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“Colonizacion y composicion de morfotipos ectomicorricicos en especies de la

familia Nothofagaceae”

Resumen

Los bosques Andinos Patagonicos de Argentina poseen una flora de origen Gondwénico, cuyo
estrato arboreo estd dominado principalmente por especies de la familia Nothofagaceae. Todas
estas especies son ectomicorrizicas (ECM) obligadas. En base a resultados de estudios previos,
en el presente estudio se planted observar los porcentajes de colonizacion y composicion de
morfotipos ECM entre especies hospedantes de la familia con distinto tipo fenoldgico de follaje.
Aplicando técnicas de observacion morfologica y cuantificacion de morfotipos ECM, se busco
determinar si existen diferencias en la diversidad (dominancia y riqueza) y en el porcentaje de
colonizaciéon ECM entre una especie hospedante perennifolia, Nothofagus dombeyi (coihue), y
las especies hospedantes caducifolias, Lophozonia alpina (rauli) y Lophozonia obliqua (pellin).
El muestreo se llevdo a cabo en bosques monotipicos dentro del Parque Nacional Lanin
(Neuquén, Argentina). Se identificaron 30 morfotipos ECM, de los cuales 20 estuvieron
presentes en las tres especies hospedantes. Diversos morfotipos pudieron ser asociados con
taxones particulares identificados previamente mediante técnicas moleculares. Se encontraron
diferencias significativas en el valor de riqueza de morfotipos entre las dos especies caducifolias.
En contraste, no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de colonizacioén ni en
la dominancia de morfotipos entre las tres especies hospedantes. Se concluye que el tipo de
follaje, caducifolio vs. perennifolio, de las especies hospedantes estudiadas no afectaria al
porcentaje de colonizacion ECM ni a la composicion de morfotipos ECM asociados a sus raices.
Otras caracteristicas ambientales y bioldgicas deberan ser evaluadas para comprender las causas

de la relativa uniformidad registrada en las variables cuantificadas.
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INTRODUCCION

Las micorrizas se definen como un tipo de simbiosis entre plantas y hongos que se localiza en la
raiz de la mayoria de las plantas terrestres (Smith & Read, 2008). Diferentes estudios morfo-
anatomicos y filogenéticos evidencian la importancia y los procesos evolutivos ocurridos entre
los hongos y las plantas (Smith & Read, 2008). De acuerdo al origen filogenético de los hongos,
existen varios tipos de micorrizas. Se encuentran, a nivel global, las micorrizas arbusculares
(MA), formadas por hongos pertenecientes a Glomeromycotina (Mucoromycota) (Spatafora et
al., 2016), que colonizan a mas del 80% de las plantas terrestres, y las ectomicorrizas (ECM),
que se encuentran en un 3% de las plantas terrestres. Estas suelen formar extensos bosques sobre
la superficie terrestre, particularmente en las zonas boreales y templadas, donde hongos de los
Phyllum Ascomycota y Basidiomycota, se asocian con especies arbustivas y arbodreas
principalmente de las familias Fagaceae, Nothofagaceae, Myrtaceae, Dipterocarpaceae,
Pinaceae, Salicaceae, Betulaceaec y Fabaceae, entre otras (Ishida et al. 2007; Smith & Read,
2008).

El origen de las ECM se estima en 200 millones de afios y actualmente se reconocen
alrededor de 8000 especies de hongos ectomicorricicos (Pirozynski, 1981; Cairney, 2000). A
diferencia de las MA, las ECM se distinguen por la ausencia de penetracion celular de las hifas
fingicas en las células radicales de sus plantas hospedantes (Smith & Read, 2008). La simbiosis
ECM se caracteriza por la presencia de tres componentes estructurales de la colonizacion fungica

en los apices radicales: 1- un “manto fingico” constituido por hifas especializadas que

envuelven a los apices radicales a manera de capuchon denominado manto, 2- “la red de Hartig”

(zona de intercambio de nutrientes), en donde las hifas del manto ingresan a la raiz ocupando los

espacios intercelulares en la epidermis y la corteza, y 3- “el micelio externo o hifas emanantes”,

que salen del manto al exterior para la exploracion del suelo, sirviendo de nexo con las raices de
otras plantas (Simard et al., 1995; Smith & Read, 2008). Generalmente, los hongos ECM
degradan los compuestos organicos del suelo y le transfieren a la planta compuestos inorganicos,
facilitando de esta forma su nutriciéon (Smith & Read, 2008). Los hongos toman de las raices
carbohidratos y compuestos nitrogenados, entre otros elementos (Smith & Read, 2008). Sin
embargo, el efecto neto del intercambio de nutrientes entre la planta y el hongo es dificil de
predecir (Langley & Hungate, 2003; Tedersoo et al., 2012).

Los bosques Andinos Patagonicos de Argentina poseen una flora de origen Gondwanica
(van der Hammen & Cleef, 1983) cuyo estrato arboéreo, en la provincia fitogeografica
Subantartica, estd dominado principalmente por varias especies de la familia Nothofagaceae

(Cabrera, 1976; Ledn et al., 1998). Todas estas especies son ECM obligadas (Meyer, 1973;
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Palfner, 2001). Existen especies caducifolias y perennifolias que difieren en sus caracteristicas
morfo-fisiologicas (Diehl et al, 2003, 2008; Vivanco & Austin, 2008), lo cual influye en
procesos ecosistémicos tales como el ciclado de nutrientes (Vivanco & Austin, 2008), afectando
a las comunidades de hongos ECM a través de diferentes vias. Por un lado, mediante el aporte al
suelo de materia organica de distinta calidad (Langley & Hungate, 2003), y por el otro, las
plantas perennifolias fijando mayor cantidad de CO,. Las plantas perennifolias estan asociadas a
comunidades micorricicas mas diversas (Andrew & Lilleskov, 2009) y a una mayor produccion
de esporocarpos de las especies fungicas asociadas, por lo que la condicion perennifolia de las
plantas afecta la composicion de la comunidad de hongos ECM (Andrew & Lilleskov, 2009). Por
lo tanto, el cardcter perenne o caducifolio del follaje afectaria el suministro de carbono a los
simbiontes fungicos y eventualmente la composicion de los mismos. En este sentido, se han
observado diferencias significativas entre las comunidades ECM asociadas a bosques de
angiospermas y coniferas (Bills et al., 1986; Villeneuve et al., 1989; Nantel & Newman, 1992),
sugiriendo una posible influencia de los habitos de follajes (perennes vs. caducifolios) sobre las
mismas. La mayoria de los estudios realizados han examinado el efecto de hospedadores
arboreos filogenéticamente distantes sobre las comunidades de hongos ECM (Horton & Bruns,
1998; Cullings et al., 2000; Kennedy et al., 2003; Richard et al., 2005; Walker et al., 2005;
Ishida et al., 2007) y pocos han estudiado la influencia del caracter perenne vs. caducifolio en
especies arboreas congéneres. La excepcion la constituyen estudios sobre especies del género
Quercus, en los que Morris et al. (2008, 2009) encontraron diferencias significativas en la
colonizacién ECM, debidas principalmente a la composicion del suelo.

Las dos aproximaciones metodologicas mas utilizadas para el estudio de las comunidades
ECM en raices son: a) aplicacion de técnicas moleculares a partir del tejido fungico que se
encuentra en las micorrizas y b) la descripcion y caracterizacion morfoldgica del manto e hifas
emanantes y rizomorfos, los cuales varian dependiendo de las especies simbiontes asociadas
(Agerer, 2001). La aplicacion de técnicas moleculares permite la identificacion de especies de
hongos que se encuentran colonizando las raices con alta precision (Gardes & Bruns, 1993;
Horton & Bruns, 2001). Sin embargo, esta metodologia no permite conocer el porcentaje de raiz
colonizada por parte de los hongos. La segunda aproximacion desarrollada principalmente por
Agerer (1996, 1987-1999), puede utilizarse para estudiar y comparar varios aspectos de las
comunidades ECM en relacion a los ambientes y hospedantes arboreos asociados, permitiendo
estimar el porcentaje de colonizaciéon de cada muestra en particular y el tipo de bosque en
estudio en general (Agerer, 1987-1999, 1995; Ingleby et al., 1990; Agerer et al., 2002). Ademas,

permite comparar distintos escenarios ambientales o diferentes situaciones de uso de la tierra
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(Longo et al., 2011). En general, esta técnica se conoce como ‘“morphotyping”. Ambas
aproximaciones pueden ser consideradas complementarias.

En el presente estudio se propone comparar la composicion de morfotipos fungicos ECM
en tres especies de la familia Nothofagaceae que coexisten regionalmente (aquéllas disponibles
en el area de estudio) y que difieren en el tipo de follaje, siendo dos especies del tipo caducifolio,
recircunscriptas recientemente en el género Lophozonia por Heenan & Smissen (2013), L.
obligua (= N. obliqua) y L. alpina (= N. alpina), y una perennifolia, N. dombeyi. Este estudio
complementa a un andlisis previo realizado mediante una aproximacion molecular por Nouhra et
al. (2013).

Se postula que el porcentaje de colonizacion y la composicion de morfotipos ECM
asociados a las especies caducifolias y perennifolias son distintos debido a las diferencias
biologicas entre ellas. En este sentido, y dados los antecedentes mencionados, se predice que el
porcentaje de colonizacion y la diversidad de morfotipos ECM seran mayores en la especie

perennifolia con respecto aquéllas caducifolias.

OBJETIVOS

Objetivo general

Comparar la comunidad de ECM en tres especies de Nothofagaceae [un hospedante perennifolio,
N. dombeyi (coihue), y dos hospedantes caducifolios, L. alpina (rauli) y L. obliqua (pellin)] en

el Parque Nacional Lanin.

Objetivos especificos

¢ Evaluar la diversidad (dominancia y riqueza) de morfotipos ECM en dichos arboles.

® Determinar los porcentajes de colonizaciéon ECM en dichos arboles.

® Describir los morfotipos ectomicorricicos mas abundantes en las tres especies de

Nothofagaceae mencionadas en base a sus caracteres fenotipicos.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Los muestreos se llevaron a cabo en bosques monotipicos de N. dombeyi (coihue), L. obliqua
(pellin) y L. alpina (rauli), dentro del Parque Nacional Lanin, en la provincia de Neuquén,
Argentina (Region andino-patagénica). Se seleccionaron tres areas correspondientes a la
distribucion de las lefiosas en estudio (fig. 1). En las Tablas 1 y 2 se especifican las

caracteristicas de los hospedantes y ubicacion de los sitios de muestreo.



Figura 1. Ubicacion geografica de los sitios de muestreo.

Hospedante Condicion Sitios Réplicas por sitio
N. dombeyi (coihue) Perennifolio A, B, C 8
L. obligua (pellin) Caducifolio A, B, C 8
L. alpina (rauli) Caducifolio A,B,C 8

Tabla 1. Hospedantes y cantidad de réplicas por sitio a muestrear, totalizando 72 muestras.

Sitio | Hospedante | Latitud | Longitud | Altitud | Precipitacion | Temperatura
(m) Media anual | Media anual
(mm) (W9
A-P5 | L. obliqua -40.15 | -71.506 850 2,000 8.3
B-P7 | L. obliqua -40.12 | -71.657 715 2,200 9.4
C-P6 | L. obliqua -40.14 | -71.489 916 1,790 7.8
A-C6 | N. dombeyi -40.12 | -71.657 690 2,000 9.4
B-C8 | N. dombeyi -40.14 | -71.470 907 1,790 7.8
C-C10 | N. dombeyi -40.15 | -71.643 714 2,000 9.4
A-R6 | L. alpina -40.13 | -71.657 769 2,000 8.3
B-R8 | L. alpina -40.13 | -71.701 859 2,200 8.3
C-R4 | L. alpina -40.13 | -71.458 974 1,790 8.3

Tabla 2. Localizacioén geografica y caracteristicas climaticas de los sitios a estudiar. P: pellin (L.

obligua), C: coihue (N. dombeyi), R: rauli (L. alpina).




Disefio del muestreo

En cada una de los sitios de muestreo se recolectaron con sacabocado 8 muestras de raices y
suelo de 25 cm de didmetro x 20 cm de profundidad. Las muestras de suelo fueron tomadas de
arboles maduros (Nourha et al. 2013), a una distancia de 50 a 100 cm aproximadamente del
tronco principal, en la estacion de otofio (2008), coincidiendo con el pico de fructificacion y
actividad fungica en el suelo, segiin Longo et al. (2011) y Nouhra ef al. (2012). Las muestras
fueron acondicionadas en bolsas de polietileno, etiquetadas y conservadas a 4° C hasta su

posterior estudio en el laboratorio.

Separacion de raices

En el laboratorio, las raices fueron separadas cuidadosamente de la muestra de suelo
colocandolas en una bandeja con agua para facilitar la disgregacion del suelo y separadas de los
detritos con el uso de un tamiz de 2 mm bajo agua corriente. Las raices separadas fueron
colocadas en cépsulas de Petri y se extrajeron las particulas de tierra adheridas con el auxilio de

pizetas con agua, pinzas y pinceles.

Caracterizacion ectomicorricica

Para la caracterizacion ECM, los morfotipos fueron identificados y descriptos bajo lupa
estereoscopica WildMS5SA, a partir de los caracteres anatomicos y macro-morfologicos del manto.
Estos incluyeron forma y tipo de ramificacion del apice radical, color del manto, presencia de
hifas emanantes y otras estructuras, tales como, cristales, cistidios y rizomorfos (Agerer, 1991).
A cada morfotipo se le asigndé un ntmero de identificacion. Una vez diferenciados y
caracterizados, cada morfotipo fue fotografiado bajo lupa. Cuando resultd dificultosa la
diferenciacion de morfotipos macroscopicamente similares, se realizaron preparados histoldgicos
a fin de observar bajo microscopio los tejidos fingicos que constituyen las capas del manto,
segun Agerer (1991).

Se define morfotipo como un tipo o el numero de extremos radicales que presentan las
mismas caracteristicas morfologicas y se encuentran en general colonizados por al menos una
especie fungica en particular (Agerer, 1991). A los fines descriptivos, en la Tabla 3, se muestran
dibujos esquematicos de los sistemas de ramificacion y la apariencia superficial, propuestos por

Agerer (1987) y utilizados como referencia.



Sistema de ramificacion

VRS L %

monopodial simple | pinnada irregular Pinnada/piramidal dicotémica irregular

Apariencia general de la superficie
i /)
) .,J’I;t,,JL e
hﬂ\_\\_ﬁ_
W A

sin hifas emanantes | aterciopelada con hifas emanantes | abundantes hifas abundantes hifas
emanantes emanantes, presencia
de rizomorfos

Tabla 3. Representacion esquematica del tipo de ramificacion y apariencia de la superficie,

segun Agerer (1987).

Se realizd una identificacion preliminar de algunos de los taxones presentes como
simbionte fungico en los diferentes morfotipos en base a descripciones de ectomicorrizas de
Nothofagéaceas de Patagonia (Argentina y Chile) previamente publicadas por diferentes autores
(por ej. Agerer et al., 1996; Fernandez et al., 2013, 2015; Nouhra et al., 2013; Salgado Salomon
etal., 2017).

Cuantificacion de las raices ECM

La cuantificacion ECM se determindé mediante la técnica de Gehring & Whitham (1994), con

algunas modificaciones, segun se describe a continuaciéon. Se tomd una sub-muestra al azar

donde las raices fueron colocadas en capsulas de Petri cuadriculadas con compartimentos de

Ixlcm de lado (1ecm?). Las raices fueron sumergidas en agua corriente durante su analisis. Los

items cuantificados fueron los siguientes:

* Extremos radicales colonizados activos (Ca): este valor se obtuvo de la sumatoria de los
totales de los morfotipos, que presentaron caracteres Optimos para su diferenciacion
morfoldgica.

e Extremos radicales colonizados senescentes: corresponde al nimero total de extremos

colonizados que se encontraron con cierto grado de deterioro. Esto se evidencid por manchas



en la coloracion, presencia de rasgaduras en el manto, apices quebrados, deshidratados,
arrugados y ennegrecidos. Estos caracteres de deterioro dificultan la identificacion y
asignacion a un tipo morfoldgico determinado.

* Extremos radicales indiferenciados: carecen de rasgos particulares que los identifiquen con
la presencia de ECM.

e Extremos radicales no colonizados (L): corresponde al numero total de puntas radicales no
colonizadas.

¢ Extremos radicales totales (T): corresponde al nimero total de apices analizados:

T=Ca+L

e Porcentaje de colonizacion: este valor fue calculado dividiendo el nimero de raices
colonizadas sobre el total de raices cuantificadas, multiplicado por 100 (Gehring & Whithan,
1994):

Porcentaje de colonizacion ECM = (Ca/T) * 100

* Porcentaje de colonizacion por morfotipo: este porcentaje fue calculado para cada muestra
dividiendo el numero total de raices colonizadas por cada morfotipo (M) por el total de
raices cuantificadas, multiplicado por 100 (Helm et al., 1999):

Porcentaje de colonizacion por morfotipo= (M /T) * 100

Se calcularon dos indices de diversidad de morfotipos, riqueza y dominancia. La riqueza
se calculd6 como el nuimero de morfotipos diferentes encontrados en cada muestra. La
dominancia se calculd mediante el indice de Simpson (D) para cada muestra:

D =Zn(n-1) / N(N-1)
Donde n = niimero total de apices individuales de cada morfotipo y N = nimero total de apices

colonizados (por todos los morfotipos).

Analisis estadistico

Para evaluar si existen diferencias en el porcentaje de colonizacidn, la riqueza y la dominancia
de morfotipos entre los 3 hospedantes, se realizo un analisis de la varianza (ANAVA, test de
Fisher para comparar medias) de los datos a un factor: hospedadores con tres niveles. Dado que
los valores de riqueza y dominancia no cumplieron con el supuesto de normalidad en todos los
casos, los mismos fueron transformados logaritmicamente (base 10). Los andlisis se realizaron en

el programa Infostat (Di Rienzo, 2012).



RESULTADOS

Colonizacion ECM

Sobre un total de 72 muestras de suelo que fueron recolectadas, 24 por hospedante (8 por cada
sitio), se cuantificaron 23120 extremos radicales. De este total, 9660 se consideraron senescentes
y 265 estaban en estadio indiferenciado, por lo tanto fueron excluidos del analisis. De los 13195
6412 se (48,594%),

correspondiendo a 30 morfotipos ECM diferentes. En el Apéndice 1 se presentan los datos en

extremos radicales restantes, encontraron colonizados activos

detalle de cada muestra. En la Tabla 4 se detallan los principales morfotipos observados en este

trabajo, definidos sobre la base de los esquemas presentados en la Tabla 3.

Imagen del morfotipo

Cf. Russula sp.
1 (Agerer et al.,
1996)

fio amarillen-
to, castafio en
la porcién ba-
sal.

monopodial pin-
nadas a irregu-
larmente pinna-
das generalmen-
te agrupadas de
a varias.

Morfotipo/ Manto Morfologia Hifas emanantes y
Identidad pro- | (color) rizomorfos

bable (M)

M1 Apices casta- | Ramificaciones | Hifas emanantes es-

casas, agrupadas. Su-
perficie del manto de
apariencia aterciope-
lada, cubierto por hi-
fas cortas (cistidios).

M2
Cf. Inocybe sp.
1

Apices blanco
crémeo, beige
en la porcion
basal.

Ramificaciones
pinnadas a irre-
gular pinnadas.

Hifas emanantes es-
casas, largas, forman-
do cordones hifales
delgados, hialinas.

dez et al., 2013)

go tortuosas

M3 Apices ne- No ramificado, Hifas emanantes

Cf. Cenococcum | gros, de apa- | monopodial, api- | abundantes hifas
geophillum riencia carbo- | ces cortos. emanantes, negras,
(Agerer et al., nosa. largas a modo de se-
1996; Flores et tas, sin formar cordo-
al., 1997) nes hifales.

M4 Apices casta- | Ramificacion Hifas emanantes

Cf Genea sp. fios, mas os- numerosas, irre- | abundantes, largas,
(Agerer et al., curos en la gulares a irregu- | hialinas con tonos do-
1996; Fernan- base. lar pinnadas, al- | rados, rigidas, sin for-

mar cordones hifales,
con gran cantidad de
particulas adheridas.

Tabla 4. Caracteristicas de los principales morfotipos definidos e identificacion preliminar de

algunos taxones fingicos (contintia en pag. 10).




Imagen del morfotipo

Morfotipo/ Manto Morfologia Hifas emanantes y
Identidad pro- | (color) rizomorfos

bable

M5 Apices amari- | Ramificaciones | Hifas emanantes es-

Cf. Aleurina sp.

llo-anaranja-
dos, trasluci-
dos.

pinnadas, apices
cortos, algo in-
flados. Superfi-
cie del manto
granulosa por la
presencia de cis-
tidios globosos.

casas o ausentes, sin
rizomorfos.

Mo Apices pardo | Ramificaciones | Hifas emanantes, hia-
Cf. Tomentella grisaceo, algo | piramidales pin- | linas, alargadas. Man-
sp./ Thelephora | verdosos en nadas, agrupa- to con hifas cortas en
sp. (Nouhra et las puntas. das. la superficie, de apa-
al., 2013) riencia velutinosa a
lanosa, con particulas
de suelo adheridas.
M7 Apices beige | Ramificaciones | Hifas emanantes y
Cf. Cortinarius | a castafios, generalmente cordones hifales bien
albocanus (Age- | blanquecino monopodiales a | desarrollados (blanco
rer et al., 1996) | en la base. irregulares. brillante). Los cordo-
Las hifas del nes hifales conectan
manto atrapan el manto de raices
burbujas de proximas.
aire, dando
una aparien-
cia plateada.
M8 Apices amari- | Ramificaciones | Hifas emanantes hia-

Cf. Inocybe sp.
2

llentos a cas-
tafo palidos,
con areas
blanquecinas
con burbujas
de aire atrapa-
das en las hi-
fas externas.

irregulares pin-
nadas, agrupa-
das.

linas, mas o menos
abundantes, alarga-
das. Superficie del
manto irregular.

M9
Cf. Nothofagir-
hiza vinicolor

Apices casta-
fios con areas
blancas y con

Ramificacion
monopodial pin-
nada a irregular.

Hifas emanantes muy
alargadas y abundan-
tes, rosado vinoso.

(Agerer et al., brillos metali- Con aspecto lanoso y
1996) Cos. en general atrapando
particulas del suelo.
MI10 Apices casta- | Ramificaciones | Hifas emanantes hia-
Nothofagirhiza | fios a pardos. | irregulares. linas, dispuestas irre-
marron gularmente, aspecto

aterciopelado del
manto por la presen-
cia de hifas cortas o
cistidios.

Tabla 4. Caracteristicas de los principales morfotipos definidos e identificacion preliminar de

algunos taxones fungicos (continta en pag. 11).
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Imagen del morfotipo

Morfotipo/ Manto Morfologia Hifas emanantes y
Identidad pro- | (color) rizomorfos
bable
M1l Apices blan- | Ramificaciones | Hifas emanantes hia-
Cf. Clavulina cos, transluci- | monopodiales linas dispuestas en
sp. dos con la ba- | simples. grupos cubriendo casi
(Nouhra et al., se castafio toda la superficie del
2013) amarillenta. manto, alargadas y
con particulas de sue-
lo adheridas.
MI12 Apices y base | Ramificaciones | Hifas emanantes muy
Cf. Tomentella castafio oscu- | irregular pinna- | abundante y largas ,
sp. (Salgado Sa- | ro, manto das, simples. dispuestas en mecho-
lomon et al., opaco. nes, castaflo doradas.
2017)
MI13 Apices casta- | Ramificaciones | Hifas emanantes
Nothofagirhiza | fio amarillen- | irregular pinna- | blanquecinas a hiali-
castaiia tos, algo tras- | das. nas, alargadas, muy
lucidos. abundantes, dando
una apariencia lano-
sa.
Ml14 Apices pardo | Ramificaciones | Hifas emanantes lar-
Cf. Tomentella verdosos. monopodial, gas, hialinas agrega-
sp. (Salgado Sa- simples. das en pequefos fas-
lomén et al., ciculos y otras cortas
2017) distribuidas unifor-
memente en el man-
to.
MI15 Apices cré- Ramificaciones | Hifas emanantes, cor-
Cf. Laccaria sp. | meos, algo ro- | pinnadas a irre- | tas y cistidios en la
(Godoy & Palf- | sados. gular pinnadas. superficie del manto,
ner, 1997) dando una apariencia
terciopelada.
MI16 Apices casta- | Ramificaciones | Hifas emanantes hia-
Cf. Tomentella fio verdosos, | pinnadas a pira- | linas, maso menos
sp. (Salgado Sa- | palidos algo midales. cortas distribuidas de
lomoén et al., traslucidos. forma irregular sobre
2017) el manto.

Tabla 4. Caracteristicas de los principales morfotipos definidos e identificacion preliminar de

algunos taxones fungicos (contintia en pag. 12).
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Imagen del morfotipo

Cf. Tomentella
ellissi (Fernan-

ranja hacia el
apice.

irregular a dico-
tomica.

Morfotipo/ Manto Morfologia Hifas emanantes y
Identidad pro- | (color) rizomorfos

bable

M17 castafio-na- Ramificacion aterciopelada con es-

casas hifas emanan-
tes.

dez et al., 2013)
MI18 Castano ama- | Ramificaciones | Hifas emanantes es-
Cf. Russula sp. rillento en la | piramidales pin- | casas, alargadas, su-
2 (Agerer et al., | base, blanco nadas, bien desa- | perficie finamente
1996) translucido rrolladas. afelpada.

hacia los api-

ces.
M19 Castaio oscu- | Monopodial ape- | Sin hifas emanantes,
Cf. Tuber sp. ro. nas ramificada. manto con brillo cé-
(Agerer et al., reo.
1996)

Tabla 4. Caracteristicas de los principales morfotipos definidos e identificacion preliminar de

Porcentaje de colonizacion

algunos taxones fungicos.

El porcentaje de colonizacion varié del 42 al 48% segin el hospedante, sin observarse

diferencias significativas entre ellos (F=0,304; p=0,739) (fig. 2).

60+

45

30+

% de colonizacion

15

coihue

pellin rauli

Fig. 2. Porcentaje de colonizacion por ECM en las tres especies de Nothofagaceas. Medias con

igual letra no son significativamente diferentes.
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Los morfotipos que presentan los mayores porcentajes de colonizacion (superiores al 2%)
son diferentes en coihue (N. dombeyi) respecto a rauli (L. alpina) y pellin (L. obliqua), con la
excepcion del M3 (Tabla 5). En estas dos ultimas especies, los morfotipos M3, M6, M7 y M17
presentan los mayores porcentajes de colonizacion, si bien el orden creciente es diferente entre

ambas (Tabla 5).

coihue pellin rauli
porcentaje de porcentaje de porcentaje de
morfotipo colonizacion morfotipo colonizacion morfotipo colonizacion
M9 10.71 M6 16.31 M17 12.14
M2 7.84 M17 10.63 M3 11.44
M3 4.48 M3 6.39 M6 4.98
M1 3.49 M7 2.56 M7 3.01
M15 3.25 MS 2.44 M12 2.27
M4 2.46 otros (20) 10.63 otros (21) 15.31
M14 2.24
otros (18) 12.87

Tabla 5. Porcentaje de colonizacion por morfotipos ECM en las tres especies de Nothofagaceas.
Se muestran los valores de los morfotipos mas frecuentes (porcentajes > 2%), en orden

descendente, y los restantes en conjunto [otros (cantidad de morfotipos)].

Composicion de morfotipos ECM
Del total de morfotipos identificados (30), 20 se encontraron en las tres especies hospedantes, en
tanto que dos fueron exclusivos de rauli (L. alpina) y otros dos de pellin (L. obliqua). De los seis
morfotipos restantes, uno se encuentrd en pellin y en rauli, dos en pellin y coihue, y tres en
coihue y rauli.

Los valores de riqueza de morfotipos en cada especie hospedante se ubicaron entre 4-7
(fig. 3), con un minimo de 1 y un méaximo de 13-14 en algunas muestras de las tres especies.
Solo se observaron diferencias significativas entre pellin y rauli (F=2,425; p=0,096), las dos
especies caducifolias. Este Ultimo presentd un valor de riqueza significativamente mayor
respecto a pellin, mientras que coihue (N. dombeyi) no mostr6 diferencias significativas respecto

a las otras dos especies (fig. 3).
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coihue pellin rauli

Fig 3. Riqueza de morfotipos ECM en las tres especies de Nothofagaceas. Letras distintas muestran

diferencias significativas entre medias.

Los valores calculados para cuantificar la dominancia se ubicaron alrededor de 0,45 en
las tres especies hospedantes (fig. 4), sin registrarse diferencias significativas entre las mismas

(F=0,934; p=0,398).

0,60+

a
a a
0,45-
0,30-
0,15
0,00 .

coihue pellin rauli

dominancia

Fig 4. Dominancia de morfotipos ECM en las tres especies de Nothofagaceas. Medias con igual

letra no son significativamente diferentes.

DISCUSION
En este trabajo se planted como objetivo evaluar si existen diferencias en el porcentaje de

colonizaciéon ECM y en la composicién de morfotipos asociados entre especies hospedantes de la
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familia Nothofagaceae (géneros Nothofagus y Lophozonia) de tipo perennifolia y caducifolias.
Los resultados no mostraron entre las especies hospedantes diferencias significativas en los
porcentajes de colonizaciéon y de dominancia de morfotipos ECM. Esto se contrapone con
estudios anteriores en especies de tipo caducifolias y perennifolias de Quercus (por ej. Morris et
al., 2008). En cuanto a la riqueza de morfotipos, hubo diferencias significativas entre las dos
especies hospedantes caducifolias, pellin (N. obliqua) y rauli (L. alpina). Estos resultados
sugieren que el tipo de follaje no afecta la composicion de morfotipos ectomicorricicos en
especies de Nothofagaceas. Al respecto, Nouhra ef al. (2013), analizando secuencias de rADN,
no observaron diferencias significativas en la composicion de las comunidades y la biodiversidad
fingica asociada a cada una de las tres especies de Nothofagaceas (72 especies en base a 97% de
similitud de secuencias ITS), por lo que tampoco existen diferencias a este nivel al contrastarse
las especies hospedantes.

Los porcentajes de colonizacion cuantificados (42-48%) son menores a los registrados en
estudios previos realizados en especies de Nothofagaceae de la Patagonia, en los que supera el
70% (Diehl et al., 2008; Longo et al., 2011; Fernandez et al., 2013, 2015). Estos valores se
registraron en otofio, siendo esta la estaciéon mas favorable, segiin se ha observado en rauli (L.
alpina = N. alpina = N. nervosa; Fernandez et al., 2015). El porcentaje de colonizacion fue
similar en las tres especies hospedantes analizadas, por lo que estos bajos porcentajes podrian
deberse al efecto de condiciones climatoldgicas adversas a nivel local que afectaron la
colonizacién durante el periodo analizado (por ej. la erupcion del volcan Chaitén en el afo
2008).

Entre los morfotipos encontrados en las especies hospedantes, algunos presentan
caracteristicas anatdmicas que se corresponden con taxones particulares, como por ejemplo el
M19 con Tuber sp. (segun Agerer et al., 1996) o el M3 con Cenococcum geophillum (segun
Flores et al., 1997). Cenococcum geophillum ha sido encontrado en asociacion con varias
especies hospedantes de Nothofagus [por ej. Flores et al. (1997), Fernandez et al. (2013), Nouhra
et al. (2013)], asi como en otras especies de arboles nativos e introducidos (Garrido, 1988),
respondiendo a su naturaleza cosmopolita y a su caracter generalista como simbionte. De hecho,
el M3 presentd uno de los mayores porcentajes de colonizacion en las tres especies hospedantes.
Las caracteristicas de varios morfotipos descriptos en este trabajo se corresponden con ECM de
Nothofagaceae identificados mediante estudios moleculares en el Parque Nacional Lanin
(Nouhra et al., 2013), tales como Clavulina, Tomentella sp., Cortinarius sp. € Inocybe sp. Esto
confirma la identificacion de las muestras analizadas en este estudio. Se ha demostrado que

especies micobiontes muy comunes, Laccaria, Cenococcum, Clavulina, Inocybe y Tomentella,
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poseen poca preferencia en relacion a sus hospedantes, lo que indicaria su asociacion ambigua
con las tres especies de Nothofagaceae estudiadas (Horton & Bruns, 1998; Kennedy et al., 2003;
Richard et al., 2005; Nara, 2006; Ishida ef al., 2007; Morris et al., 2008; Tedersoo et al., 2008).
Ademas, el M9, Nothofagirhiza vinicolor, podria tratarse de una especie de Cortinarius aun no
descripta (Kuhar et al., no publicado).

Noubhra et al. (2013) encontraron una comunidad ECM relativamente diversa en cuanto a
grupos taxondmicos, con algunos linajes predominantes (por ej. /cortinarius, /inocybe,
/tomantella-telephora), siendo estas comunidades altamente similares entre las especies
hospedantes de Nothofagiceas. Estos linajes ECM también predominan en especies de
Nothofagaceaes de Nueva Zelanda y Australia (Tedersoo et al., 2008, 2009). Si bien en este
trabajo solo se encontraron diferencias significativas en la riqueza de morfotipos entre las dos
especies caducifolias (pellin y rauli), las comunidades ECM presentan algunas diferencias en
composicion entre los tres hospedantes, de acuerdo a los porcentajes de colonizacion de
morfotipos registrados. Sin embargo, analizando en conjunto los porcentajes de colonizacion por
morfotipo y los valores de dominancia calculados, se puede deducir que en las tres especies
hospedantes ningin morfotipo es dominante. En consecuencia, las diferencias en los porcentajes
de colonizacion de los distintos morfotipos entre las especies de Nothofagdceas no son
significativas, por lo que se podria pensar que se trata de comunidades bastante similares.

La falta de diferenciacion de la comunidad ECM entre las especies hospedantes podria
deberse a la proximidad genética entre las especies de Nothofagéceas, favorecida ademas por la
ocurrencia de hibridacion natural interespecifica registrada (por ej. Donoso et al., 1990; Quiroga
et al., 2005). Al respecto, Ishida et al. (2007) encuentran que especies hospedantes cercanas
taxondmicamente estan asociadas a comunidades ECM similares, habiendo estudiado
hospedantes de las familias Pinaceae, Betulaceae y Fagaceae. Por su parte, Horton & Bruns
(1998) y Cullings et al. (2000), no encontraron diferencias en la composicion de las
comunidades ECM asociadas a arboles hospedantes de diferentes géneros de Pinaceae
(Pseudotsuga-Pinus y Pinus-Picea, respectivamente). En el caso particular de especies de
Nothofagus subgén. Nothofagus, la filogenia basada en ADN del cloroplasto esta estructurada
geograficamente, segun registraron Acosta & Premoli (2010) estudiando 10 localidades
regularmente distribuidas a lo largo de un rango latitudinal desde Neuquén hasta Tierra del
Fuego. Esto significa que un tnico haplotipo es compartido por todas las especies de una misma
localidad, que a su vez es diferente de las restantes. En cuanto a Nothofagaceas del género
Lophozonia, las secuencias de ADN del cloroplasto son altamente conservadas entre poblaciones

de L. obliqua (pellin) y L. alpina (rauli; = N. nervosa) segun Acosta & Premoli (2010), que
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incluyeron estas especies como grupo externo. Teniendo en cuenta estos antecedentes, y a pesar
de la diferente escala de analisis estudiada por Acosta & Premoli (2010), una posible explicacion
para la similitud de las comunidades ECM asociadas a las Nothofagaceas podria ser la
combinacion de cercania filogenética y coocurrencia espacial de las especies hospedantes, quizas

produciendo un efecto de homogeneizacion de la comunidad ECM asociada.

CONCLUSIONES

Se observaron diferencias significativas en la riqueza de morfotipos solo entre las especies
caducifolias (pellin y rauli).

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de colonizacion y la dominancia de
morfotipos entre los tres hospedantes.

Una alta proporcion de los morfotipos (20 de 30 identificados) estd presente, en porcentajes
variables, en las tres especies hospedantes.

La naturaleza caducifolia o perennifolia del follaje de las especies hospedantes no afectaria al

porcentaje de colonizacion ECM ni a la composicion de morfotipos ECM asociados.

APRECIACIONES FINALES

e Se sugiere realizar muestreos en diferentes estaciones, dadas las diferencias fenologicas entre
las especies hospedantes y sus hongos asociados.

e Seria conveniente replicar los andlisis en diferentes localidades, distantes a lo largo del rango
de distribucion latitudinal de las especies de Nothofagéceas, a los fines de evaluar si existe
relacion sitio-diversidad de micorrizas.

e Se sugiere estudiar el factor altitud en las distintas latitudes y dentro de cada sitio, puesto que
la altura del cordon montafioso andino disminuye hacia el sur. Es interesante destacar que a
lo largo del gradiente latitudinal muestreado por Acosta & Premoli (2010), la altitud del
cordon montafioso andino disminuye hacia el sur. La diversidad de las comunidades ECM
podria estudiarse en relacion a esta variable ya que Nouhra et al. (2013) encontraron que la
altitud tiene un fuerte efecto sobre la estructura de las comunidades ECM asociadas con
Nothofagaceas. De esta manera, se podria evaluar si la diversidad de las comunidades ECM

se relacionan en tiempo y espacio con los hospedantes de la region.
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Apéndice 1. Datos cuantificados por muestra (continua en pag. 23).

Apices ra-
Riqueza Apices radi- Apices radi- dicales co- Porcentaje de
de morfo- Dominancia de cales senes- cales no lonizados  colonizacion

Hospedante Sitio tipos morfotipos centes colonizados  activos ECM

Coihue 10 2 0,6111111 201 115 124 7,2580645
Coihue 10 5 0,53 109 13 38 65,789474
Coihue 10 10 0,4608581 91 96 292 67,123288
Coihue 10 5 0,2339181 102 76 95 20
Coihue 10 2 0,3333333 15 89 92 3,2608696
Coihue 10 5 0,3257467 132 63 101 37,623762
Coihue 10 6 0,492604 135 43 196 78,061224
Coihue 6 12 0,2063392 88 55 194 71,649485
Coihue 6 13 0,1104417 87 78 162 51,851852
Coihue 6 5 0,3522174 212 15 233 93,562232
Coihue 6 12 0,1555927 103 36 191 81,151832
Coihue 6 2 0,8461538 115 70 83 15,662651
Coihue 6 11 0,2295392 113 142 240 40,833333
Coihue 6 4 0,1785714 162 143 151 5,2980132
Coihue 6 6 0,3042952 92 110 168 34,52381
Coihue 6 7 0,2510885 112 63 116 45,689655
Coihue 8 7 0,2170207 244 94 218 56,880734
Coihue 8 1 1 50 55 106 48,113208
Coihue 8 6 0,4635911 74 39 106 63,207547
Coihue 8 4 0,3225806 83 91 154 40,909091
Coihue 8 2 0,9814814 176 193 301 35,880399
Coihue 8 3 0,3422459 192 176 210 16,190476
Coihue 8 1 1 93 35 36 2,7777778
Coihue 8 3 0,575 154 38 54 29,62963
Pellin 5 4 0,4283121 85 72 130 44,615385
Pellin 5 4 0,4435064 115 67 123 45,528455
Pellin 5 3 0,3614299 213 137 291 52,920962
Pellin 5 4 0,2465986 66 98 147 33,333333
Pellin 5 5 0,6579488 133 21 104 79,807692
Pellin 5 2 0,9306269 50 30 170 82,352941
Pellin 5 0 0 8 7 7 0
Pellin 5 2 0,7908496 126 32 50 36
Pellin 6 3 0,4420168 112 1 36 97,222222
Pellin 6 3 0,3333333 239 82 91 9,8901099
Pellin 6 6 0,3657936 186 97 322 69,875776
Pellin 6 3 0,4908833 72 115 261 55,938697
Pellin 6 2 0,5714285 206 198 219 9,5890411
Pellin 6 1 1 30 11 22 50
Pellin 6 5 0,3445054 56 124 229 45,851528
Pellin 7 3 0,5454545 79 34 56 39,285714
Pellin 7 5 0,5289514 212 138 210 34,285714
Pellin 7 5 0,6449982 94 38 190 80
Pellin 7 5 0,2575757 153 42 54 22,222222
Pellin 7 4 0,82170543 181 130 173 24,855491
Pellin 7 4 0,37635335 165 15 143 89,51049
Pellin 7 6 0,5143859 231 162 238 31,932773
Pellin 7 6 0,2626262 70 13 68 80,882353
Pellin 7 6 0,319073084 184 99 133 25,56391
Pellin 7 4 0,314264597 190 215 380 43,421053




Apéndice 1. Datos cuantificados por muestra (continuacion).

Riqueza Apices radi- Apices radi- Apices ra- Porcentaje de
de morfo- Dominancia de cales senes- calesno  dicales co- colonizacion

Hospedante Sitio tipos morfotipos centes colonizados lonizados ECM

Pellin 7 13 0,210928962 117 34 95 64,210526
Rauli 4 2 0,590769231 113 217 243 10,699588
Rauli 4 10 0,702579979 60 75 246 69,512195
Rauli 4 2 0,952380952 84 29 71 59,15493
Rauli 4 4 0,625730994 119 78 97 19,587629
Rauli 4 4 0,611111111 29 5 33 84,848485
Rauli 4 4 0,571428571 110 231 239 3,3472803
Rauli 4 8 0,287339972 215 189 227 16,740088
Rauli 6 13 0,227070707 125 136 236 42,372881
Rauli 6 10 0,172282505 214 178 281 36,654804
Rauli 6 7 0,304347826 105 95 142 33,098592
Rauli 6 14 0,327536232 263 13 83 84,337349
Rauli 6 11 0,63705157 199 69 293 76,450512
Rauli 6 6 0,693223443 161 117 222 47,297297
Rauli 6 6 0,163306452 66 47 79 40,506329
Rauli 6 3 0,636060718 121 39 113 65,486726
Rauli 6 5 0,398947368 303 296 372 20,430108
Rauli 6 6 0,477192982 173 60 156 61,538462
Rauli 8 6 0,511892893 69 72 191 62,303665
Rauli 8 11 0,157675753 38 82 287 71,428571
Rauli 8 5 0,233918129 91 81 100 19
Rauli 8 7 0,269234467 35 194 517 62,475822
Rauli 8 11 0,158362799 105 190 496 61,693548
Rauli 8 4 0,268686869 211 131 186 29,569892
Rauli 8 2 0,4 137 28 33 15,151515
Rauli 8 8 0,518647339 103 83 541 84,658041




