemas forestales, han sido sometido a fuertes
presiones (FAO, 2016; Lopez-Gutiérrez et al., 2018) que han generado la pérdida del
mas del 50% de las masas forestales en los tropicos de América y Africa durante los
ultimos 25 afios (Lopez-Gutiérrez et al., 2018). Particularmente en México, durante el afio
2005-2010, se perdieron al menos 75 000 hectareas de bosque templado y tropical

(Lépez-Gutiérrez et al., 2018).
Uso de especies nativas para restauracion de bosques: caso Pinus greggii.

Ante la reduccion de los bosques, autores como LoOpez-Gutiérrez y colaboradores
(2018), han propuesto implementar estrategias de restauracion utilizando especies del
género Pinus, debido al potencial de adaptacion que posee a condiciones nativas por

tener 49 especies en México, posicionando al pais como el segundo centro de



diversificacion a nivel mundial. El 55% de las especies registradas para nuestro pais son
endémicas, algunas de ellas se encuentran bajo proteccién y otras como Pinus patula
Schirdlt & Cham, Pinus montezumae Lamb y P. greggii Engelm ex Parl. han sido

utilizadas en programas de reforestacion (Lopez-Gutiérrez et al., 2018).

Pinus greggi Engelm. es una especie neotropical, nativa de mesoamerica, endémica de
México (Garcia-Garcia, 2002, Hernandez-Pérez et al., 2007; Renteria-Chavez et al.,
2017) presente en bosques puros o mezclados donde generan un microambiente del
cual son dependientes especies herbaceas y arbustivas (Hernandez-Martinez et al.,
2007; Martinez-Reyes et al., 2012). Su distribucidén natural esta restringida a dos zonas
con diferentes condiciones ambientales: region norte y centro-este de Meéxico
(Parraguirre-Lezama et al., 2002). En la region norte, que comprende Coahuila y Nuevo
Ledn, se distribuye a 2100 a 2600 msnm en suelos neutros o ligeramente alcalinos, con
una precipitacion media anual de 650 mm (Parraguirre-Lezama et al., 2002), mientras
gue en la region centro-este (San Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo, Veracruz y Puebla),
crece entre los 1100 y 2400 msnm, en suelos acidos y con una precipitacion media anual

de 800 a 1600 mm (Parraguirre-Lezama et al., 2002).

Debido al amplio rango de condiciones de establecimiento que posee, tiene la capacidad
de adaptacion en sitios con condiciones ambientales extremas, favoreciendo la
recuperacion de suelos degradados (Garcia-Garcia, 2002, Renteria-Chavez et al. 2017).
La plasticidad de la especie ha permitido su cultivo fuera de su habitat natural, siendo la
cuarta especie mas importante en el Programa Nacional de Reforestacion (Garcia-
Garcia et al., 2003) para su uso en plantaciones comerciales (Garcia-Garcia et al., 2003;

Hernandez-Martinez et al., 2007; Martinez-Reyes et al., 2012;Renteria-Chavez et al.,



2017) donde, por su rapido crecimiento (Renteria-Chavez et al., 2017), buen desarrollo
y capacidad de adaptacion en los primero afios de crecimiento (Garcia-Garcia et al.,
2003) es utilizado para la obtencion de combustible y postes para cerca (Hernandez-

Pérez et al., 2007;Martinez-Reyes et al., 2012; Renteria-Chavez, et al., 2017).
Diversidad y diferenciacion genética de Pinus greggii

Pese a la importancia y al potencial de uso de la especie, las poblaciones naturales han
sufrido grandes presiones ambientales y antropogénicas (Parraguirre-Lezama et al.,
2002; Hernandez-Martinez et al., 2007) que han provocado el aislamiento geografico
entre poblaciones, exponiéndolas a las diferentes condiciones edaficas y climéaticas lo
cual puede limitar el flujo génico y generar metapoblaciones, asi como diferenciacion
genética en cada region (Parraguirre Lezama et al., 2002; Herndndez-Martinez, 2007).
Por lo tanto, surgen dos variedades: greggii (norte) y la austalis (sur) (Parraguirre Lezama
et al., 2002). P. greggi Engelm. var asutralis Donahue & LOpez es una especie con una
erosion genética que limita la variabilidad debido a la deforestacién, (Hermandez-

Martinez, 2007).
Coadaptacion de especies forestales y consorcios micorrizicos

La diferenciacion genética de una especie como P. greggii, no solo implica cambios en
ella misma, si no en la relacion que establece con organismos edaficos asociados como
los hongos ectomicorrizicos (ECM). Los hongos ectomicorrizicos son organismos que se
distribuyen ampliamente en bosques boreales, templados del hemisferio Norte y regiones
mediterraneas, donde se relacionan con arbustos y arboles lefiosos perennes (Smith y

Read, 2008; Strullu-Derrien, 2018; Angeles-Argaiz y Garibay-Origel, 2019 y Pérez-



Moreno et al. 2020). Ademas, son un componente ecofisiolégico para el mantenimiento
de los bosques, especialmente las especies de la familia Pinaceae, la cual es el grupo
de plantas ectomicorrizicas mas antiguo registrado (Martinez-Reyes et al. 2012, Angeles-

Argaiz y Garibay-Orijel, 2019).

Debido a la estrecha relacion entre planta-hongo, la simbiosis ectomicorrizica es
considerada una asociaciéon mutualista obligada donde el huésped recibe carbohidratos
resultantes de la fotosintesis y un porcentaje es dirigido al sumidero de C en el suelo
(Cairney, 2012). A su vez, el hospedero adquiere mayor area de absorcion de agua y
nutrientes (N y P), por el papel que desempefia el micelio externo de ampliar el area de
alcance. Igualmente, se cree que los reguladores de crecimiento de las plantas,
suministrado por hongos ECM influyen en el hinchamiento, extension y la ramificacion
de las raices (Brundrett, 2002). Asi mismo, tiene mayor acceso a formas organicas
recalcitrantes; incrementa su tolerancia a la sequia, aumenta su proteccién ante factores
bidticos y compuestos potencialmente toxicos (Cairney, 2000, Martinez-Reyes et al.,

2012, Strullu-Derrien, 2018, Pérez-Moreno et al. 2020 y Tomao et al. 2020).

Los beneficios mutualistas mencionados, son el resultado de la preferencia hereditaria
de la planta por socios fuangicos ectomicorrizicos (Hoeksema, 2008 y Ning et al., 2009)
gue surge de los procesos de seleccion coevolutiva (Hoeksema, 2010). La coevolucion
se define como los cambios evolutivos en las especies, conducidos por seleccién natural
impuesta por las especies reciprocamente entre si y es considerada, una potente fuerza
para mantener y general diversidad bioldgica (Hoeksema, 2010). A su vez, el proceso
coevolutivo genera una afinidad entre hospedero-huésped y puede desencadenar en co

adaptacion local y posteriormente a la especiacion (Hoeksema, 2010). La compatibilidad



hospedero-huésped permite asegurar el establecimiento de las especies forestales, sin
embargo, factores como el ambiente y la procedencia de ambos pueden incidir en el
establecimiento de la simbiosis ectomicorrizica. Estudios como el de Hoeksema et al.
2012, se observo divergencia en cinco poblaciones de Pinus radiata, lo cual también se
observo diferenciacion en sus comunidades ectomicorrizicas, sin embargo, no se detecto

co adaptacion.

Por ello, es necesaria la generacion de conocimientos vinculados con la utilizacion de
hongos ectomicorrizicos nativos, con plantas de interés forestal como Pinus greggii.
Estudios como el de Mendez-Neri et al., 2011, Martinez-Reyes et al., 2012", Renteria-
Chavez et al., 2018 y Salcido-Ruiz et al., 2021 han estudiado el desempefio de plantas
de vivero inoculados con hongos ectomicorrizicos comestibles sin embargo existen
pocos estudios como el de Casique-Valdéz et al., 2018 donde se estimo la diversidad y

funcionalidad de las ectomicorrizas de dicha especie en poblaciones naturales.



CAPITULO I: DIVERSIDAD Y COADAPTACION DE COMUNIDADES
ECTOMICORRIZICAS EN POBLACIONES CONTRASTANTES DE Pinus greggii var.

australis

1.1RESUMEN

La compatibilidad entre hongos micorrizicos y arboles es consecuencia de procesos
coevolutivos y una respuesta a presiones de seleccion. Con el propésito de evaluar la
importancia de la coadaptacion de asociaciones ectomicorrizicas (ECM) se estimé la
diversidad y diferenciacion de comunidades ectomicorrizicas en poblaciones naturales
de Pinus greggii var. australis en dos ambientes contrastantes (Zacualpan y Cieneguilla),
y en combinaciones reciprocas origen de semilla e in6culo nativo en vivero. Se
encontraron 32 morfotipos ECM distintos en las poblaciones naturales, 23 en Zacualpan
y 17 en Cieneguilla, con ocho en comun. La diversidad de ECM fue mayor en Zacualpan
(ambiente mas favorable), con una fuerte diferenciacion de la otra comunidad. Al inicio
del bioensayo dominé el morfotipo Tomentella sp. y a los ocho meses Rhizopogon sp.
La dindmica de colonizacion de raices fue mas rapida con el huésped u hospedero de
Cieneguilla. Al inicio, la diversidad de ECM fue mayor en la asociacién simpatrica, pero
a los 12 meses después de la siembra, fue mayor en la alopatrica. La diversidad y la
diferenciacion de la comunidad ECM se redujo con la edad de las plantas, lo que indica

un efecto del ambiente en la homogeneizacion de la composicion de comunidades ECM.

Palabras clave: hongos ectomicorrizicos, coevolucién, simpatria, alopatria
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1.2ABSTRACT

The compatibility between mycorrhizal fungi and trees is a consequence of coevolutionary
processes and a response to selection pressures. In order to evaluate the importance of
the co-adaptation of ectomycorrhizal associations (ECM), the diversity and differentiation
of ectomycorrhizal communities in natural populations of Pinus greggii were recorded and
analyzed in natural populations of Pinus greggii var. australis in 2 contrasting
environments (Zacualpan and Cieneguilla), and in reciprocal combinations of seed
origin/native inoculum provenance in greenhouse. Thirty-two different ECM morphotypes
were found in the natural populations, 23 in Zacualpan and 17 in Cieneguilla with eight in
common. ECM diversity was higher in Zacualpan (the most favorable environment), with
a strong differentiation from the other community. The dominant morphotypes were
Tomentella sp. at the beginning of the bioassay, and Rhizopogon sp. eight months after
sowing, respectively. Root colonization dynamics was faster with the Cieneguilla
provenance host. At the beginning, ECM diversity was higher in the sympatric
association, however at 12 months after sowing the allopatric association was higher.
However, the diversity and differentiation of the ECM community decreased with the age
of the trees, indicating an effect of the environment in homogenizing the composition of

the ECM community structure.

Key words: ectomycorrhizal fungi, coevolution, sympatry, allopatry
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1.3INTRODUCCION

La simbiosis micorrizica es una de las interacciones mutualistas mas importantes en las
comunidades naturales (Pérez-Moreno et al., 2020), resultado de la asociacion entre
especies de hongos y las raices de plantas superiores, crucial en el funcionamiento de
los arboles (Pérez-Moreno y Read, 2004; Quintero-Corrales et al., 2020). Algunas de las
especies que participan en estas asociaciones son de tipo generalista y otras de una alta
especificidad entre arbol y hongo, lo que es resultado de procesos de coevolucion y
coadaptacion huésped-hospedero resultado de la seleccion natural en respuesta a
ambientales particulares (Angeles-Argéaiz y Garibay-Orijel, 2019; Hoeksema et al., 20009,
2012). La seleccion natural direccional impuesta en uno de los organismos involucrados
en la asociacion ocasiona cambios o ajustes en el otro organismo para optimizar los
beneficios de la asociacion mutualista en el ambiente en que han coexistido,
diferenciandose de asociaciones similares las cuales han evolucionado en otras

condiciones (Hoeksema, 2010).

La diferenciacion de los organismos involucrados en las asociaciones micorrizicas
generalmente se manifiesta en forma de adaptacion local, la cual ocurre cuando la aptitud
media de una poblacion es mayor en su habitat nativo comparado con su desempefio en
uno distinto (Gandon y Michalakis, 2002; Hereford, 2009; Rua et al., 2018). Por ello, es
posible que el hospedero y el huésped con el mismo origen (simpatria) tengan mayor
probabilidad de éxito durante el proceso de asociacion que aquellos con diferente
procedencia (alopatria) (Hoeksema et al., 2013; Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019). La
comparacion del desempefio de asociaciones simbioticas simpatricas vs. alopatricas

permite evaluar el proceso de coadaptacion de especies y detectar posibles efectos de
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adaptacion local en ellas, aunque no siempre es posible observarla (Hereford, 2009). Por
ejemplo, en Pinus radiata D.Don (Hoeksema et al., 2012) y P. sylvestris L. (Downie et al.,
2020) se observo una diferenciacion en las comunidades micorrizicas de poblaciones

naturales, pero no se detecto la presencia de adaptacion local en ellas.

El estudio de los procesos de coevolucion y coadaptacion local es relevante para
entender y anticipar posibles cambios en la dinamica y funcionamiento de la asociacion
por efecto de otros factores, como el cambio climatico que existe actualmente
(Hoeksema et al., 2012; Tedersoo et al., 2020). El calentamiento global y la fluctuacién
climatica inciden en el habitat de las especies lefiosas y en las comunidades fungicas
asociadas a ellas, lo cual puede alterar de diferentes maneras el funcionamiento y
estructura de las comunidades ECM (Ding et al., 2011) por los cambios en temperatura
y humedad del suelo, contenido de materia organica, concentracion de Ny P o

disponibilidad de agua (Bennett y Classen, 2020; Ding et al., 2011; Tedersoo et al., 2020).

Pinus greggii Engelm. ex Parl. es una especie endémica de México que ha mostrado una
fuerte diferenciacion genética entre sus poblaciones naturales (L6pez-Upton y Donahue,
1995) con un amplio potencial para adaptarse a condiciones limitantes de humedad
(Herndndez-Martinez et al., 2007; Lopez-Upton et al., 2004; Parraguirre-Lezama et al.,
2002) como resultado de la interaccion de diferentes fuerzas evolutivas (Parraguirre-
Lezama et al., 2002). Es posible que esta diferenciacion genética entre las poblaciones
haya ocasionado también, a través de procesos de coadaptacion, una diferenciacion en
las comunidades ectomicorrizicas asociadas a ellas (e.gr., Casique-Valdés et al., 2018
en P. greggii var. greggii). Sin embargo, la mayoria de los estudios con asociaciones

ectomicorrizicas en P. greggii (Casique-Valdés et al., 2018; Martinez-Reyes et al., 2012;
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Méndez-Neri et al., 2011; Salcido Ruiz et al., 2021) se han enfocado a evaluar los efectos
en la planta hospedera o fitobionte, sin considerar el origen de la semilla ni la relacién
con la comunidad ectomicorrizica y el posible efecto de coadaptacion entre ambas. De
las dos variedades conocidas de este pino, P. greggii Engelm. ex Parl. var. australis
Donahue & Lopez es la mas utilizada en México. Esta variedad crece en ambientes muy
contrastante de humedad, temperatura y condiciones edéficas por lo que se han
determinado amplias diferencias de crecimiento entre sus procedencias (Hernandez-
Martinez et al., 2007; Lépez-Upton et al., 2004), por lo que igualmente podrian esperarse

diferencias en sus asociaciones ectomicorrizicas.
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1.4MATERIALES Y METODOS
1.4.1 Poblaciones naturales muestreadas

Se seleccionaron dos poblaciones naturales de Pinus greggii var. australis localizadas
en condiciones ambientales contrastantes de humedad y altitud (Cuadro 1). La poblacion
de Zacualpan, en el estado de Veracruz se encuentra en un sitio de menor altitud y con
una mayor precipitacion media anual que la poblacion de Cieneguilla, en el estado de

Hidalgo.
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Cuadro 1. Localizacion y principales condiciones ambientales de las dos poblaciones de Pinus
greggii var. australis muestreadas.

Condiciones del suelo

Localida  Lat.  Long. Altitu TMA* PTA! Tipo Ph N P « Fe
d N (© dm (C) (mm) ) (pm  (ppm
y (PPm)

Zacualpan, 20°26' 98°20" 160 12.6 14019 Gleys 59 0.25 28 235 134

Ver. 0 ol

Cieneguilla, 20° 44" 99°02' 200 134 538.6 Luvis 6.8 0.26 7.02 172 42.6

Hgo. 0 ol

ITMA: Temperatura media anual; PTA: Precipitacion total anual promedio.

En cada localidad se establecieron cinco sitios de muestreo. El primer sitio se establecio
de manera aleatoria en un punto cercano al centro geografico de la poblacion, con base
en el mapa de distribucion geogréafica conocida de la especie. En ese sitio se identifico
el arbol adulto de P. greggii mas cercano. A partir de ese punto se ubicaron los otros
cuatro sitios de muestreo a una distancia de 20 m, en cada una de las direcciones

cardinales (N, S, E y O). En cada punto se eligio el arbol adulto mas cercano (Figura 1).
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Figura 1. Representacion gréafica del método de seleccidn de arboles adultos de Pinus greggii
var. australis en Zacualpan, Veracruz. y Cieneguilla, Hgo. Elaboracién propia.

1.4.2 Obtencion de muestras de suelo.

En el &rbol elegido de cada sitio de muestreo se tomaron cuatro muestras de suelo, una
en cada punto cardinal (N, S, E y O), a una distancia de 2 m del tronco, con un total de
20 muestras por localidad (Figura 2a). Las muestras de suelo se recolectaron en la zona
de la rizosfera, en los primeros 20 cm del suelo mineral, con ayuda de una barrena de
metal de 20 cm de largo x 5 cm de didmetro (Figura 2b) y una pala (Reverchon et al.,
2012). En los mismos puntos de muestreo se tomo con una pala 1.5 kg de suelo adicional
por arbol para ser utilizado como fuente de inéculo ectomicorrizico para el bioensayo.
Las muestras debidamente etiquetadas fueron almacenadas herméticamente en un
cuarto frio (2-4 °C) hasta su utilizacion para un analisis de morfotipos micorrizicos y como

inéculo en el bioensayo.
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Figura 2. a) Representacion grafica de latécnica de recoleccion de muestras de suelo en bosques
de Pinus greggii var. australis localizados en Zacualpan, Ver. y Cineguilla, Hgo. Elaboracién
propia. b) Fotografia de la barrena metalica utilizada para la obtencién de muestras.

1.4.3 Establecimiento del bioensayo

Se establecié un bioensayo de inoculacion cruzada en el vivero del Posgrado en Ciencias
Forestales del Colegio de Postgraduados, en Montecillo, Estado de México, en octubre
2020. Se utilizé un arreglo factorial 22 (ocho tratamientos) en un disefio experimental de
parcelas divididas en blogues completos al azar con 5 repeticiones y unidades
experimentales (parcelas) de 12 plantas (Figura 3). Los factores de estudio fueron a)
“Presencia de inéculo micorrizico”, con dos niveles (con y sin indculo); b) “Fuente de
in6culo”, con dos niveles (Zacualpan y Cieneguilla); y ¢) “Origen de semilla”, con dos
niveles (Zacualpan, y Cieneguilla). El sustrato utilizado en el bioensayo fue una mezcla
de arenay corteza compostada en proporcién 1:1 en volumen; dicho sustrato se esterilizd
con vapor. A este sustrato se le agregd como fuente de indculo 250 mL de suelo
recolectado de cada localidad, de acuerdo con el tratamiento correspondiente, por cada

L de sustrato.
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Figura 3.Distribucion de las parcelas y repeticiones de los tratamientos de Zacualpan y
Cieneguilla.

A lo largo del estudio, el término “origen del inéculo nativo” se refirié a la combinacion del
sustrato con la fuente de indculo, mientras que “comunidad ECM” y “semilla” utilizé para
diferenciar al huésped del hospedero, respectivamente. En el ambiente “con indculo
nativo” se utilizé la combinacion del sustrato esterilizado con el suelo natural recolectado
después de pasarlo por un tamiz de 1cm?, mientras que en el ambiente “sin indculo”
(utilizado como control o referencia para separar el efecto microbiolégico del efecto del
suelo mineral) se agregd la misma cantidad de sustrato después de ser doblemente
esterilizarlo con vapor (125 °C) durante 6 horas con un periodo de reposo de 48 horas
entre ambos. Para evitar la posible contaminacién del sustrato con las fuentes de in6culo
durante el bioensayo, los cuatro “ambientes” generados por la combinacion de los

factores “origen del indculo nativo” y “origen de la semilla” se aislaron por distancia y con
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una barrera fisica. Dentro de cada “ambiente” se ubicaron los dos niveles de “origen de
semilla” con las cinco repeticiones asignadas al azar en cada uno de los cinco bloques

(Figura 4).

Figura 4.Establecimiento y distribucion de los cuatro ambientes en el invernadero localizado en
el vivero del Postgrado Forestal. a) Ambientes con inéculo de Zacualpan y b) Cieneguilla. Los
ambientes de la izquierda, en ambas fotografias, contienen a las plantas.

En el bioensayo se utilizaron contenedores individuales de plastico de 310 cm?3 de
capacidad, colocados en rejillas sobre una mesa en el invernadero. Después de colocar
el sustrato con su nivel de indculo, se sembraron de tres a cuatro semillas por envase de
la fuente de semilla correspondiente. La semilla utilizada fue obtenida de lotes masales
recolectados en afios previos en cada localidad, existentes en el banco de germoplasma

del Postgrado en Ciencias Forestales.
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1.4.4 Evaluacion de la comunidad micorrizica en poblaciones naturales y

bioensayo

Las muestras de suelo recolectadas de las poblaciones naturales se remojaron durante
24 h para disminuir los agregados, facilitar el tamizado (con una malla de 0.85 mm) y
efectuar una recuperacion eficiente de las raices cortas. Las raices se colocaron en cajas
Petri con agua destilada y se observaron bajo microscopio estereoscopico para identificar
la presencia de puntas micorrizadas en el sistema radical. Las puntas micorrizadas
fueron recolectadas y almacenadas en tubos Eppendorf con una solucién alcohol- agua

en proporcién 1:1 para su conservacion.

En el bioensayo se realizaron muestreos de raices a los 4, 6, 8 y 12 meses a partir de la
siembra. En cada ocasion se tomaron al azar tres plantas por unidad experimental (15
por tratamiento). En cada planta se extrajo el sistema radical del contenedor, se enjuagé
para separar las particulas del sustrato adheridas y se colocé extendido en un acetato.
Las muestras se cubrieron con una toalla de papel himeda y se almacenaron en una
hielera en el cuarto frio. Posteriormente se fotografiaron con una camara digital Iphone
SE a una resolucién 326ppi y se incluyd una escala de referencia (Figura 5). Una vez
obtenida la foto, las muestras se volvieron a almacenar en el cuarto frio, en un recipiente
hermético de plastico, con una toalla de papel himeda en el interior, con la finalidad de

conservar las raices hasta su procesamiento.
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Figura 5.Procesamiento del sistema radical para la observacion, recoleccion y caracterizacion
de puntas micorrizadas.

Las raices fueron analizadas con un microscopio estereoscépico Leika MZ6 para
identificar y separar las raices colonizadas (rc) por hongos ectomicorrizicos de las no
colonizadas (Figura 6a). Las puntas micorrizadas se cuantificaron, se separaron de la
raiz y se almacenaron en tubos Eppendorf para su caracterizacion. Por otro lado, las
imagenes obtenidas fueron procesadas con el software Image-J para cuantificar el
namero total de raices cortas (trc). Con estos datos se calculd el porcentaje de raices

colonizadas utilizando la formula rc (%)= (rc/trc) x 100 (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019).

Las puntas de raices micorrizadas (obtenidas de las muestras en las poblaciones
naturales y en el bioensayo) se observaron en un microscopio estereoscopio (20X). Los

morfotipos se clasificaron con base en caracteristicas diagndsticas evaluadas de manera
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macroscopica y microscopica. En las primeras se incluy6 color; ramificacion; estructura
externa adicional; presencia/ausencia, color y textura de micelio externo y particulas
minerales. Los caracteres microscopicos incluyeron el tipo de hifa (evaluada a través de
la extraccion y montaje de micelio), la penetracion de la Red de Hartig en las células del
cortex (en cortes transversales) y la morfologia del manto (en cortes longitudinales).
Dicha caracterizacion morfoanatomica de morfotipos se basé en los criterios propuestos

en la base de datos “Determination of Ectomicorrhizae” (DEEMY) (www.deemy.de).

(Figura 6b).

Figura 6.a) Proceso de limpieza de las raices cortas y b) caracterizacion de las puntas
micorrizadas de las plantas del bioensayo a partir de las guias de Agerer (1994).
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1.4.5 Estimacion de la diversidad y diferenciacion de la comunidad

ectomicorrizica

Con base en el nimero de morfotipos encontrados por sitio de muestreo en cada
localidad se elabor6 una curva de rarefaccion para conocer si el esfuerzo de muestreo
fue suficiente para obtener una estimacion de la riqueza, estable y comparable entre
localidades. Los indices de diversidad y abundancia se estimaron a partir del conteo de
los morfotipos en las muestras obtenidas de las poblaciones naturales y en cada una de
las edades de muestreo en las plantas del bioensayo. Se determind la diversidad a con
base en el indice de diversidad de Shannon y el grado de diferenciacion utilizando el
indice de similitud de Bray-Curtis con el software PAST. Se interpreté el grado
diferenciacion entre las comunidades a partir de los valores de similitud; valores cercanos
a cero indican mayor diferenciacion, mientras aquellos cercanos a uno revelan menor

diferenciacion.
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1.5ANALISIS ESTADISTICOS

El porcentaje de plantas micorrizadas (pm) y de raices colonizadas (rc) por planta en las
diferentes edades de muestreo en el bioensayo se analizaron estadisticamente para
evaluar el efecto de los factores en estudio y su interaccion en la dindmica de
micorrizacion de las plantas. En el analisis no se incluyeron las plantas del tratamiento
“sin in6culo” debido a que en dicho tratamiento no se encontré una micorrizacion
significativa (menos de 0.2 % de plantas micorrizadas y 0.03 % de raices colonizadas) y
solo se utilizé como “control” o medio de verificacién para corroborar el funcionamiento
de la inoculacion. En el analisis de varianza se utiliz6 un modelo de medidas repetidas
con el procedimiento MIXED en SAS para la variable transformada con la funcién ARSIN.
En los casos en que se encontré un efecto significativo de un factor, se realizé una prueba
de comparacion de medias de Tukey con un valor de p=0.05. Para determinar diferencias

significativas en el indice de diversidad a se utilizo la prueba de t de Hutcheson.
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1.6 RESULTADOS

1.6.1 Diversidad y diferenciacion de la comunidad ECM en localidades

naturales.

Las curvas de rarefaccion (Figura 7) se comportaron de manera asintotica en las dos
localidades, con una trayectoria mas elevada en Zacualpan, pero con un fuerte traslape
en sus intervalos de confianza. En total se identificaron 32 morfotipos de hongos
ectomicorrizicos en ambas poblaciones naturales de P. greggii (Figura 8a, 8b y Anexo

A). En Zacualpan se encontraron 23 morfotipos diferentes, mientras que en Cieneguilla

fueron 17.
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Figura 7.Curvas de rarefaccion de los morfotipos recolectados en las poblaciones naturales de
Pinus greggii var. australis de Zacualpan, Ver. y Cieneguilla Hgo., con intervalos de confianza
del 95%.
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Figura 8a. Morfotipos encontrados en las dos poblaciones naturales de Pinus greggii var. australis en

Zacualpan Ver. y Cieneguilla, Hgo.
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Figura 8b. Continuacion de los morfotipos encontrados en las dos poblaciones naturales de Pinus
greggii var. australis en Zacualpan Ver. Y Cieneguilla, Hgo.

La comunidad ECM present6 mayor diversidad en la poblacion de Zacualpan que en
Cieneguilla, con valores del indice de Shannon de 2.82 +0.01 y 1.71 +0.01,
respectivamente. Ambas localidades compartieron ocho morfotipos (25%), por lo que
Zacualpan posee 15 morfotipos (46.9%) exclusivos y Cieneguilla 9 (28.1%). De acuerdo
con lo anterior, el indice de similitud entre las poblaciones, estimado por el indice de
Bray-Curtis fue de 0.16, lo cual indica un amplio grado de diferenciacion entre las

comunidades ECM de las dos poblaciones.

Los morfotipos encontrados mostraron diferencias en la presencia de estructuras como
micelio externo, rizomorfos y cordones miceliares (Anexo A), asi como en el tipo de
manto (Anexo B) y el tipo de hifas (Anexo C). El morfotipo con mayor abundancia relativa
fue Tomentella sp. (M1), presente en mas de 30% de las puntas de raiz micorizadas,
especialmente en la localidad de Cieneguilla (Figura 9) y los de menor abundancia fueron
Wilcoxina sp. (M31) y Cenococcum geophilum Fr. (M32), presentes en el 0.2% de las

raices muestreadas, de manera exclusiva en la localidad de Cieneguilla (Figura 9).
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Figura 9. Abundancia de los morfotipos ectomicorrizicos (M) identificados en poblaciones
naturales de Pinus greggii var. australis de Zacualpan, Ver. y Cieneguilla, Hgo.

1.6.2 Dinamica de micorrizaciéon y colonizacion de raices en vivero

El porcentaje de plantas micorrizadas (pm) fue afectado (p<0.05) por el origen de la
semilla y de la comunidad ECM, pero no existio interaccion significativa entre los dos
factores. La edad de la planta también afecto el porcentaje de micorrizacion (Cuadro 2).
Durante los primeros ocho meses, las plantas en con el in6éculo nativo de Cieneguilla,
mostraron un mayor porcentaje de micorrizacién que las plantas con inéculo nativo de
Zacualpan, aunque a los 12 meses de edad las plantas inoculadas con los dos bancos
de in6culo de diferentes procedencias alcanzaron 100 % de plantas micorrizadas (Figura
10a). Asi mismo, las plantas de Cieneguilla presentaron mayor porcentaje de
micorrizacion que las de Zacualpan hasta los ocho meses de edad, pero a los 12 meses

se igualaron con 100% de plantas micorrizadas (Figura 10b).
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Cuadro 2. Resultados del Analisis de Varianza (ANOVA) del efecto de la comunidad ECM, la
procedencia de la semilla 'y la edad de la planta en el porcentaje de plantas micorrizadas (pm) y
raices colonizadas (rc) de Pinus greggii var. australis en el bioensayo

Pr>F
Factor GL Num GL Den
pm rc
Comunidad ECM (ECM) 1 16 0.0002 0.2171
Poblacion semilla (Semilla) 1 16 0.0189 0.1044
ECM x Semilla 1 16 0.8347 0.8284
Edad planta 3 48 <0.0001 <0.0001
Edad x ECM 3 48 0.0020 <0.0001
Edad x Semilla 3 48 0.2973 0.4051
Edad x ECM x Semilla 3 48 0.1957 0.3350
a
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Figura 10.Dinamica del porcentaje de plantas ectomicorrizadas (ECM) de Pinus greggii var.

australis a diferentes edades por el efecto de (a) origen de la comunidad ECM y b) la procedencia
de la semilla.

Por otro lado, se encontré un efecto significativo (p<0.05) de la edad de la planta y de la

interaccion entre la comunidad ECM y la edad en el porcentaje de raices colonizadas
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(Cuadro 2), lo cual implica que la comunidad ECM afectd la dinAmica de colonizacion de
las raices durante el periodo de estudio. Sin embargo, no se encontr6 un efecto
significativo de la interacciéon comunidad ECM x procedencia de semilla. La comunidad
ECM de Cieneguilla presenté una mayor velocidad de colonizacion de raices que la de
Zacualpan en los primeros ocho meses; sin embargo, a los 12 meses la ECM de
Zacualpan superé a la de Cieneguilla, con valores de 61.8% y 41.8% de raices

colonizadas, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11.Porcentaje de raices colonizadas en plantas de Pinus greggii var. australis de
diferentes edades crecidas en indculos ECM con comunidades alopatricas o simpatricas
recolectados en dos poblaciones naturales

1.6.3 Diversidad y diferenciacion de morfotipos en plantas de vivero.

En las plantas del bioensayo se identificaron en total ocho morfotipos distintos, cuatro de
los cuales (M1, M22, M24 y M32) estaban presentes en las comunidades ECM de las
poblaciones naturales de P. greggii var. australis, mientas los cuatro restantes fueron
categorizados como nuevos con los codigos M33-M36 (Figura 12, Anexo A); el morfotipo

M33 se identificO como Rhizopogon sp.
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Figura 12.Morfotipos encontrados en las plantas del bioensayo de P. greggii var. australis en
diferentes edades de las plantas y localizadas tanto en asociaciones simpatricas como
alopatricas

La presencia y abundancia de los morfotipos vario con la edad de la planta. A los cuatro
y seis meses predominaron los morfotipos M32 (Cenoccocum geophilum) y M22 en todas
las combinaciones comunidad ECM-origen de la semilla, pero a partir de los ocho meses
fue mas abundante el morfotipo M33 (Rhizopogon sp.) (Figura 13). El morfotipo M1 fue
mas abundante en las plantas procedentes de Cieneguilla, mientras que M22 fue mas
comun en las de Zacualpan, especialmente cuando se utilizé el in6culo nativo de
Cieneguilla. Los morfotipos restantes (M24, M32, M34, M35 y M36) tuvieron una
frecuencia baja en todas las combinaciones in6culo nativo — origen de la semilla a partir

de los 6 meses.
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Figura 13.Dinamica de aparicién de los morfotipos ECM en plantas del bioensayo de Pinus
greggii var. australis en asociaciones origen del in6culo nativo y de la semilla, simpatricas (ZZ y
CC) y alopatricas (ZC y CZ), Z: Zacualpan; C: Cieneguilla.

Debido a los cambios en la abundancia de morfotipos en las raices colonizadas, la
diversidad a se redujo con la edad en todas las combinaciones comunidad ECM-origen
de la semilla, de 0.83 a los ocho meses a 0.50 a los 12 meses (Cuadro 3). El efecto del
origen de la comunidad ECM y de la semilla fue mas notorio a los 12 meses, con mayor
indice de diversidad asociado a la comunidad ECM de Cieneguilla (0.75 +0.01) que de

Zacualpan (0.23 £0.01), al igual que en el caso del origen de la semilla (0.56 +0.01 vs
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0.46 +0.01). También se encontré un efecto significativo de la interaccion origen de la
comunidad ECM y de la semilla sustrato-semilla en la diversidad de morfotipos en las
raices colonizadas, con una mayor diversidad en la asociacion simpétrica que en la
alopatrica a los ocho meses (0.92 £0.01 vs 0.72 £0.02), pero a la inversa a los 12 meses

(0.44 £0.01 vs 0.59 £0.01) (Cuadro 3).

Cuadro 3.indice de diversidad de Shannon de los morfotipos encontrados en las raices
colonizadas a los ocho y 12 meses de edad en plantas de Pinus greggii var. australis (bioensayo
en vivero) en relacién con el origen del indculo nativo del sustrato

Edad Comunidad ECM Origen semilla Tipo de asociacién
(meses) Z C V4 C Simpatrica Alopétrica
8 0.82+0.01a 0.80+0.01a 0.88+0.02a 0.88+0.01a 0.92+0.01a 0.72+0.02b
12 0.23+0.01b 0.75%#0.0la 0.46x0.01b 0.56%0.0l1a 0.44+0.01b 0.59+0.01a

La diferenciacion de las comunidades ECM en las raices colonizadas también se redujo
con la edad de la planta (Cuadro 4). En relacién con el origen de la comunidad ECM, el
indice de similitud aumento6 de 0.69 a los ocho meses a 0.83 alos 12 meses y en relacién
con el origen de la semilla, de 0.50 a 0.91. Algo similar ocurri6 al comparar las
asociaciones simpéatricas y alopatricas, en donde el indice de similitud aumentd de 0.49

a 0.94 entre los ocho y 12 meses de edad de las plantas.
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Cuadro 4.indices de similitud de Bray-Curtis de la comunidad ECM estimados entre los origenes
de ECM, origen de semilla y tipo de asociacion (simpatrica y alopétrica) a los ocho y 12 meses
de edad en las plantas de Pinus greggii var. australis del bioensayo

Edad indice de similitud
(meses)
Origen ECM Origen semilla Tipo de asociacion
Zvs.C Zvs.C Sim vs. Alo
8 0.69 0.50 0.49
12 0.83 0.91 0.94
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1.7 DISCUSION

1.7.1 Diversidad y diferenciacion de la comunidad ECM en poblaciones

naturales.

El comportamiento asintético de las curvas de rarefaccion y el traslape de sus intervalos
de confianza indican que el esfuerzo de muestreo fue suficiente (Ding et al., 2011; Huang
et al., 2012) en las dos poblaciones y que no existen diferencias significativas entre las
localidades (Reverchon et al., 2012) en el nimero estimado de morfotipos. El nimero de
morfotipos y los indices de diversidad encontrados en estas poblaciones naturales de
Pinus greggii son diferentes a los registrados en poblaciones naturales de otras especies
de Pinus, como P. patula Schiede ex Schltdl. & Cham. (Baeza-Guzméan et al., 2021), P.
montezumae Lamb. (Reverchon et al., 2012) y P. mugo Antonio Turra (Huang et al.,
2012) lo cual reafirma la importancia del factor “ambiente” en la expresion génica y aptitud

de los morfotipos (Craig et al., 2016; Hoeksema et al., 2012; Rula et al., 2018).

Sin embargo, se observaron diferencias significativas en el indice de diversidad de la
comunidad ECM en las dos poblaciones naturales, con una mayor diversidad en la
poblacion de Zacualpan; ademas, se encontrd un elevado grado de diferenciacion entre
ellas, con 75% de morfotipos exclusivos a una u otra poblacién, resultado posiblemente
de la divergencia ambiental y aislamiento geogréafico de estas poblaciones de Pinus
greggii var. australis, como se ha demostrado en P. radiata y otras especies de coniferas

(Hoeksema et al., 2012).

Las diferencias climaticas como precipitacion y temperatura (Craig et al., 2016; Ishida et

al., 2007; Rosinger et al., 2018), tipo y estado nutrimental de suelo (Ishida, et al., 2007),
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pH (Goldmann et al., 2015), humedad (Rosinger et al., 2018), relacion C/N (Goldmann et
al., 2015), calidad y profundidad de hojarasca (Ishida et al., 2007, Craig et al., 2016) y
los niveles de luz ambiental (Craig et al., 2016) pueden influir en la diversidad y
diferenciacion de la estructura de comunidades ECM de las poblaciones de P. greggii,
de manera similar a lo ocurrido en otras especies (Hoeksema et al., 2012, Rosinger et
al., 2018). Al parecer, las condiciones ambientales mas favorables en la localidad de
Zacualpan conllevan a una mayor diversidad de morfotipos (Castafio et al., 2018), lo cual
confiere ventaja en bosques maduros, donde existen condiciones competitivas (Ishida et
al., 2007). Por otro lado, la menor diversidad de morfotipos en un sitio como Cieneguilla,
con condiciones ambientales mas restrictivas, especialmente en términos de humedad,
temperatura y calidad del suelo, pudiera estar reflejando condiciones de estrés y una
mayor presion de seleccion en la comunidad ECM, que conduce a la predominancia de

un menor numero de morfotipos.

Los diferentes factores y presiones de seleccion en las dos localidades también ayudan
a explicar la diferenciacion encontrada en las dos comunidades ECM naturales, mayor a
la encontrada por Reverchon et al. (2012) en poblaciones naturales de P. montezumae.
En este caso, la diferenciacion de las comunidades ECM pudiera estar asociada a una
respuesta adaptativa de los morfotipos a las condiciones del sitio y/o caracteristicas del

hospedero (Ding et al., 2011; Casique-Valdez et al., 2018).

1.7.2 Colonizacion de raices por la comunidad ECM en plantas de vivero.

La mayor velocidad de colonizacion de raices y micorrizacion de plantas por efecto de la

comunidad ECM y procedencia de la semilla de Cieneguilla en los primeros ocho meses
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del bioensayo refleja diferencias adaptativas a nivel de la comunidad ECM y del
hospedero, asociadas con las condiciones ambientales de las localidades. Es comun que
en sitios con ambientes limitantes las especies desarrollen como mecanismos de
supervivencia estrategias de tipo ruderal para colonizar el area (Ding et al., 2011; Lofgren
et al., 2018). La mayor velocidad de colonizacién de la comunidad ECM de Cieneguilla
se asocia con la capacidad de invasién que poseen algunos morfotipos para colonizar
plantulas a partir de hifas (Ding et al., 2011; Peay et al., 2010). Cabe resaltar que el
presente estudio es el primero en aportar informacion sobre la relacion entre la dinamica
de colonizacion y diferencias adaptativas, debido a que cominmente en los estudios de
las ectomicorrizas en vivero se ha estimado Unicamente el porcentaje de colonizacion en
una sola evaluacion ( Martinez-Reyes et al., 2012; Barroetavefia et al., 2016; Rodriguez-

Gutiérrez et al., 2019).

Sin embargo, la velocidad de colonizacion y micorrizacion de la comunidad ECM de
Zacualpan aument6 rapidamente después de los ocho meses. Este comportamiento se
asocia con el aumento en biomasa del hospedero, lo cual le permite tener una mayor
inversion de carbono para establecer simbiosis con especies fungicas de exploracion
larga, que son caracteristicas de sitios hUmedos como Zacualpan (Castafio et al., 2018),
las cuales pueden estar presentes dentro del banco de inéculo ECM en forma de
estructuras de resistencia como esporas, micelio o esclerocios y no necesariamente

como morfotipos.
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1.7.3 Diversidad y diferenciaciéon de la comunidad ECM en plantas de

vivero.

Generalmente, el ambiente suele ser un factor que influye en la interaccion huésped
(Ghu) x hospedero (GHo), situacion que se manifesto en la diversidad y diferenciacion de
las comunidades ECM en las poblaciones naturales muestreadas. Sin embargo, las
plantas en el bioensayo fueron sometidas a un mismo ambiente favorable de temperatura
y disponibilidad de humedad. Es posible, por lo tanto, que estas condiciones ambientales
similares moldearan la interaccion fitobionte-micobionte (Ishida, et al., 2007) en el
bioensayo, modificando el efecto del origen del huésped y hospedero en la diversidad y
diferenciacion de la comunidad ECM detectada en las plantas de Pinus greggii en el

vivero.

Durante los primeros meses del bioensayo se observaron principalmente morfotipos
registrados en poblaciones naturales, lo cual se ha observado en otros estudios (Huang
et al., 2012; Reverchon et al., 2012, Baeza-Guzman et al., 2020), e indica un efecto de
la presencia y frecuencia de especies ectomicorrizicas en forma de hifas en el inéculo
nativo que facilmente se propagan y colonizan nuevas raices. La alta frecuencia de M32-
C. geophilum y M22 en todas las combinaciones indculo nativo-semilla refleja la
naturaleza de estos morfotipos como especies de estadio temprano por su capacidad de
colonizar rdpidamente al hospedero (Bahram et al., 2013; Almaraz Llamas et al., 2020).
La presencia de nuevos morfotipos de estadio tardio a partir de los ocho meses, como
M33- Rhizopogon sp., marca una etapa de surgimiento de especies provenientes de la
comunidad de propagulos resistentes (CPR). (Kjgller y Bruns, 2003). Estos morfotipos

no fueron detectados en las muestras de raices micorrizadas recolectadas en las
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poblaciones naturales, debido a que se encontraban formando parte del banco de indculo
como estructuras de resistencia como ha sido reportado en estudios previos (Rusca et

al., 2006; Bahram et al., 2013).

La mayor abundancia de Tomentella sp. en plantas de Cieneguilla se relaciona con la
afinidad de la especie a hospederos que se distribuyen en sitios limitantes como el de
esa localidad (Casique-Valdez et al., 2018, mientras que la mayor abundancia de M22
en plantas de Zacualpan pudiera ser una estrategia del hospedero para establecer
simbiosis micorrizica sin invertir grandes cantidades de C. A pesar de que se desconoce
la identidad de M22, su color oscuro, asociado a una elevada concentracion de melanina
(Almaraz-Llamas et al., 2019), se relaciona con una menor necesidad de C (Castafio et
al., 2018; Casique-Valdéz et al., 2018). La dinamica de reemplazo de los morfotipos M1
y M22, presentes en los primeros meses de crecimiento, por los morfotipos M24, M32,
M34, M35 y M36 a partir de los 6 meses, son consecuencia de la etapa de sucesion de
las especies fungicas (Ishida et al., 2007; Castafio et al., 2018), posiblemente por el
desarrollo de la planta (Dejene et al., 2017). Dicho proceso se ha atribuido a un cambio
en la disponibilidad de N y P (Baeza-Guzman et al., 2021) o a la modificacién en la

relacion C/N (Castafio et al., 2018).

Los indices de diversidad en plantas de vivero de Pinus greggii var. australis son
similares a los registrados en estudios previos en otras especies de pino, como en P.
patula (Baeza-Guzman et al., 2021) y P. mugo (Huang et al., 2012. La mayor diversidad
asociada al origen Cieneguilla, al comparar el origen del huésped (ECM) y del hospedero

a los 12 meses, pudiera deberse a una mayor plasticidad que poseen algunas especies
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fungicas y vegetales por establecerse naturalmente en sitios restrictivos (Almaraz-

Llamas et al., 2019; Reyes-Matamoros y Martinez-Moreno, 2001).

A los ocho meses la asociacion simpatrica huésped/hospedero presenté mayor
diversidad de ECM que la alopatrica, con una diferenciacion moderada (indice de
similitud de 0.49). Estos datos proporcionan indicios de una predisposicion genética a
asociarse con los huéspedes de su ambiente natural local (Huang et al., 2012), que
refleja la presencia de procesos coevolutivos que pueden conducir a mecanismos de
adaptacion local (Rodriguez-Gutiérrez et al., 2019; Rda et al., 2018). Sin embargo, la
reduccion de la diversidad y diferenciacion a los 12 meses permite observar un efecto
del ambiente del bioensayo en la interaccidn huésped/hospedero (Grue X GHo X A) en

relacion con el origen de ambos y su relacion simpatrica o alopétrica.

Las condiciones del bioensayo permitieron observar dos etapas en la dinAmica de la
asociacion micorrizica con cambios en la diversidad y diferenciacion de las comunidades
ECM. En la primera etapa se manifest6 un cierto grado de coadaptaciéon
huésped/hospedero, con una mayor diversidad promedio (indicios de mayor afinidad) en
las asociaciones simpéatricas que alopatricas. En la segunda etapa, después de los ocho
meses, se observé un proceso de aclimatacién y homogeneizacion al ambiente de
crecimiento en el bioensayo, que redujo la diversidad global y la diferenciacién de las
comunidades ECM en las asociaciones simpatricas y alopatricas. Por lo tanto, al paso
del tiempo las comunidades ECM podrian tener la capacidad de expresarse como
morfotipos como consecuencia de modificaciones ambientales. Sin embargo, las

condiciones adversas que propicia el cambio climético podrian reducir la diversidad ECM
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y posiblemente especies fungicas de importancia ecoldgica para los bosques podrian

reducir su frecuencia e incluso desaparecer
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1.8CONCLUSIONES

Los resultados del estudio mostraron evidencias de coadaptacion huésped/hospedero
de la comunidad ECM existente en poblaciones naturales de Pinus greggii var. australis.
La composicion de la comunidad ectomicorrizas difirié en poblaciones naturales de este
pino con condiciones ambientales contrastantes, con un alto grado de diferenciacion
entre ellas y una mayor diversidad de ECM en la localidad con condiciones ambientales
mas favorables de humedad, temperatura y fertilidad del suelo, lo que refleja el efecto de
diferentes presiones de seleccion en ellas. La dinamica de colonizacion de raices y
micorrizacion de las plantas en vivero fue afectada por el origen del huésped (ECM) y
del hospedero (planta), con una mayor tasa de micorrizaciébn asociada al origen con

ambiente mas restrictivo.

En los primeros seis meses se encontré una alta frecuencia de morfotipos de estadio
temprano como Tomentella sp. y posteriormente, al aumentar la biomasa del hospedero,
la aparicion de morfotipos de estadio tardio como Rhizopogon sp. Durante los primeros
ocho meses de crecimiento de las plantas se presentaron evidencias de la coadaptacion
huésped/hospedero, con una mayor afinidad local entre ellos que se manifesté en una
mayor diversidad de ECM en la asociacién simpatrica que en la alopéatrica y un moderado
grado de diferenciacion de la comunidad ECM en ellas. Sin embargo, con el paso del
tiempo, las condiciones homogéneas de crecimiento en el bioensayo ocasionaron una
reduccion en la diversidad y diferenciacion de las comunidades ECM en las plantas, lo
cual, a nivel ecosistema implica posibilidades de ajuste al cambio climatico, pero la
posible ausencia de especies fungicas de importancia ecolédgica para los ecosistemas

forestales.
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CONCLUSION GENERAL

La exposicion de los ecosistemas forestales a factores climaticos y antropogénicos, ha
provocado la disminucién y aislamiento de las poblaciones de especies forestales con
importancia ecologica, social y econdmica como P. greggii var. asutralis. En el presente
estudio se observo que las diferentes condiciones ambientales en las cuales se
distribuyen las poblaciones naturales de P. greggii var. australis seleccionadas,
demostraron haber propiciado una alta diferenciacion en la composicién de las
comunidades ectomicorrizicas y se presenciaron evidencias de coadaptacion

hospedero/huésped.

En el estudio de las poblaciones naturales, la localidad bajo condiciones ambientales
mas favorables de humedad, temperatura y fertilidad, report6 mayor diversidad de
hongos ECM, sin embargo, el huésped y hospedero proveniente de la localidad con
condiciones restrictivas, mostré incidencia sobre el porcentaje de colonizacion de raices

y plantas de vivero.

Por otro lado, las plantas de vivero mostraron una alta frecuencia de morfotipos
Tomentella sp. a los seis meses, mientras que a los ocho, la dinamica de aparicion de

los morfotipos cambio, siendo el morfotipo Rhizopogon sp. el que tuvo mayor presencia.

Cabe destacar la presencia de coadaptacién a los ocho meses de crecimiento de las
plantas, dicha afinidad local se reflej6 en una mayor diversidad en la comunidad ECM en
la asociacion simpatrica y que en la alopétrica, asi como un moderado grado de

diferenciacion de la comunidad ECM en ellas.
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Sin embargo, se reportd una reduccion en la diversidad y diferenciacion de las
comunidades ECM en las plantas de vivero a través del tiempo, lo cual se relaciona con
las condiciones homogéneas del ambiente de crecimiento. A mayor escala, los cambios
climaticos como el calentamiento global y la migracién de especies a sitios bajo
condiciones distintas a las de su origen, podrian desencadenar una reduccion en la
diversidad y diferenciacion de las comunidades ectomicorrizicas, lo cual provocaria un
cambio en la dinamica de establecimiento de especies forestales y fungicas, asi como

en sus beneficios mutuos resultantes de la simbiosis mutualista a la que estan sujetos.
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ANEXOS

Anexo A. Caracterizacion morfo-anatomica de los morfotipos identificados en poblaciones naturales de Pinus

greggii y plantas del bioensayo en vivero.

Morfo Color Ramificacion Formade Estructura Micelio Externo Particulas  Tipo de Manto Red de
tipo la Punta externa Presencia/ Color  Textura Minerales hifas Hartig
adicional Ausencia (capas)
M1 Negro Dicotomica Recta Nd P Blanco Lanosa No Con Pseudoparenquim 2
cilindrica fibula atoso (tipo M)
M2 Negro Dicotomica Recta Nd P Amarillo  Lanosa P Con Pseudoparenquim 3
inflada fibula atoso (tipo H)
M3 Parduzco Monopodial Sinuosa Nd A - - No Con Plectenquimatoso 2
pinnada cilindrica fibula
M4 Parduzco Dicotomica Recta Nd P Café Ganulos P Con Pseudoparenquim 1
inflada oscuro a fibula atoso (tipo H)
M5 Café Dicotomica Recta Nd P Blanco Lisa No Septada Pseudoparenquim 2a3
inflada atoso (tipo L)
M6 Grisaceo Dicotémica Recta Nd P Blanco Lisa P Con Pseudoparenquim 2
inflada fibula atoso (tipo H)
M7 Café Pinnada Recta Cordén P Blanco Lisa No Septada Pseudoparenquim 2
oscuro inflada miceliar atoso (tipo H)
M8 Negro Dicotomica Doblada Nd P Blanco Lisa P Septada Plectenquimatoso 3
inflada (tipo A)
M9 Negro Pinnada Sinuoasa Nd P Blanco Lisa P Con Pseudoparenquim 1
inflada fibula atoso (Tipo E)
M10 Negro Dicotomica Doblada Nd P Blanco Lisa No Septada Pseudoparenquim 2
inflada atoso (tipo M)
M11 Café Pinnada Doblada Nd P Blanco Lisa No Fibula  Pseudoparenquim 2
oscuro inflada atoso (tipo H)
M12 Grisaceo Dicotémica Sinuosa Nd P Blanco  Granulo P Fibula Psedoplectenqui 2
inflada o) matoso (tipo M)
M13 Café Pinnada Sinuosa Nd P Blanco Liso No Septada Pseudoparenquim 2a3
irregular recta atoso (tipo Q)

52



Morfo Color Ramificacion Formade Estructura Micelio Externo Particulas  Tipo de Manto Red de
tipo la Punta externa Presencia/ Color  Textura Minerales hifas Hartig
adicional Ausencia (capas)
M14 Café Dicotémica Sinuosa Nd P Blanco  Algodon No Fibula  Pseduoparenquim 2a3
inflada osa atoso (tipo H)
M15 Café Dicotémica Recta Nd A - - No Septada Pseduparenquima 2a3
0scuro cilindrica toso (tipo M)
M16 Café Pinnada Recta Nd A - - No Septada Pseudoparenquim 2a3
0Scuro inflada atoso (tipo D)
M17 Parduzco Dicotémica Doblada Nd P Blanco Lisa No Septada Pseudoparenquim 2
inflada atoso (tipo M)
M18  Anaranjad Dicotomica Doblada Nd P Blanco Lisa No Septada Plectenquimatoso 3
0 inflada (tipo R)
M19 Café Dicotomica Doblada Nd P Blanco Lisa No Septada Pseudoparenquim 2a3
oscuro inflada atoso (tipo M)
M20 Negro Dicotomica Sinuosa Nd P Blanco Lisa No Septada  Psedoplectenqui 2a3
cilindrica matoso (tipo H)
M21 Café Pinnada Sinuosa Nd P Blanco Lisa No Septada  Psedoplectenqui 2
oscuro irregular cilindrica matoso (tipo H)
M22 Negro Dicotomica Doblada Nd P Blanco  Algodon No Septada Plectenquimatoso 2
cilindrica osa (tipo B)
M23 Violeta Dicotomica Recta Nd P Blanco Lisa No Septada  Psedoplectenqui laZ2
cilindrica matoso (tipo H)
M24 Verduzco Dicotomica Doblada Nd P Blanco  Granulo No Septada Pseudoparenquim 2a3
sa atoso (tipo E)
M25 Café Monopodial Recta Nd P Blanco Lisa No Fibula  Pseudoparenquim 2a3
oscuro cilindrica atoso (tipo H)
M26  Anaranjad Dicotomica Doblada Nd P Blanco Fibrosa P Septada Pseudoparenquim 2
0 cilindrica atoso (tipo H)
M27 Café Monopodial Recta Nd P Blanco Lisa Si Septada Pseudoparenquim 2
oscuro cilindrica atoso (tipo H)
M28 Café Pinnada Doblada Nd A - - No Septada Pseudoparenquim 2
oscuro monopodial cilindrica atoso
M29 Café Pinnada Doblada Nd P Blanco Lanosa No Septada Pseudoparenquim 2
oscuro monopodial inflada atoso
M30 Café Pinnada Tortuosa Nd P Blanco Lisa No Septada Pseudoparenquim 2
irregular cilindrica atoso
M31 Café Pinnada Recta Nd A - - No Septada Pseudoparenquim 2
oscuro cilindrica atoso (tipo M)

53



Morfo Color Ramificacion Formade Estructura Micelio Externo Particulas  Tipo de Manto Red de
tipo la Punta externa Presencia/ Color  Textura Minerales hifas Hartig
adicional Ausencia (capas)
M32 Negro Dicotémica Recta Rizomorfo - Blanco  Granulo No Septada  Plectenquimatoso 2
cilindrica sa (tipo G)
*M33 Café Dicotémica Doblada Cordén P Blanco-  Granulo P Septada Pseudoparenquim 3
oscuro inflada miceliar pUrpura sa atoso (tipo M)
*M34  Anaranjad Dicotémica Doblada Nd P Blanco Lanosa No Septada Plectenquimatoso 2-3
0 inflada (tipo B)
*M35 Azulado Coraloide Doblada Cordén P Blanco Fibrosa P Septada Pseudoparenquim 2
inflada miceliar atoso (tipo M)
*M36 Café Coraloide Doblada Cordon P Blanco Lanosa P Septada Plectenquimatoso 2-3
oscuro inflada miceliar (tipo B)

El simbolo * indica los morfotipos encontrados exclusivamente en las plantas del bioensayo en vivero, la letra “A’= Ausente, “P’=presente, “Nd’=no

detectada, y “No”=no observada
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Anexo B. Tipos de manto externo identificados en los morfotipos encontrados

en lainvestigacion.
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Anexo C. Tipo de hifas identificadas en los morfotipos encontrados. A) Hifa con

fibula identificada en M1-Tomentella sp. y B) Hifa con septo identificada en

M32-Cenoccocum geophilum.
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