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RESUMEN

Pinus montezumae D.Don es una especie hospedante del escarabajo Dendroctonus valens LeConte
(Coleoptera: Scolytinae), cuya colonizacion depende de hongos simbiontes (Ophiostomatales)
que interfieren con los mecanismos de defensa del arbol. El objetivo de este trabajo fue identifi-
car y caracterizar morfoldgica y molecularmente el hongo ophiostomatoide asociado a D. valens
en un rodal de P. montezumae en el paraje Monte Comunal Isidro Fabela en Jocotitlan, Estado de
México, México. Tras la recoleccién de ejemplares de escarabajos de D. valens en 2024, se aislo e
identifico Ophiostoma gilletteae Marinc., Z.W. de Beer & M.]. Wingf. (Ascomycota, Ophiostoma-
tales). Este registro es el primero de este hongo en P. montezumae en México, lo que amplia el

conocimiento sobre la diversidad fingica asociada a este escarabajo descortezador.
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ABSTRACT

Pinus montezumae D.Don is a host species of the bark beetle Dendroctonus valens LeConte (Coleop-
tera: Scolytinae), whose colonization is associated with symbiotic fungi (Ophiostomatales) that
help interfere with the tree's defense mechanisms. The objective of this study was to identify and
characterize, morphologically and molecularly, the ophiostomatoid fungus associated with D.
valens in a P. montezumae stand in the Monte Comunal Isidro Fabela area, Jocotitlan, State of Mex-
ico, Mexico. Following the collection of D. valens specimens in 2024, Ophiostoma gilletteae Marinc.,
Z.W. de Beer & M.]. Wingf. (Ascomycota, Ophiostomatales) was isolated and identified. This
represents the first record of this fungus associated with P. montezumae in Mexico, and expands

the knowledge of the fungal diversity associated with this bark beetle.
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Pinus montezumae D.Don es una especie ampliamente
distribuida en los bosques templados de México, que
presenta interacciones bioldgicas con diversas especies
de escarabajos descortezadores (Coleoptera: Scolytinae)
del género Dendroctonus. Entre estos destaca D. valens
LeConte, un insecto que coloniza arboles bajo estrés
fisiolégico, tocones de areas saneadas o individuos
debilitados. En el norte de México se ha reportado como
agente de mortalidad primaria (Armendariz-Toledano
et al., 2018; Cibrian Tovar et al., 1995). En China, el
dano es severo; el escarabajo ha provocado una alta
mortalidad en poblaciones de P. tabuliformis Carriere
tras su introduccion (Yan et al., 2005). El éxito del esta-
blecimiento de este insecto depende de sus hongos
simbiontes del orden Ophiostomatales (Ascomycota:
Sordariomycetidae), los cuales se transportan de forma
forética en el exoesqueleto (Six y Wingfield, 2011).
Estos hongos actiian como facilitadores ecoldgicos al
alterar la respuesta defensiva del hospedero y debilitar
las barreras quimicas, permitiendo que el escarabajo
descortezador se establezca, se alimente y complete exi-
tosamente su ciclo de vida (Paine et al., 1997). A pesar
de su importancia, existen pocos reportes sobre los
simbiontes fiingicos asociados a D. valens en el centro
de México. Por ello, el objetivo del presente estudio fue
identificar y caracterizar morfoldgica y molecularmente
el hongo ophiostomatoide asociado a D. walens en un
rodal de P. montezumae.

En noviembre de 2024, se realizd la recolecta
de escarabajos descortezadores en el paraje Monte
Comunal Isidro Fabela, ubicado en las faldas del volcan
Xocotépetl (19°43'49.9" N 99°46'56.9" W) en el muni-
cipio de Jocotitlan en el Estado de México, México. Los
escarabajos se localizaron en galerias bajo la corteza
y dentro del cambium en la base de arboles que pre-
sentaban grumos de resina y aserrin con coloraciones
blanquecinas y rosadas, casi a nivel de suelo (Figura
1A-B). Las diez muestras se colocaron individualmente
en tubos de 1.5 mL, se etiquetaron y se transportaron
en una hielera al Laboratorio de Parasitologia Forestal
de la Divisidn de Ciencias Forestales de la Universidad
Auténoma Chapingo, Texcoco, Estado de México,
México.

Los escarabajos fueron sembrados directamente
en el medio de cultivo extracto-malta-agar (Ema) al
2 % suplementado con cicloheximida (0.2 g/L) y sul-
fato de estreptomicina (0.04 g/L) e incubados a 25 'C
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durante 12 dias bajo un fotoperiodo de 12:12 h luz/
oscuridad. La caracterizacion morfoldgica se realizd a
partir de cultivos monospdricos en Ema. Para la iden-
tificacion taxonomica se utilizo la literatura de Barnett
y Hunter (1998). Se obtuvo un aislamiento fangico
consistente a partir del cuerpo del insecto, el cual pre-
sent6 caracteristicas morfologicas afines a Pesotum,
anamorfo perteneciente a uno de los estados del género
Ophiostoma. Sin embargo, la identificacién definitiva a
nivel de especie no pudo establecerse mediante mor-
fologia, debido a la ausencia de estructuras sexuales
(teleomorfo). Por lo tanto, fue necesario realizar la
caracterizacion molecular para corroborar su identidad
taxonomica.

El aislamiento (EMjoc) fue depositado en el
herbario de la Divisién de Ciencias Forestales de la
Universidad Auténoma Chapingo, con el nimero de
registro ucH-DCF401. En medio de cultivo Ema, el hongo
present6 un crecimiento de 45 mm de diametro a los
15 dias, de coloracion marroén clara y un borde externo
blanquecino; al reverso de la caja de Petri se observd
igualmente una tonalidad similar (Figura 1C). Los coni-
didforos sinematosos en el medio de cultivo midieron
378.62 um de altura y presentaron una coloracién de
café clara a oscura (Figura 1D). El aparato conididogeno
se observo ligeramente pigmentado y ramificado. Los
conidios fueron hialinos, oblongos elipsoides, de 4.93 x
2.43 um (Figura 1E).

Para la caracterizacion molecular, se extrajo el ADN
gendmico a partir de micelio con 10 dias de crecimiento
mediante el método ctas (Martinez-Gonzalez et al.,
2017). Posteriormente, las secuencias parciales de las
regiones 175 y -tubulina ((3t) se amplificaron mediante
pcr utilizando los iniciadores ITS4/ITS5 (White et al.,
1990) y Bt12/Bt2b (Glass y Donaldson, 1995), respecti-
vamente. Los amplicones purificados se secuenciaron
en ambas direcciones en un secuenciador asr 3130XL
(Applied Biosystems, Foster City, California, Estados
Unidos) en el Instituto de Biologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Las secuencias resul-
tantes se analizaron, editaron y ensamblaron con el
software BioEdit versiéon 7.0.5 (Hall, 1999) para después
depositarse en GenBank (11s: PX699600; BT: PX829042).
Posteriormente, se compararon con secuencias homo-
logas disponibles en la base de datos del National
Center for Biotechnology Information mediante el pro-
grama Basic Local Alignment Search Tool (BLasT). Los

Pérez-Vera et al.



Ophiostoma asociado a Dendroctonus valens

resultados del andlisis BLAST mostraron que la region
1Ts presentd un 100 % de identidad con la secuencia del
material tipo CBS143458 (No. GenBank: NR_176735.1),
y la region (-tubulina mostré un 100 % de identidad
con la secuencia de la cepa CMW30681 (No. GenBank:
MT637200.1), ambas correspondientes a O. gilletteae
Marinc., Z.W. de Beer & M.J. Wingf.

El andlisis filogenético se basd en una matriz con-
catenada de 11s y {-tubulina (con un total de 1,015
caracteres analizados) y se realiz6 mediante maxima
verosimilitud bajo el modelo TN93 + G + I en mEca 12
(Kumar et al., 2024). Este analisis ubicd al aislamiento
EMjoc dentro de un clado monofilético integrado por
la secuencia de referencia de O. gilletteae y otros ais-
lados de la misma especie. Este clado presentd un valor
de soporte del 97 %, lo que confirma la identificacion
del aislamiento EMjoc como O. gilletteae (Figura 2).
Este hallazgo evidencia la estrecha asociacion ecolo-
gica entre este hongo y el escarabajo descortezador D.
valens. Aunque su presencia habia sido reportada pre-
viamente tanto en Estados Unidos como en China, su
identificacion en el presente estudio amplia su rango
de distribucién conocido en México, confirmando que
esta asociacion es consistente en diferentes contextos
geograficos. A nivel mundial, el complejo de hongos
ophiostomatoides asociados a D. valens comprende 32
especies, dentro de las cuales se incluyen Ceratocystis
collifera Marmolejo & Butin y Leptographium terebrantis
S.]. Barras & T. J. Perry, ambas reportadas previamente
en México, asociadas a Pinus teocote Schiede ex Schltdl.
& Cham. y Pinus leiophylla Schiede ex Schltdl. & Cham.,
respectivamente. La presencia de O. gilletteae sugiere
que la comunidad fuingica asociada al escarabajo puede
variar regionalmente. Los resultados obtenidos amplian
el conocimiento sobre la distribucién de O. gilletteae y su
papel dentro de las interacciones hongo-insecto en las
poblaciones mexicanas de D. valens (Marincowitz et al.,
2020; Marmolejo & Butin, 1990; Terrazas Sanchez, 2006).
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Figura 1. A) Arbol de Pinus montezumae muerto por ataque de descortezadores del género Dendroctonus spp., con presencia de D. valens en la base del tronco (A-B).
Crecimiento de Ophiostoma gilletteae en extracto-malta-agar al 2 % a los 10 dias (C). Conidi6foros sinematosos (D). Conidios (E).
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Figura 2. Filogenia de Ophiostoma gilletteae aislado del cuerpo de Dendroctonus valens, basada en secuencias concatenadas de las regiones 11s y 3-tubulina, reconstruida
mediante el método de méxima verosimilitud en meca 12 con 1,000 réplicas de bootstrap. Los valores de soporte bootstrap > 60 % se indican en los nodos. El aislado
EMjoc se agrupd dentro del clado de O. gilletteae con un soporte del 97 %. Leptographium gordonii (CMW34619) se utilizé como grupo externo. Las cepas tipo se indican
conuna T en negrita.
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