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Resumen

Introduccion. Las ectomicorrizas del género Suillus tienen un alto grado de afinidad con
Pinus spp.; no obstante, la asociacion entre las especies de ambos géneros no siempre
es compatible. Especificamente para Pinus cooperi C. E. Blanco, a la fecha, no hay
reportes de la descripcidon de la asociacion con algun hongo ectomicorricico.

Objetivo. Comprobar y describir la asociacion micorricica entre P. cooperi y Suillus
placidus (Bonord.) Singer en vivero.

Materiales y métodos. Las plantas de P. cooperi se inocularon a los tres meses de edad
con himenio de S. placidus. Dieciséis meses después de la siembra, las raices
micorrizadas se muestrearon para la caracterizacion molecular y morfoanatémica de los
morfotipos.

Resultados. La secuenciacidn genética tuvo un rango de 99.67 a 100 % de afinidad con
datos del GenBank para S. placidus. El sistema micorricico fue abundante con morfotipos
dicotomicos y micelio externo con presencia de rizomorfos. El arreglo celular del manto
fungico fue plectenquimatoso y la red de Hartig cubrié hasta la tercera capa de células
corticales.

Conclusién. Se comprobd la sintesis micorricica entre P. cooperi con S. placidus. Se

describe por primera vez una asociacion simbidtica para el fitobionte.

Palabras clave: caracterizacion molecular, ectomicorriza, manto fungico, morfotipos,

rizomorfos.
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El sistema radical del 90 % de las plantas vasculares del planeta esta asociado con
hongos del suelo en una relacion simbidtica mutualista. Este tipo de unién se conoce
como micorriza; hay siete tipos, pero la micorriza arbuscular y la ectomicorriza (ECM) son
las de mayor importancia y distribucion en ecosistemas forestales (Smith & Read, 2008).
La ECM predomina en arboles de la familia Pinaceae, asociados principalmente con
hongos ectomicorricicos de los filos Basidiomycota y Ascomycota (Rodriguez-Gutiérrez
et al., 2020).

En la asociacion de ECM, las estructuras filamentosas de los hongos, llamadas hifas
fungicas, conforman el manto fungico, el cual recubre los apices de las raices de las
plantas en forma de un manto. Las hifas de dicho manto, a su vez, crecen de forma
bidireccional hacia afuera en el suelo formando el micelio externo y hacia adentro de la
raiz a través de los espacios intersticiales de las células del cértex, formando la red de
Hartig (Barragan-Soriano et al., 2022; Pérez-Moreno & Read, 2004). A través del micelio
externo, las plantas pueden adquirir agua no disponible en la zona inmediata del sistema
radical y transportarla de manera eficiente hasta el xilema, lo cual mejora las relaciones

hidricas de las plantas hospederas (Brunner et al., 2015).

Los hongos ectomicorricicos (HECM) pueden transferir nutrientes esenciales a los
fitobiontes, debido a su mayor capacidad de exploracion y acceso a la solucion del suelo;
sin embargo, en sitios con fertilidad alta, la diversidad de HECM y la tasa de colonizacion
disminuyen (Kumar & Atri, 2018). Por otra parte, los HECM modulan las comunidades
bacterianas y la dinamica de metales pesados mediante mecanismos fisiolégicos y
nutricionales de la planta (Chot & Reddy, 2022; Song et al., 2025; Yuan et al., 2026).
También se ha documentado que los HECM pueden mejorar el almacenamiento de
carbohidratos no estructurales en las plantas en condiciones de sequia severa (Wang et
al., 2021a); a cambio, los HECM obtienen carbohidratos derivados de la fotosintesis de
las plantas (Smith & Read, 2008). Asimismo, la inoculacién con HECM en etapa de vivero
puede beneficiar el crecimiento de plantas después del trasplante, especialmente en
areas perturbadas (Murata et al., 2017). De esta manera, los HECM favorecen el éxito y
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supervivencia de las reforestaciones, plantaciones y rehabilitacién de tierras forestales
(Hui et al., 2018; Smith & Read, 2008).

Los efectos de los HECM en las plantas varian segun la interaccion especifica entre
especies de fitobionte y micobionte (Cheng et al., 2024) y se reflejan en diferencias de la
tolerancia al estrés y la respuesta morfofisiologica en las plantas (Bai et al., 2021).
Ademas, puede existir incompatibilidad entre simbiontes, incluso dentro del mismo
género (Liao et al., 2016), por lo que es necesario comprobar la compatibilidad entre
organismos de especies distintas y, posteriormente, su persistencia y efectos en el
desarrollo vegetal (Gomes et al., 2016). En este sentido, existen herramientas
moleculares que definen las especies involucradas en una simbiosis ECM (Angeles-
Argaiz & Garibay-Orijel, 2019; Wang et al., 2021b); sin embargo, son técnicas
especializadas y costosas, por lo que se utilizan con poca frecuencia. La identificacién de
la ECM con descriptores morfoldgicos y anatémicos es una herramienta complementaria
y accesible (Janowski & Leski, 2023), especialmente cuando se carece de equipos
sofisticados y recursos econdmicos para realizar analisis moleculares. También pueden
estar presentes otros rasgos informativos no anatomicos, como las reacciones quimicas
y el color de la ECM (Agerer, 2006; Janowski & Leski, 2023). No obstante, se ha
demostrado que el uso de herramientas moleculares, junto con la caracterizacién de
morfotipos, es mas efectiva para la identificacion de especies que cuando se utilizan por
si solas (Estevao et al., 2018; Marozzi et al., 2018).

La informacion en las descripciones de ECM es importante para reconocer a los hongos
asociados a un fitobionte en particular, en ausencia de esporomas y analisis moleculares
(Baeza et al., 2021; Rodriguez-Gomez-Tagle et al., 2024; Soto-Gil et al., 2022). Varios
HECM con plantas de los géneros Abies Mill., Pinus L. y Quercus L. se han caracterizado
por Agerer (1991, 1995, 2001, 2006). También existen bancos de informacion digital
como DEEMY (An Information System for characterization and DEtermination of
EctoMYcorrhizae) que ofrece informacion con una cantidad importante de
caracterizaciones de ECM (DEEMY, 2024). Una implicacién practica es la comprension
del impacto de ciertas practicas silvicolas sobre la diversidad, riqueza y abundancia de
HECM en condiciones diversas, para buscar estrategias que conserven el reservorio
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genético y la restauracion de ecosistemas forestales (Soto-Gil et al., 2022) o bien para

estudios de distribucion de las especies (Pietras et al., 2018).

Pinus cooperi C. E. Blanco es una variedad endémica de la Sierra Madre Occidental
(SMO) con distribucion natural en Chihuahua, Durango y Nayarit (Garcia & Gonzalez,
2003). En el estado de Durango, P. cooperi es una de las principales especies producidas
en vivero por su uso amplio en los programas de reforestacion, ya que aporta madera de
buena calidad y de mayor valor econémico (Graciano-Luna et al., 2025). A la fecha, se
han realizado estudios en vivero para la produccion de planta de P. cooperi de calidad,
con la finalidad de aumentar la supervivencia y desarrollo en campo (Gonzalez-Orozco
et al., 2018; Martinez-Nevarez et al., 2023; Prieto-Ruiz et al., 2018), y se han analizado
las dosis 6ptimas de fertilizacion para favorecer la colonizacion ectomicorricica (Martinez-
Nevarez et al., 2025). No obstante, aun se carece de estudios que describan
morfoanatdmicamente las ECM en esta especie.

Los hongos del género Suillus se distribuyen ampliamente en la SMO y son conocidos
por su capacidad alta para asociarse a plantas de Pinus spp., por o que se consideran
especies pioneras con potencial de uso como bioinoculante en vivero (Lofgren et al.,
2024; Pérez-Moreno et al., 2020; Policelli et al., 2019); ademas, son hongos comestibles
en estados del centro de México (Garibay-Orijel et al., 2013). No obstante, es importante
confirmar y caracterizar la asociacion entre ambos simbiontes para promover,
posteriormente, el uso de S. placidus como bioinoculante en la produccion de planta en
vivero. Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue comprobar y describir
la asociacion micorricica entre P. cooperiy Suillus placidus (Bonord.) Singer en vivero.

Materiales y métodos

Area de recoleccion de esporomas
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Los esporomas se recolectaron en un bosque de pino-encino de la SMO con
predominancia de P. cooperi, P. durangensis Martinez y especies del género Quercus.
El sitio se ubica en las coordenadas 23° 40’ 30" a 23° 50’ 35" N y 105° 30’ 30" a 105° 19’
30” O en el ejido El Brillante, Pueblo Nuevo, Durango, México, con altitudes de 2 200 a 2
800 m. El clima es templado semifrio subhumedo con lluvias en verano, precipitacion
anual entre 700 y 1 300 mm y temperaturas entre 10 y 18 °C (Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia [INEGI], 2025).

Obtencién del material fiungico

En julio de 2021, durante la temporada de lluvias, se recolectaron esporomas de HECM
con caracteristicas morfolégicas afines a S. placidus (Figura 1a). El material de estudio

se coloco y transporté en canastas de mimbre, para favorecer la dispersion de esporas,

la ventilacion y la integridad fisica de los ejemplares.

Figura 1. Plantas de Pinus cooperi de 11 semanas, en etapa de vivero, inoculadas con
esporomas afines a Suillus placidus. a) Esporomas frescos recolectados en campo; b)



Revista Chapingo
Serie Ciencias Forestales
y del Ambiente

¥

[
|

inoculacion mediante aplicacién de himenios secos y molidos directamente en el medio

de crecimiento.

Procesamiento en laboratorio

El material fungico se proceso en condiciones de laboratorio, donde se separo el himenio
del pileo y se secé sobre bastidores con malla tamiz de 0.5 cm a temperatura ambiente
(<30 °C). Una vez seco, el himenio se molié en un molino eléctrico para forraje (Thomas
Model 4 Wiley® Mill) con tamiz de 1 mm. El material procesado tuvo un contenido de 1.07
x 107 esporas-g”', contabilizadas con un hematocitometro. El inéculo se almaceno
durante 90 dias en recipientes plasticos en refrigeracion a 4 °C hasta su utilizacion en

vivero (Barragan-Soriano et al., 2022; Figura 1b).

Produccién de plantas

La planta de P. cooperi se produjo en el vivero forestal de la Facultad de Ciencias
Forestales y Ambientales de la Universidad Juarez del Estado de Durango (UJED) en
Durango, México. Las semillas se recolectaron en rodales naturales de pino-encino de la
comunidad Guajolotes (24° 27’ 39.75" N y 105° 32’ 53" O, 2 540 m), municipio de San

Dimas, Durango, México.

Los envases de cultivo fueron tubetes conicos de polietileno negro de 170 mL, con 20 cm
de largo y diametros de 2 cm en la base y 4 cm en la parte superior. Como sustrato se
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empled una mezcla de 60 % de turba y 40 % de corteza de pino compostada. Previo al
llenado del envase, el sustrato se desinfectdé con una solucion de 6.26 mL-L"' de
bactericida-fungicida comercial (sales cuaternarias de amonio + sulfato de cobre
pentahidratado, Anibac Plus®, México). El sustrato reposé por dos dias v,
posteriormente, se sometié a esterilizacion en vapor de agua durante dos horas por dos
dias. Previo a la siembra, la semilla se remojo en agua durante 24 h y luego se desinfecto
en una solucion de hipoclorito de sodio al 10 % por 10 minutos. Transcurrido este tiempo,
el 13 de septiembre de 2021, la semilla se impregné con fungicida (Tiabendazol: 2-(4-
tiazolil) - 1H benzimidazol, Tecto® 60, Syngenta AG, México) para el control de posibles
hongos parasitos o patdégenos y se procedio a la siembra (Prieto Ruiz et al., 2009).

Siete semanas después de la siembra se aplicaron fertilizantes hidrosolubles junto con el
riego de forma manual dos veces por semana y un riego intermedio con solo agua. La
fertilizacion se hizo a razén 60 mg de nitrogeno (N) por planta y se complementd con
proporciones de fosforo (P), potasio (K), magnesio (Mg), calcio (Ca) y azufre (S) (Prieto
Ruiz et al., 2009). Ademas, se aplic6 un complejo de micronutrientes quelatados
(Ultrasol® micro, Rexene®, SQM, Chile) a razon de 0.35 g-L". Las plantas crecieron
durante 24 semanas en condiciones de invernadero a 15.5 °C y 47.2 % de humedad
relativa; posteriormente, estuvieron en un area con malla sombra durante 15 semanas a
22.4 °C y 44.6 % de humedad relativa. El resto de su desarrollo, hasta la evaluacion del
sistema micorricico (29 semanas), ocurrid en condiciones de intemperie a temperatura
media de 22.6 °C y humedad relativa de 58 %.

Inoculacidon ectomicorricica

La inoculacién se hizo en dos aplicaciones. La primera a las siete semanas después de
la siembra, momento en que aparecieron las raices de tercer orden, y la segunda a las

11 semanas. Para cada periodo se aplicaron 0.5 g de in6culo por planta. Con una

8
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espatula de laboratorio se removié cuidadosamente la capa superficial del sustrato
alrededor de la raiz, se aplicd el inoculante contenido en tubos de microcentrifuga
Eppendorf y la raiz se cubrié con el sustrato removido previamente (Figura 1b). Por
ultimo, se aplicé un riego ligero para favorecer la diseminacion de las esporas por la
mezcla de sustrato y facilitar su contacto con el sistema radical de las plantas (Barragan-
Soriano et al., 2022).

Toma de muestras de morfotipos

Después de 16 meses de cultivo en vivero, se tomaron 25 plantas al azar y se analizaron
en el laboratorio de Micorrizas del edificio de Edafologia del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo, donde se realizé la identificacion molecular y la caracterizacion
morfologica y anatémica de las ECM presentes en el sistema radical de las plantas de P.
cooperi. El sistema radical se examind con un estereoscopio (Leica®, EZ4, EUA) que
permitié la identificacion y seleccion de los sistemas micorricicos representativos.
Posteriormente, se separaron del cepellon bajo estereoscopio con un bisturi, segun las

recomendaciones de Agerer (1991).

Caracterizacién molecular de morfotipos

Del total de las muestras se eligieron tres morfotipos y se colocaron en tubos Eppendorf
con alcohol al 70 %, bajo condiciones de asepsia. Estos se analizaron mediante el
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espacio transcripto interno (ITS) para hongos, con los iniciadores ITS5/ITS4 (White et al.,
1990).

Se hicieron amplificaciones de cada region de acido desoxirribonucleico (ADN), para lo
cual se preparo la mezcla de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) a un volumen
final de 13 pyL (Cuadro 1) Las amplificaciones se realizaron con un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 95 °C por 4 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 1 min,
hibridacién con los iniciadores a 57 °C durante 1 min, seguido de una extension final de
2 min a 72 °C. Todas las reacciones de PCR se hicieron en un Peltier Thermal Cycler
PTC-200 (BIORAD, México). Las amplificaciones se verificaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 1.5 % preparado con 1X TAE buffer (Tris Acetate-EDTA) y se corrieron
a 95 V-cm™ durante 1 h. El gel se tifid con Gel red (Biotium, EUA) y las bandas se
visualizaron en un transiluminador (Infinity 3000 Vilber Lourmat, Alemania). Los productos
amplificados se purificaron con el kit ExoSAP (Affymetrix, EUA), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Martinez-Gonzalez et al., 2017).

Los productos se secuenciaron en un Applied Biosystems (3730XL, EUA). Las
secuencias de ambas hebras se analizaron, editaron y ensamblaron usando BioEdit
version 7.0.5 (Hall, 1999) para generar una secuencia consenso. Estas se compararon
con las depositadas en GenBank del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), empleando la herramienta BLASTN 2.2.19 (Zhang et al., 2000).

Cuadro 1. Mezcla de reaccién para la amplificacion de ADN de morfotipos de raices
ectomicorrizadas de Pinus cooperi con Suillus placidus.

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen (1X)
final (nL)

Agua libre de nucleasas - 7.6
PCR buffer 10X 1X 3.0

dNTP 10 mM 0.2 mM 0.6

ITS4 100 uM 10 uyM 0.2

ITSS 100 uM 10 uyM 0.2

Go Taq DNA polimerasa 5U 2U 0.4
DNA 100 ng 20 ng-pl! 1.0

10
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Volumen final 13

Caracterizaciéon morfolégica y anatomica de la ectomicorriza

Para realizar la caracterizacion anatomica, se tomaron cinco morfotipos a los que se
hicieron cortes transversales y longitudinales, y cuatro del manto fungico; se realizaron
nueve preparaciones fijas en total, con nueve cortes en promedio cada una. El reactivo
Melzer se utiliz6 como medio de contraste para la observacidn de los cortes y descripcion
de micorrizas. Los cortes se observaron y fotografiaron con un microscopio optico
(Leica®, DM1000, EUA) con los objetivos 40x y 100x y camara acoplada (Leica®,
DFC290 HD, EUA). Las mediciones se realizaron en el material fotografico con el
procesador de imagenes digitales Imaged 1.50i (Wayne Rasband/National Institutes of
Health [NIH], Bethesda, MD, EUA). Los estadisticos de tendencia central de 25
mediciones de los morfotipos y de las estructuras micorricicas se calcularon en el
software RStudio 24.12.1 (R Core Team, 2025). Para describir el color de las micorrizas,
se utilizé la carta de colores Munsell (Munsell Plant Tissue, Color Book, Munsell Color®,
EUA). Todos los apices micorrizados se describieron morfolégica y anatomicamente
segun Agerer (1991, 1995, 2006) y DEEMY (2024).

Resultados y discusion

El analisis de homologia de las secuencias obtenidas, comparadas con las depositadas
en la base de datos del GenBank, revel6 afinidad filogenética de 99.67 al 100 % con S.

11
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placidus. Dos alineamientos de secuencias mostraron identidad del 100 % (accesiones
QQ474973.1 y QQ474973.2), mientras que una de las muestras presentd 99.67 % de
similitud (accesion PP850419.1; Cuadro 2). No se detectaron inserciones ni deleciones

que sugieran la presencia de especies cripticas o variantes intraespecificas en la
poblacién muestreada. Los parametros de diversidad genética intraespecifica, calculados
mediante el modelo de sustitucion de nucledtidos de Kimura-2-parametros, arrojaron
distancias genéticas inferiores de 0.005, lo que confirma conservacion alta de la region
ITS entre los individuos de S. placidus asociados a P. cooperi. Por tanto, se valida la
identidad taxonomica del simbionte fungico en las muestras analizadas. Este hallazgo es
de gran relevancia, ya que no todas las especies de hongos y plantas establecen una
asociacion funcional; la compatibilidad simbidtica esta determinada por mecanismos
moleculares de reconocimiento que involucran la sefalizacion mediada por exudados
radicales y la expresion diferencial de genes en ambos organismos (Feng et al., 2022;
Liao et al., 2016). La certeza de dicha afinidad en condiciones controladas de vivero tiene
implicaciones ecoldgicas y biotecnolégicas importantes, particularmente en la promocion
del crecimiento y desarrollo de las plantas hospederas, asi como en su resiliencia frente
a factores de estrés bidtico y abiotico.

Cuadro 2. |dentificacion molecular de morfotipos ectomicorricicos formados entre Pinus
cooperiy Suillus placidus, a los 16 meses de cultivo en vivero, mediante analisis de
afinidad filogenética y su comparacion con secuencias depositadas en GenBank.

GenBank 1 e Id (%) Coincidencia en GenBank 2
NCBI

PQ380159 0 100 Suillus placidus QQ474973.1

PQ380160 0 100 Suillus placidus QQ474973.2

PQ380161 0 99.67 Suillus placidus PP850419.1

e: error en la identificacion; Id: porcentaje de similitud entre las secuencias; NCBI: National Center for

Biotechnology Information.

Aunque muchas especies de hongos ectomicorricicos presentan un espectro amplio de
hospedantes (generalistas), otras muestran un grado alto de especificidad, asociandose

con un grupo taxondmico restringido. Este es el caso del género Suillus, cuyos miembros

12
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se asocian preferentemente con coniferas de la familia Pinaceae, especialmente con

pinos (Pinus spp.) y alerces (Larix spp.) (Liao et al., 2016; Lofgren et al., 2024; Pietras et
al., 2018). La especificidad observada en S. placidus se ha documentado en asociacion
con Pinus cembra L. (Keller, 1992), P. massoniana Lamb. (Li et al., 2021), P. sibirica Du
Tour (Palamarchuk et al., 2021), P. radiata D. Don (Wang et al., 2022) y, mas
recientemente, con P. cooperi (Martinez-Nevarez et al., 2025). Sin embargo, no todos
estos estudios incluyen una caracterizacion morfoanatomica detallada de la ECM, lo que
subraya el valor afiadido del presente trabajo. La especificidad observada en la
interaccion S. placidus — P. cooperi podria explicarse por una coevolucion molecular que
ha moldeado la expresion diferencial de genes implicados en la produccion de moléculas
sefal (v. g., lipoquitooligosacaridos y factores de intercambio gaseoso) y la liberacion de
exudados organicos compatibles por parte de la raiz. Estos exudados no solo promueven
la elongacion y ramificacion de las hifas, sino que también aumentan el area de contacto
y facilitan el anclaje del micobionte en el fitobionte (Feng et al., 2022; Liao et al., 2016;
Lofgren et al., 2024; Ramirez-Mendoza et al., 2026).

Caracteristicas morfolégicas

El sistema micorricico de P. cooperi colonizado por S. placidus se caracterizé por la
formacién abundante de agregados en forma de ‘nido’ (Figuras 2a, 2c y 2d). Los valores
correspondientes a la media, mediana, desviacion estandar y coeficiente de variacion de
la ectomicorriza formada son presentados en el Cuadro 3. Los morfotipos observados
midieron 0.9 a 1.7 mm de longitud y 0.3 a 0.5 mm de diametro, con ramificacion
predominantemente dicotomica, aunque en algunas ocasiones se registr6 una
ramificacion monopodial (Figura 2c). El color de la superficie de las ectomicorrizas en su
base y parte media fue marron oscuro, correspondiente a la notacion 5YR 4/2 de las

cartas de color Munsell. Las terminaciones de los apices fueron rectas, ligeramente
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cilindricas y exhibieron un tono mas claro que la superficie de la base (notacién 7.5YR

7/2 de las cartas de color Munsell) en la regién apical, donde ademas se observo ligero
engrosamiento. La superficie del manto fungico vista en estereomicroscopio fue
ligeramente rugosa y algodonosa. Se observaron hifas emanantes densas que se
originaban a partir de la raiz corta y micelio extramatrical de color blanquecino (2.5Y 8/2
segun las cartas Munsell; Figura 2c). Un rasgo distintivo fue la presencia de rizomorfos
lisos, bien diferenciados y altamente desarrollados, que emergian en las proximidades
de las dicotomias y de la punta de los apices ectomicorrizados. Estos rizomorfos midieron
entre 100 y 250 ym diametro y se acompafaban frecuentemente de hifas emanantes

individuales (Figuras 2b y 2d).

1 mm

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de las ectomicorrizas formadas entre Suillus
placidus y Pinus cooperi a los 16 meses de cultivo en vivero. a) Cepelldn de P. cooperi
bien estructurado con presencia de micelio de la ectomicorriza de S. placidus; b)
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presencia de rizomorfos que emergen desde los apices micorrizados con ramificacion
dicotomica; c) raices cortas micorrizadas con presencia de rizomorfos, caracteristicos

de Suillus spp.; d) rizomorfos lisos y abundantes desarrollados en raices de P. cooperi.

Descripcion anatémica

Al igual que para la descripcion morfologica, los valores correspondientes a la media,
mediana, desviacion estandar y coeficiente de variacidn se presentan en el Cuadro 3. El
manto fungico tuvo un espesor entre 23 y 29 um y un arreglo celular plectenquimatoso
de tipo E (Figura 3a). Las hifas del manto mostraron grosor entre 3.5 y 5.0 ym y longitud
celular variable de 15 a 30 ym. Estas hifas de color marrén (5YR 5/6 segun cartas
Munsell) sin reaccion al Melzer fueron producidas por hifas rectangulares y ramificadas
de acuerdo con Agerer (1991, 2006). La morfologia de las células corticales de la raiz
hospedera fue globosa a rectangular, con diametros de 44 a 80 ym (Figura 3b). La red
de Hartig se encontro bien desarrollada, penetro a la segunda y, a veces, hasta la tercera
capa de células corticales con presencia de taninos (Figuras 3b y 3d). El ancho de la red
de Hartig en los espacios intersticiales se mantuvo relativamente constante con un rango
de 4.8-6.1 ym. El micelio extramatrical presento hifas hialinas, filamentosas, tubulares y
septadas (Figura 3c) con diametro entre 2.5 y 4.0 um. Los septos fueron simples sin
fibulas. No se observaron estructuras de reproduccién sexual ni asexuales (conidios)
directamente sobre las raices micorrizadas en las condiciones de muestreo. Tampoco se
observo reaccion amiloide al reactivo de Melzer (ausencia de tincion azul). La presencia
de compuestos fendlicos (taninos) en las células corticales adyacentes al manto y a la
red de Hartig se evidencidé por su color marron (5YR 5/6 en las cartas Munsell), lo que

sugiere una posible respuesta de defensa localizada.

Cuadro 3. Estadisticos descriptivos de la ectomicorriza formada entre Suillus placidus 'y
Pinus cooperi a los 16 meses de cultivo en vivero (n = 25).
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Medida Morfotipos Anatomia
Longitud Diiametro Manto  Hifa Células Espa.c1.os
intersticiales
(mm) (um)

Minimo 0.9 03 23.0 32 44.0 4.0
Maximo 1.7 0.5 29.0 5.0 80.0 9.0
Media 1.5 0.4 25.5 4.4 63.2 54
Mediana 1.5 0.4 26.0 4.6 67.0 5.0
Desviacion estandar 0.2 0.1 1.8 0.6 10.3 1.2
Cocficiente de 16.0 19.7 6.9 132 16.3 21.4

variacion (%)

Figura 3. Anatomia de la ectomicorriza de Pinus cooperi con Suillus placidus a los 16

meses de cultivo en vivero. a) Corte del manto con arreglo celular plectenquimatoso

(mp) de tipo E; b) corte transversal con la red de Hartig (rH) cubriendo hasta la tercera

capa de células corticales; c) micelio externo (me) con hifas septadas (hf); d) corte
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Las evidencias morfologicas y anatomicas demuestran inequivocamente la presencia de
las tres estructuras diagnosticas de la ECM: el manto fungico, la red de Hartig y el micelio
externo, asi como la formacion de rizomorfos, estructuras de exploracion a larga
distancia. Estas observaciones evidencian el establecimiento de una asociacion ECM
funcional entre simbiontes (Angeles-Argaiz et al., 2024), ya que tanto los caracteres
morfologicos (ramificacion, color y textura del manto) como los anatémicos (organizacion
del manto y profundidad de la red de Hartig) son diagndsticos a nivel de género e incluso
de especie para los hongos ectomicorricicos (Agerer 2001, 2006). Por ejemplo, las
ramificaciones dicotomicas que con el tiempo se vuelven coraloides son tipicas del
género Suillus (Cuadro 4) y este patrén se observo claramente en la asociacion

estudiada.
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1 Cuadro 4. Comparacion de caracteristicas morfolégicas y anatémicas de ectomicorrizas formadas por especies de Suillus
2 con varios hospedantes.

Micobionte Fitobionte Morfotipo Hifas Manto Rizomorfos Red de Hartig Referencia

Longitud Grosor
Ramificacion Aspecto de la superficie

(mm)
Amarillenta a marrén
Pinus ) ] amarillenta, lisa, sin Sun et al.
Suillus bovinus Dicotémica a )
massoniana ) adherencias y a veces - - - 38.64 um - 1- 2 capas (2019); Feng
(L.) Roussel coraloide o
Lamb. presenta constricciones en et al. (2022)
las ramas
Prosenquimatoso con
] ] hifas laxamente
S. cavipes Simple o muy Blanca aterciopelada que Blancas
Larix laricina ] paralelas a
(Klotzsch) A. ) pinnada con los se vuelve fieltrada con la opacas de 1-9 Samson y
(Du Roi) K. o 1-3.5 0.4-0.6 entrelazadas, Presentes 2-3 capas )
H. Sm. & extremos edad; micelio abundante, wm con ) ] Fortin (1988)
] Koch cubiertas de material
Thiers redondeados blanco y algodonoso fibulas ) )
amorfo gris palido,
29-71 pm
Dicotomica, Blancos,
S. granulatus P. elliottii  algunas apretadas y  Blanca opaca con areas 1-2 um con  Plectenquimatoso con abundantes, Nouhra y
(L.) Roussel Engelm. de apariencia castafio claro fibulas hifas laxas 12-160 pm Becerra (2001)
coraloide (78 pm)
Simple y ]
S. grevillei ) i Blanca con textura lanosa, . Transltcidos,
dicotémica con Prosenquimatoso, 14- Samson y
(Klotzsch) L. laricina a menudo oculta por una 1-4 0.4-0.5 - blancos, 35 1-2 capas )
. extremos o 65 um Fortin (1988)
Singer capa gruesa de micelio pm

puntiagudos y rojos
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Marrén claro cuando son

S. luteus (L.)
P. elliottii

Dicotomica a

Blancos,

) Pan et al.
) jovenes y después marron densos y -
Roussel coraloide (2022)
oscuro floculentos
Castaio claro con parches
. o o . Muy
Dicotoémica simple blanquecinos ligeramente Plectenquimatoso,
P. ponderosa ] ] ) frecuentes,
o multiples con  nacarados, textura lanosa, con hifas ramificadas, Barroetaveiia
S. luteus Douglas ex ) ) ) color pardo -
extremos brillo nulo o ligeramente irregulares y et al. (2012)
Lawson oscuro, 150-
amarillentos satinado fuera de los entrelazadas
160 pm
parches
Blanca con micelio Abundantes,
S. placidus  P. ayacahuite ] ) externo abundante y ) blancos y ]
Dicotoémica y ) ) ) Plectenquimatoso de . Ortiz-Lopez et
(Bonord.) Ehrenb. ex ) apices cilindricos cuando  0.5-1.0  0.4-0.5 -- exploracion 3 capas
. coraloide } . 2-3 pm de grosor al. (2025)
Singer Schitdl. joven y blanco rojizo al de larga
madurar distancia
Rugosa y algodonosa,
B Hifas densas
) ] marrdn 0scuro, con .
S. placidus Dicotémica y en Yy y Plectenquimatoso de ~ Abundantes,
P. cooperi C. ) terminaciones rectas, ) ] ) ] )
(Bonord.) ocasiones ] ) \ 09-1.7  0.3-05 blanquecinas tipo E, de 23-29 um lisos bien 2-3 capas  En este trabajo
) E. Blanco ) ligeramente cilindricas de ] )
Singer monopoidal de3.2as5.0 de espesor diferenciados
color mas claro en el
. pm
apice
g Dicotémica o Blanca, afelpada y
P. simple con algodonosa, luego caféy . .
pseudobrevipes oY Q. Garibay-Orijel
montezumae terminaciones finalmente gris, micelio - - Abundantes - Ausentes -
A H Sm. & i
] Lamb. rectas y puntas abundante cubriendo el
Thiers

etal. (2013)
cilindricas agudas  morfotipo de color gris
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Dicotémica a
coraloide y

finalmente Blanca algodonosa y en la

Delgados

S. pungens color crema y ) .
] P. tuberculosa, con base se vuelve café, con Garibay-Orijel
Thiers & A. H. o - - - - otros mas -
montezumae  extremos rectos micelio abundante color etal. (2013)
Sm. (1964) ) ) gruesos color
blancos o grises gris '
gris
azulados y
translicido
Plectenquimatoso con
S. tomentosus Emanantes
) P. Dicotémica a ) hifas entrelazadas, Galindo-Flores
Singer, Snell & . - 0.4-1.6 0.1 ocasionales Ausentes 1.5 capas
] montezumae coraloide ) 21.49-88.87 um etal. (2015)
E. A. Dick. con cristales
(48.03 um)
3
4
5
6
7
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Cada una de las estructuras de las ECM cumplen funciones clave en la ecofisiologia de

la simbiosis (Agerer, 2006; Smith & Read, 2008). El manto fungico actua como interfaz
de almacenamiento de nutrientes y como barrera frente a patégenos del suelo; la red de
Hartig es el sitio principal de intercambio bidireccional de carbono, nitrégeno, fésforo y
agua; y el micelio externo extiende la zona de absorcion del sistema radical mas alla de
la rizosfera. Por otra parte, los rizomorfos son agregados de hifas diferenciadas que
permiten el transporte rapido de agua y nutrientes a distancias de varios decimetros o
metros (Duddridge et al., 1980). Aunque no son exclusivos de Suillus spp. (Endo et al.,
2020), su presencia es distintiva de diversas especies de este género asociadas a Pinus
spp. y otras coniferas (Agerer, 2006). Ejemplos documentados incluyen S. brevipes
(Peck) Kuntze asociado a Quercus incana W. Bartram y S. luteus (L.) Roussel asociado
a P. ponderosa Douglas ex Lawson y P. elliottii Engelm. (Barroetaveia et al., 2012; Pan
et al., 2022). Sin embargo, la presencia de rizomorfos no es universal en el género Suillus
ni en todas las asociaciones con pinos. Por ejemplo, en P. montezumae Lamb. no se
encontraron rizomorfos cuando se asocié con S. pseudobrevipes A. H. Sm. & Thiers
(Garibay-Oirijel et al., 2013), ni con S. tomentosus Singer, Snell & E. A. Dick. (Galindo-
Flores et al., 2015) (Cuadro 4). En la asociacion S. placidus — P. cooperi se observo
formacion abundante de rizomorfos lisos y bien diferenciados, o que sugiere que esta
interaccidn posee alta capacidad de exploracion del suelo y de conduccidn de agua hacia
la planta hospedera. De hecho, trabajos preliminares han sefalado que esta
caracteristica podria ser la base de la tolerancia a la desecacion observada en P. cooperi
inoculado con S. placidus (Martinez-Nevarez et al., 2025). Los rizomorfos confieren
exploracion de largo alcance para recursos hidricos (Castano et al., 2023), mientras que
las hifas emanantes individuales que parten de los rizomorfos o directamente del manto
proporcionan exploraciéon de corto alcance, pero muy efectiva para nutrientes moviles
como el fésforo (Agerer, 2001, 2006). La presencia de ambos tipos de exploracion

optimiza la adquisicion de recursos en suelos heterogéneos.

Caracterizaciéon del manto fungico y de la red de Hartig
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El manto fungico y las hifas emanantes presentan patrones estructurales que, si bien
pueden variar entre especies, suelen conservarse a nivel de género, lo que facilita la
caracterizacion taxonomica de los simbiontes (Balestrini & Kottke, 2016). Las familias del
orden Boletales, en particular Suillaceae, generalmente presentan un manto con arreglo
celular plectenquimatoso; es decir, hifas entrelazadas sin una orientacion definida, pero
con espacios interhifales reducidos. Por ejemplo, S. grevillei (Klotzsch) Singer presenta
formacion de anillos concéntricos como patron adicional (Agerer, 2006). El manto de S.
placidus en asociacion con P. cooperi no es una excepcion en cuanto al arreglo
plectenquimatoso, pero no mostré la estructura anillada, lo que coincide con lo descrito
para S. granulatus (L.) Roussel asociado a P. elliottii (Nouhra & Becerra, 2001). En esta
ultima asociacion, ademas, se reporté micelio extramatrical blanquecino y denso, similar
al observado en el presente estudio. De manera comparable, las ECM de S. cavipes
(Klotzsch) A. H. Sm. & Thiers y S. grevillei con Larix laricina (Du Roi) K. Koch presentaron
micelio extramatrical denso y blanquecino, con una red de Hartig que penetraba los dos
tercios exteriores de la corteza radicular (Samson & Fortin, 1988). En el presente estudio,
la red de Hartig penetro hasta la segunda y, ocasionalmente, la tercera capa de células
corticales, lo que indica una interfaz extensa y potencialmente eficiente; este aspecto
puede ser variable en otras ECM del género Suillus y la profundidad de la red podria estar
correlacionada con la eficiencia en la transferencia de carbono y nutrientes. La presencia
de taninos en las células corticales adyacentes a la red de Hartig, observada en los cortes
histologicos (Figura 3d), sugiere que existe una respuesta de defensa localizada, aunque
no impide el establecimiento de la simbiosis, lo que indica una modulacion fina de las vias

de senalizacion defensiva por parte del hongo.

Implicaciones ecolégicas y biotecnoldgicas
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Mas alla de la caracterizacion descriptiva, los hallazgos de este trabajo adquieren
relevancia aplicada a la luz de estudios previos sobre los efectos funcionales de S.
placidus en varios hospederos. En trabajos preliminares con P. cooperi se demostré que
la inoculacién con S. placidus mejora la resistencia a la sequia, mediada posiblemente
por aumento en la eficiencia en el uso del agua y en la actividad de enzimas antioxidantes
(Martinez-Nevarez et al., 2025). En P. massoniana, la misma especie fungica incremento
el contenido de prolina, la actividad enzimatica antioxidante (superdéxido dismutasa,
catalasa y peroxidasa) y la eficiencia fotoquimica del fotosistema Il bajo estrés hidrico, lo
que se tradujo en mayor supervivencia en campo (Li et al., 2021). Ademas, se ha
reportado que S. placidus mejora la absorcion de fosforo en vivero, un nutriente limitante
en muchos suelos forestales (Peng et al., 2021). En un contexto de biorremediacion,
estudios in vitro indican que S. placidus posee tolerancia alta al cadmio con capacidad de
acumularlo en sus hifas, lo que lo convierte en un candidato prometedor para la
fitorremediacion de suelos contaminados por metales pesados en asociacion con pinos
(Luo et al., 2023). Asimismo, la inoculacion de P. cembra con S. placidus ha demostrado
ser sostenible durante décadas, incluso bajo condiciones de cambio climatico y
fertilizacion nitrogenada, lo que atestigua su resiliencia y compatibilidad a largo plazo
(Rainer et al., 2015).

Toda esta evidencia posiciona a S. placidus como un bioinoculante potencialmente
valioso para la produccion de plantas de P. cooperi en viveros forestales, especialmente
con fines de restauracion ecoldgica y reforestacion en zonas sujetas a estrés hidrico o
degradacion edafica. En este sentido, la caracterizacion morfolégica y anatomica de la
ECM aporta elementos diagndsticos de evaluacion facil y rapida (color del manto, tipo de
ramificacion, presencia/ausencia de rizomorfos, profundidad de la red de Hartig) que
pueden utilizarse como criterios de calidad para verificar el establecimiento exitoso de la
simbiosis antes de la plantacion en campo. La combinacion de herramientas moleculares
(secuenciacién de ITS) con la observacion morfoanatomica sigue siendo el enfoque mas
robusto para la identificacion de simbiontes compatibles, esencial para la seleccion de
cepas fungicas destinadas a la produccion de inoculantes comerciales, particularmente
cuando se trabaja con especies nativas de alto valor ecoldgico (Galindo-Flores et al.,
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2015; Herrera et al., 2022; Oros-Ortega et al., 2017). Futuras lineas de investigacion

deberian orientarse a evaluar la especificidad funcional de la cepa de S. placidus utilizada
en este estudio frente a otras especies de Pinus nativas de la region, asi como a
determinar las condiciones optimas de produccién de inoculo (sustrato, relacion C:N,
temperatura) que maximicen la colonizacion radical y los beneficios fisiologicos para la

planta.

Conclusiones

El analisis molecular y la caracterizacion morfoanatomica de los morfotipos demuestran
la asociacion ectomicorricica entre P. cooperiy S. placidus en condiciones de vivero. Tal
hallazgo confirma la compatibilidad entre ambos simbiontes. Este estudio describe por
vez primera la sintesis ectomicorricica de P. cooperi con Suillus placidus y posiciona a
dicha especie fungica como un bioinoculante ectomicorricico para la produccion de P.

cooperi en vivero.
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