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Ectomicorrizas en Salix humboldtiana Willd.: patrones de asociacién y
especificidad en un gradiente amplio de distribucion en Argentina

Resumen

En Argentina, se conocen varios arboles ectomicorricicos (ECM): Salix
humboldtiana, Alnus acuminata y las especies de la familia Nothofagaceae. Estas, se
encuentran distribuidas a lo largo del pais en un gradiente latitudinal. En el norte A.
acuminata habita en la region fitogeografica de Las Yungas, solapandose con la
distribucion de S. humboldtiana en las provincias de Salta, Jujuy y Tucumén. Esta
especie de Salix se extiende hacia el sur a través de la regiobn Pampeana, hasta el norte
de la Patagonia, donde se solapa con la distribucion andina de las especies de
Nothofagaceae. A la fecha se propone que las especies de Salix serian generalistas en
la asociacion ECM, si bien por el momento no hay estudios que evallen concretamente
la especificidad de Salix humboldtiana. El objetivo de este trabajo fue dilucidar si S.
humboldtiana presenta algun grado de especificidad respecto a las especies fungicas
ectomicorricicas a las cuales se asocia en Argentina. Para esto se evaluo si las raices
de S. humboldtiana se asocian exclusivamente a hongos ECM provenientes de su
propia rizésfera o tienen la capacidad de asociarse a hongos pertenecientes a la
rizosfera de arboles ECM con rango de distribucién solapados, como lo son A.
acuminata y especies de la familia Nothofagaceae. Para ello se hicieron crecer en
condiciones controladas de invernadero plantines de S. humboldtiana con cinco in6culos
micorricicos de suelos diferentes. Tres indculos fueron provenientes de su propia
rizosfera de las regiones norte, centro y sur de Argentina, y dos con inéculo de la
rizésfera de arboles que habitan en simpatria con S. humboldtiana como lo son Alnus
acuminata y especies de Nothofagaceae. A partir de las raices se determiné el
porcentaje de colonizacién micorricica total, el porcentaje de colonizacién de cada
morfotipo, y la diversidad y riqueza de los mismos para cada uno de los cinco in6culos.
Los principales resultados fueron: 1) Las raices de S. humboldtiana se colonizaron
exclusivamente por hongos ECM provenientes del in6culo micorricico de su propia
rizosfera de las zonas norte y centro. 2) Se identificaron un total de nueve morfotipos
ECM. 3) La diversidad y riqueza de morfotipos fue igual para los plantines tratados con
suelo de S. humboldtiana de las zonas norte y centro. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que S. humboldtiana seria especifico para la asociacion ECM y que las
especies fungicas a las cuales se asocia se mantienen relativamente constantes desde

el norte al centro de su distribucion en Argentina.
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Introduccion

La simbiosis ectomicorricica es el tipo dominante de asociacion en un gran grupo
de plantas lefiosas y humerosos hongos Basidiomycota y Ascomycota (Landeweert et
al, 2001; Smith & Read, 1997). Existen unas 7750 especies de hongos ectomicorricicos
descriptas, siendo ésta una estimacion conservadora (Rinaldi et al, 2008), distribuidas
en aproximadamente 251 géneros de hongos comprendidos en alrededor de 78 linajes
predefinidos (Tedersoo et al, 2010 y Tedersoo & Smith, 2013). Las ectomicorrizas (ECM)
como estructura anatomica se ubican en los extremos de las raices secundarias mas
finas y se caracterizan por la presencia de tres componentes estructurales: 1. Un manto
de hifas fungicas que envuelve la raiz, 2. Una red de hifas (Red de Hartig) presente
entre las células epidérmicas y corticales de la raiz y 3. Sistema de hifas o micelio
extraradical que se proyecta hacia afuera de la raiz y esta en contacto con el suelo
circundante (Smith & Read, 2008). Estos componentes son entidades metabdlicas
activas que en conjunto proporcionan nutrientes esenciales (fésforo, nitrégeno, etc.) a
la planta hospedadora, a cambio de la provision de carbohidratos, haciendo de esta
relacién una simbiosis mutualista (Martin et al, 2001). En la anatomia y organizacion de
estos tejidos flngicos (manto) se basa la descripcion de morfotipos ectomicorricicos,
con el fin de facilitar su estudio (Agerer, 1991). Los morfotipos presentan caracteristicas
particulares a cada par de especies en simbiosis (hospedante vegetal/especie fungica),
y se han utilizado ampliamente para el estudio de las ectomicorrizas (Agerer, 1991). Por
otra parte, se conocen alrededor de 6000 especies de plantas ECM (Brundrett, 2009) y
aunque es un numero relativamente pequefo, probablemente menor del 5% (Meyer,
1973) del total de faner6gamas, su importancia global es considerable por la
desproporcionada ocupacién de la superficie terrestre, formando extensos bosques
distribuidos en las regiones templadas y frias del planeta, y por su valor econémico como
principales productores de madera. Mas especificamente, en Argentina se conocen
hasta el momento las siguientes especies arboreas ectomicorricicas: sauce criollo (Salix
humboldtiana Willd., Salicaceae), aliso del cerro (Alnus acuminata Kunth, Betulaceae) y
varias especies de Nothofagaceae: rauli (Lophozonia alpina (Poepp. & Endl.) Oerst.),
roble pellin (L. obliqua (Mirb.) Oerst.); fire (Nothofagus antarctica (G. Forst.) Oerst.),
coihue (N. dombeyi (Mirb.) Oerst.), lenga (N. pumilio (Poepp. & Endl.) Krasser) y guindo
(N. betuloides (Mirb.) Oerst.).



Los sauces (Salix L.) se distribuyen principalmente en el Hemisferio Norte con
algunos pocos representantes en el Hemisferio Sur (Kuzovkina, 2008). S. humboldtiana
0 sauce criollo es la Unica especie nativa de América del Sur (Ragonese et al, 1987;
Garcia Berguecio & Ormazabal Pagliotti, 2008) y habita margenes de rios y riberas
arenosas (Liotta, 2001) desde México hasta la region sur de Argentina (Chubut)
(Ragonese, 1987; Demaio et al, 2002). Hasta el momento se han identificado unas
pocas especies de hongos Basidiomycota ECM asociados a sus raices y en estudios
restringidos a ejemplares del centro de Argentina como asi también, especies fungicas
formadoras de micorrizas arbusculares (MA) y hongos endofitos septados oscuros (SO)
(Lugo et al, 2012; Becerra et al, 2009a; Fracchia et al, 2009).

El género Alnus Mill. posee una distribucién similar a Salix con numerosas
especies distribuidas en el hemisferio Norte, y una Unica especie en América del Sur, A.
acuminata, que habria migrado desde México a lo largo de los Andes hasta el norte de
Argentina (Furlow, 1979; Holdrige, 1951; Russo, 1990; Kennedy et al, 2011; Nouhra et
al, 2015). En Argentina, A. acuminata se distribuye en bosques de montafia entre los
1700 y 2700 m s.n.m. en la regién biogeogréafica de las Yungas (Grau et al, 2003),
asociandose en simbiosis con hongos ECM, MA y actinobacterias fijadoras de nitrégeno
del género Frankia (Molina, 1981; Nouhra et al, 2015; Becerra et al, 2005a; Becerra et
al, 2009b).

Por otra parte, Nothofagus y Lophozonia (Nothofagaceae) habitan en el
hemisferio Sur, encontrandose actualmente varias especies en América del Sur,
Australia, Nueva Zelanda, Nueva Caledonia y Tasmania (Swenson et al, 2001). En la
region Patagonica, las Nothofagaceas constituyen el mayor componente de los bosques
templados subantéarticos (Fernandez et al, 2015; Trierveiler-Pereira et al, 2014). Las
raices de estas especies son colonizadas por una gran variedad de hongos ECM
(Nouhra et al, 2013; Fernandez et al, 2015), y en menor medida se han registrado
asociaciones con SO en plantas cultivadas en invernadero (Salgado Salomén et al,
2013) y en arboles de L. alpina (Fernandez et al, 2015), y con MA en N. dombeyi
(Bidartondo et al, 2002).

Cabe destacar que estas especies arboreas se encuentran distribuidas a lo largo
del territorio argentino en un gradiente latitudinal. En el norte A. acuminata se distribuye
en la regidn fitogeogréfica de Las Yungas, alcanzando su punto mas austral en la
provincia de Catamarca (Becerra et al, 2005b), y solapandose con la distribucion de S.
humboldtiana en las provincias de Salta, Jujuy y Tucuman (Ragonese, 1987) en los
cinturones de vegetacion intermedios y bajos de las Yungas. Esta especie de Salix se
extiende hacia el sur a través de la region Pampeana, alcanzando el norte de la

Patagonia, donde se solapa nuevamente, pero en este caso con la distribucién andina
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de las especies de Nothofagus y Lophozonia (Nouhra et al, 2012; Trierveiler-Pereira et
al, 2014).

Numerosas evidencias empiricas postulan que la composicién de especies de
las comunidades de hongos ECM se encuentra modelada por la interaccion de varios
factores que operan a diferentes escalas e incluyen procesos histoéricos, ecolégicos y
ambientales, entre otros (Taylor, 2008; Tedersoo et al, 2012). En algunos casos, un
buen predictor de la composicién de especies de las comunidades de hongos ECM es
la presencia y dominancia de determinadas plantas huésped (afiliacion taxondmica)
(Bahram et al, 2012; Urbanova et al, 2015) que a su vez pueden poseer preferencias a
la hora de asociarse con sus simbiontes, lo que se conoce como rangos de receptividad,
que varian desde un numero restringido a uno mas amplio de socios flngicos, y
pudiendo ademas constituir simbiosis facultativas u obligadas y de mayor o menor
especificidad (Molina et al, 1992). Por ejemplo, se propone que especies arbéreas de
alta especificidad ECM y amplia distribucién geogréafica presentan una comunidad
fungica estable. Kennedy et al (2011) y Nouhra et al (2015), analizaron hongos ECM
asociados a las especies de Alnus del continente americano y observaron que la
composicion de las comunidades flingicas se mantiene constante, con pocas diferencias
a nivel global y sus hospedantes muestran una alta especificidad por sus simbiontes,
asociandose con especies fungicas de un set acotado de linajes ECM. Por otro lado,
resulta dificil predecir las comunidades ECM asociadas a especies arbéreas de baja
especificidad o rangos de receptividad amplios, debido a que pueden ser otros los
factores que determinan la asociacion. Es por esto que, ademas de la influencia que
tiene la especie hospedadora (afiliacion taxonémica) y sus niveles de especificidad y
rango de receptividad, las condiciones bio6ticas y abibticas propias de cada region
(Brundrett, 1991; Taylor, 2008; Bahram et al, 2012; Tedersoo et al, 2012; Toljander et
al, 2006) y la estacion (Harvey et al, 1978; Becerra et al, 2005a; Becerra et al, 2005c)
pueden afectar de manera directa la composicion de las comunidades de hongos ECM.
Ademas, se ha visto que la abundancia de los morfotipos y especies fungicas puede
variar con el transcurso del tiempo (Miller et al, 1992).

Los é&rboles ectomicorricicos nativos de Argentina presentan diferentes grados de
especificidad. A. acuminata ha mostrado alta especificidad, por unos pocos linajes de
hongos ECM (Becerra et al, 2005a; Becerra et al, 2005c; Kennedy et al, 2011; Nouhra
et al, 2015). Ademas, es una especie altamente dependiente de su comunidad fungica
para poder suplir el alto consumo de fosforo demandado por las actinobacterias
simbiontes, Frankia, en la fijacion de nitrdgeno en sus raices (Benson & Clawson, 2000).
Por otro lado, las especies de los géneros Nothofagus y Lophozonia, son menos

especificas y se consideran de rango de receptividad amplio ya que se asocian a un
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mayor numero de simbiontes ECM de linajes diversos (Nouhra et al, 2013; Fernandez
et al, 2015; Tedersoo et al 2008; 2009). Al igual que A. acuminata, son simbiontes ECM
obligados y esto resulta l6gico porque los suelos andino-patagénicos poseen alta
retencion de fosforo y por ello este nutriente esté limitado para el uso de las plantas
(Diehl et al, 2008; Mazzarino & Gobbi, 2005). Por ultimo, se ha propuesto que Salix spp.
poseen baja especificidad y se asocian con hongos ECM que presentan una distribucion
cosmopolita y que serian compatibles con una amplia gama de huéspedes (Nara &
Hogetsu, 2004; Nara, 2006; Tedersoo et al, 2010; Tedersoo et al, 2013; Ryberg et al,
2011). Por otro lado, se sabe que las especies de Salix de otras regiones son facultativas
para la simbiosis ECM (Meyer, 1973). En Argentina no hay estudios que evalluen los
patrones de asociacién y especificidad de S. humboldtiana respecto a las comunidades
fungicas asociadas a su rizosfera en un gradiente amplio de distribucion.

Por lo expuesto anteriormente, el objetivo de este trabajo es dilucidar si S.
humboldtiana presenta algin grado de especificidad respecto a las especies
ectomicorricicas a las cuales se asocia en Argentina. Para esto se evaluara si las raices
de S. humboldtiana se asocian exclusivamente a hongos ECM provenientes de su
propia rizosfera o tienen la capacidad de asociarse, ademas a hongos pertenecientes a
la rizésfera de arboles ECM con rango de distribucién solapados en Argentina, como lo
son A. acuminata y especies de la familia Nothofagaceae. De acuerdo a los
antecedentes reportados hasta el momento para la mayoria de las especies de Salix se
predice que S. humboldtiana se asocie a hongos ECM pertenecientes a su propia
rizosfera y a la rizosfera de A. acuminata y Nothofagaceae. Es decir que el factor
afiliacion taxonémica de los simbiontes ECM tenga una baja incidencia en la
composicion de especies asociadas a sus raices. Por lo tanto, se postula que la
composicion de especies de hongos ECM en las raices de S. humboldtiana en su amplia
distribucion estara principalmente explicada por la disponibilidad de inoculo de cada
rizésfera. Se propone, que las comunidades fungicas asociadas a las raices de S.
humboldtiana seran distintas entre las tres regiones de estudio. Para ello se hara crecer
en condiciones controladas de invernadero plantines de S. humboldtiana con inéculo
micorricico proveniente de su propia rizosfera de tres regiones (norte, centro y sur de
Argentina) y con ino6culo micorricico de la rizésfera de las otras especies arbéreas en
cuestion, Alnus acuminata y especies de Nothofagaceae, que habitan en simpatria con
S. humboldtiana, pero con rangos mutuamente excluyentes entre ellas dos, en las

regiones norte y sur del pais, respectivamente.



Objetivos
-Objetivo general
e Evaluar si S. humboldtiana tiene algun grado de especificidad o no respecto a los
hongos ECM a los que se asocia en Argentina.

-Objetivos particulares

e Estimar el porcentaje de colonizacion ECM total y porcentaje de colonizacion de
cada morfotipo ECM en cada muestra y tratamiento.

¢ Cuantificar la riqueza y diversidad de morfotipos ECM asociados a S. humboldtiana
en los tratamientos con diferentes suelos utilizados como inéculo y tiempos de
cosecha.

e Evaluar si existen diferencias en el porcentaje de colonizacion total ECM y de cada
morfotipo y en la diversidad y riqgueza de los morfotipos segun los tratamientos
procedencia del inéculo y tratamiento tiempo de cosecha.

e Describir macro morfolégicamente y fotografiar los morfotipos ECM observados.

Materiales y métodos
Obtencién de estacas de Salix humboldtiana

En invierno, se obtuvieron 60 estacas de 30-40 cm de largo y 1-5 cm de diametro
a partir de ramas del afio anterior de un individuo de S. humboldtiana en la localidad de
La Calera (Cérdoba) (31°21'20.0"S; 64°21'42.1"0) ddnde existe una poblacion natural
en la ribera del rio. En invernadero se les colocé hormona de enraizamiento (4c.
giberélico) en el extremo basal y se plantaron en macetas con arena estéril. Las macetas
se colocaron sobre una mesada calefaccionada, a fin de estimular el enraizamiento, con
condiciones de riego por aspersion tres veces al dia (08:00hs, 13:00 hs. y 18:00 hs),
durante 30 dias. El protocolo de enraizamiento fue provisto por el INTA., EEA Bariloche.

Obtencion de in6culos
Las muestras de suelo y raices fueron colectadas con pala bajo la canopia de
especies de Nothofagaceae y S. humboldtiana en la Patagonia Argentina (sur), de A.
acuminata y S. humboldtiana del norte del pais (norte) y de S. humboldtiana en la
provincia de Cordoba (centro), donde en esta Ultima regidon no coexiste con los otros
arboles ECM mencionados.
Sitios de coleccion:
Suelo de S. humboldtiana
- NORTE: localidades de Lamadrid (27°38'42"S; 65°14'49’0) y Rio Chico
(27°28'45"S; 65°37'36"0), prov. de Tucuman.



http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Lamadrid_(Tucum%C3%A1n)&params=-27.645_N_-65.2469_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=R%C3%ADo_Chico_(Tucum%C3%A1n)&params=-27.4792_N_-65.6267_E_type:city

- SUR: localidad de Los Altares (43°52'58.06"S; 68°24'33.03"0O), prov. de Chubut.
- CENTRO: en lalocalidad de Rio Chico, Nono (31°46'00"S; 64°59'56"0), prov. de
Cordoba.

Suelo de A. acuminata

- NORTE: localidades de Lamadrid (27°38'42"S; 65°14'49°0), Las Lenguas
(27°19'41.07"S; 65°55'56.58"0) y camino a Tafi del Valle (26°52'00"S;
65°41'00"0), prov. de Tucuman.

Suelo de Nothofagaceae (N. dombeyii. N. antartica, N. pumilio, L. alpina y L.
oblicua).

- SUR: localidades de Hua hum camino al Lago Quefii (40°7'4.07"S;
71°40'17.11"0); Laguna Verde (39°49'59.10"S; 71°32'14.00"0) y Camino a
Lahuencé (39°49'2.14"S; 71°37'28.82"0) en Parque Nacional Lanin. Camino de
los Siete Lagos (40°28'58.89"S; 71°37'58.43"0), Brazo la Ultima Esperanza
(40°41'25.41"S; 71°43'29.14"0), prov. de Neuquén. Localidades de Pampa
Linda (41°13'53.97"S; 71°46'25.91"0), Lago Mascardi (41°15'52.56"S;
71°39'13.34"0) y Cerro Tronador (41°11'51.40"S; 71°49'57.07"0), Parque

Nacional Nahuel Huapi, prov. de Rio Negro.

Para los ensayos de invernadero las muestras de suelo provenientes de cada
hospedante y region fueron homogeneizados, totalizando asi cinco in6culos: 1. Suelo
de S. humboldtiana NORTE, 2. Suelo de A. acuminata NORTE, 3. Suelo de S.
humboldtiana CENTRO, 4. Suelo de S. humboldtiana SUR, 5. Suelo de Nothofagaceae
SUR.

Tratamientos
Para los tratamientos de procedencia del in6culo, se cultivaron las estacas
enraizadas de S. humboldtiana en cada tipo de suelo, segun se detalla:
1. S. humboldtiana en suelo in6culo de S. humboldtiana, NORTE (de ahora en adelante
Salix norte).
2. S. humboldtiana en suelo indculo de A. acuminata, NORTE (Alnus).
3. S. humboldtiana en suelo inéculo de S. humboldtiana, CENTRO (Salix centro).
4. S. humboldtiana en suelo inéculo de S. humboldtiana, SUR (Salix sur).
5. S. humboldtiana en suelo in6culo de Nothofagaceae, SUR (Nothofagaceae).

Ademas, se realizaron dos tiempos de cosecha conformando otros tratamientos:


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Piedra_Parada&params=-42.66_N_-70.1019_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Nono_(C%C3%B3rdoba)&params=-31.766778_N_-64.99898_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Lamadrid_(Tucum%C3%A1n)&params=-27.645_N_-65.2469_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Taf%C3%AD_del_Valle&params=-26.866666666667_N_-65.683333333333_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Taf%C3%AD_del_Valle&params=-26.866666666667_N_-65.683333333333_E_type:city

1. Primer tiempo de cosecha, siete meses después de haber colocado las estacas en
sus respectivos suelos indculo.

2. Segundo tiempo de cosecha, diez meses después de haber colocado las estacas en
sus respectivos suelos indculo (tres meses después del primer tiempo de cosecha).

Un total de 59 estacas previamente enraizadas (doce para cada tratamiento de
procedencia del inéculo, excepto en Salix centro donde fueron once por falta de las
mismas) se trasplantaron a tubetes de plastico individuales (con capacidad de 350 ml.
0 450 g. de suelo) con suelo/inéculo de cada uno de los tratamientos arriba
mencionados. El suelo fue previamente mezclado con arena esterilizada en proporcion
1:1. Los mismos se rotularon y permanecieron en invernadero en gradillas plasticas por
separado. Las estacas se regaron por aspersion tres veces al dia (08:00hs, 13:00 hs y
18:00 hs) y cada tubete fue rotado periédicamente de lugar dentro de las gradillas a fin
de homogeneizar las posibles variaciones en condiciones de luz, riego, etc.

Luego de siete meses aproximadamente, se analizaron las raices de la mitad de
las plantas en una primera cosecha (seis plantas de cada procedencia de in6culo) y a
los diez meses luego del inicio del experimento, la otra mitad en una segunda cosecha
(las seis plantas restantes de cada procedencia del inéculo, excepto en Salix centro

donde fueron cinco).

Andlisis de las raices de plantines de S. humboldtiana
- Aislamiento de raices
Para la observacion de la parte radical, cada estaca fue extraida con el suelo de

cultivo y sus raices lavadas cuidadosamente bajo el agua de la canilla evitando que las
mismas se rompan. Se separo la parte aérea de la radical y ésta Ultima se puso en un
recipiente con agua para su posterior observacion.
- Recuento de colonizacién

Por cada planta se tom6 una submuestra del sistema radical constituida por un
volumen uniforme de raices suficientes para completar una caja de Petri con superficie
de 63,62 cm?. Las raices se observaron bajo lupa estereoscépica LF Wild M5A en una
caja de Petri cuadriculada con espacios de 1 x 1 cm de lado (1cm?) y sumergidas en
agua con el fin de cuantificar siguientes items:

e Extremos radicales colonizados: valor obtenido como la sumatoria de los
extremos radicales colonizados por la totalidad de los morfotipos observados en
cada submuestra.

* Extremos radicales no colonizados: Numero total de los extremos radicales no

colonizados por ECM en cada sub muestra.
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* Extremos radicales totales: corresponde al total de extremos radicales
contabilizados.

* Extremos colonizados por morfotipo: valor obtenido de la sumatoria de extremos
radicales observados para cada morfotipo en cada submuestra.

Luego, con dichos valores se calcul6:
* EIl porcentaje de colonizacion total como el niumero de extremos radicales
colonizados dividido por el numero total de extremos radicales observados en
cada submuestra (Gehring & Whitham, 1994) y este valor expresado en
porcentaje.
* El porcentaje de colonizacion para cada morfotipo como el nimero de extremos
radicales colonizados por cada morfotipo dividido el nimero total de extremos
radicales colonizados contabilizados en cada submuestra, multiplicado por 100
(Helm et al, 1999 modificado).
-Caracterizacién de morfotipos

En la misma submuestra los tips radicales colonizados fueron separados y
clasificados en morfotipos segln sus caracteristicas morfolégicas descriptivas, como
color y apariencia del manto, presencia y tipo de ramificaciones, presencia de hifas
emanantes y cistidios, etc. (Agerer, 1991). A cada morfotipo se le asigné un nombre y
se le tomaron fotografias bajo la lupa.

Luego se revisé la muestra en su totalidad, a fin de registrar la presencia de algin

morfotipo no observado en la submuestra seleccionada.

Analisis de datos

El procesamiento de los datos fue realizado mediante un andlisis de Modelo
Lineal Generalizado (MLG) con dos factores y la interaccion entre los mismos:
procedencia del inéculo con los niveles Salix norte, Alnus, Salix centro, Salix sur y
Nothofagaceae; y tiempo de cosecha con los niveles primer tiempo de cosecha y
segundo tiempo de cosecha. Se utilizé el indice de Simpson como indicador de la
diversidad de los morfotipos en cada muestra y tratamiento. Se consider6 la riqueza
como el niumero total de morfotipos presentes en cada tratamiento.

Los analisis se realizaron usando el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al,
2017).
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Resultados
Colonizacion micorricica de las raices:
Se observo la colonizacion de las raices por hongos ectomicorricicos (ECM). A

continuacion, se describen caracteristicas y pardmetros observados.

Porcentaje de colonizacién ECM total

Fueron contabilizados un total de 21090 extremos radicales a partir de los 59
plantines de S. humboldtiana analizados. De éstos, 1459 (6,92%) extremos se
encontraron colonizados por tejido fungico ECM, en 20 plantines.

Los resultados obtenidos muestran que las raices de S. humboldtiana fueron
colonizadas por hongos ECM provenientes de dos de los cinco indculos utilizados: suelo
propio de la rizésfera de sauce criollo del norte y del centro del pais. Los plantines
inoculados con Salix norte presentaron un 23,15% de colonizacion total mientras que
los que crecieron bajo el tratamiento Salix centro presentaron un 13,47% de colonizacion
total (fig. 1), siendo estos valores significativamente diferentes (p= 0,02). Los plantines
que crecieron bajo los tratamientos Alnus, Salix Sur y Nothofagaceae no presentaron
colonizacién por hongos ECM (fig. 1).

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de
colonizacion total entre la primera (21,98 %) y segunda cosecha (14,06 %) (p= 0,06) (fig.
2), ni para la interaccion de los factores procedencia del inéculo y tiempo de cosecha
(p= 0,14) (29,97% para la primera cosecha de Salix norte y 15,88% para la segunda;
13,98% para la primera cosecha de Salix centro y 12,25% para la segunda cosecha)

(fig. 3).

12



30+

a

~ 231

S

s

S

= Bl

O

W q5]

c

O

‘o

©

N

=

S

o]

O gl

O T T T T 1

SN A SC SS N

Procedencia del indculo

Figura 1. Porcentaje de colonizacion ECM total en raices de plantulas de S.
humboldtiana con in6culo proveniente de S. humboldtiana del norte de Argentina (SN);
A. acuminata (A), S. humboldtiana del centro (SC), S. humboldtiana del sur (SS) y

Nothofagaceae (N). Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas.
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Figura 3. Porcentaje de colonizacién total por hongos ECM en raices de plantulas de S.
humboldtiana cosechadas en el tiempo 1 (7 meses) y 2 (10 meses) con in6culo
proveniente de S. humboldtiana del norte (SN) y S. humboldtiana del centro de Argentina
(SC). Letras diferentes en las barras indican diferencias significativas.

SN*1: Interaccion entre procedencia del in6culo SN y tiempo de cosecha 1.

SN*2: Interaccion entre procedencia del in6culo SN y tiempo de cosecha 2.

SC*1: Interaccion entre procedencia del in6culo SC y tiempo de cosecha 1.

SC*2: Interaccion entre procedencia del in6culo SC y tiempo de cosecha 2.

Caracterizacién de morfotipos ECM

Un total de nueve morfotipos fueron identificados, y clasificados de la siguiente
manera: M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8 y M9.

Los plantines que crecieron con indculo micorricico proveniente de Salix del norte
fueron colonizados por seis morfotipos en total (M1, M3, M4, M5, M6 y M7), mientras
que los plantines que crecieron con indculo de Salix del centro de Argentina fueron
colonizados por ocho (M1, M2, M3, M4, M5, M7, M8 y M9), siendo cinco los morfotipos
qgue se encontraron en ambos tratamientos. El morfotipo M6 soélo fue encontrado en el
tratamiento Salix norte, mientras que los morfotipos M2, M8 y M9 fueron solo

observados en Salix centro.
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Los morfotipos mas abundantes que crecieron en las raices bajo los tratamientos
de procedencia de indculo Salix centro y Salix norte fueron M1 y M4. Especificamente,
en Salix norte M4 present6 un promedio de colonizacion de 49,64%, seguido por M1
con 25,18%, mientras que los morfotipos M3, M5, M6 y M7 tuvieron los porcentajes de
menor valor con 8,02%, 5,18%%, 6,09% y 5,89%, respectivamente. En cambio, en Salix
centro M4 tuvo el mayor porcentaje de colonizacion con un valor promedio de 46,62%,
seguido por M1 con 38,82%, M5 tuvo un valor intermedio con 9,28%, M9 con 2,11%,
M7 con 1,69% mientras que M2, M3 y M8 obtuvieron los porcentajes de colonizacion
mas bajos con valores menores al 1%.

Se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de cosecha para los
morfotipos M1y M4. El morfotipo M1 fue mas abundante en el primer tiempo de cosecha
(p=0,03), mientras que M4 lo fue en el segundo tiempo de cosecha (p=0,02) (Tabla 1).

El porcentaje de colonizacion del morfotipo M5 presenté diferencias significativas
(p=0,04) en la interaccién entre los factores procedencia del in6culo y tiempo de
cosecha; esto es debido a que el tratamiento Salix centro presentd valores de
colonizacién mas altos en el segundo tiempo de cosecha (25,83%) respecto al primero
(3,72%), mientras que para el tratamiento Salix norte el patron fue inverso (6,28% en el
primer tiempo de cosecha y 2,66% en el segundo). No se encontraron diferencias
significativas en los porcentajes de colonizacion de los diferentes morfotipos entre los
tratamientos Salix norte y Salix centro (p > 0,05).

Un morfotipo, denominado M10, fue identificado en pequefia proporcién en el
primer tiempo de cosecha de Salix centro, pero fuera de la unidad muestral por lo que

no se tuvo en cuenta en los analisis estadisticos.

Morfotipo Factor Nivel del factor Media (%)

M1 TC TC1 46,32
TC?2 17,45

M4 TC TC1 27,94
TC?2 56,50

Tabla 1. Medias de los porcentajes de colonizacion ECM de los morfotipos para los
tratamientos con diferencias significativas.

TC: tiempo de cosecha.

TC 1: primer tiempo de cosecha.

TC 2: segundo tiempo de cosecha.
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Riqueza y diversidad de morfotipos ECM

La riqueza y diversidad de los morfotipos ECM no presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos de procedencia de indculo Salix norte y Salix centro
(riqueza con p = 0,1 y diversidad con p = 0,41), tiempos de cosecha (p = 0,41 para la
riqueza y p = 0,65 para la diversidad) ni para la interaccién entre dichos factores (p =
0,17 para lariquezay p = 0,57 para la diversidad) (tabla 2).

Procedencia | Tiempo de | Interaccion procedencia del
del in6culo cosecha in6culo x tiempo de cosecha
SN SC 1 2 SN*1 | SN*2 | SC*1 | SC*2
indice de Simpson | 0,47 0,58 0,47 0,58 0,40 0,56 0,56 0,59
Riqueza 6 8 8 6 6 5 6 6

Tabla 2. Valores del indice de Simpson y riqueza para los tratamientos procedencia del
in6culo, tiempo de cosecha y la interaccién entre procedencia del in6culo y tiempo de
cosecha.

SN: Salix norte; SC: Salix centro; 1: primer tiempo de cosecha; 2: segundo tiempo de
cosecha; SN*1: primer tiempo de cosecha de Salix norte; SN*2: segundo tiempo de
cosecha de Salix norte; SC*1: primer tiempo de cosecha de Salix centro; SC*2: segundo

tiempo de cosecha de Salix centro.

Ademas de las ECM, una gran cantidad de raices presentaron colonizacién por
hongos septados oscuros (SO) (Ascomycota), por lo que se considerd interesante
reportar este dato. Las mismas fueron reconocidas por la presencia de hifas marron
oscuro creciendo paralelas al eje longitudinal de las raices o formando manto incompleto
0 en parches y poco desarrollado. En este Ultimo caso se observd en microscopico
optico una disposicién pseudoparenquimatosa de las hifas y, en algunas raices, la
presencia de hifas densamente compactadas con pared gruesa formando
microesclerocios (figura 4). Las raices colonizadas por SO fueron contabilizadas con la
misma metodologia usada para las colonizadas por ECM.

Se encontraron extremos colonizados por SO en todos los tratamientos de
procedencia del in6culo, excepto en Nothofagaceae, con diferencias significativas (p <
0,0001) entre los porcentajes de colonizacién. En Salix sur y Alnus se encontraron los

mayores porcentajes promedio de colonizacion: 38,23% y 26,63% respectivamente,
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mientras que en los tratamientos Salix centro se observé un 7,65% y en Salix norte,

3,37% de colonizaciéon promedio (figura 5).

Figura 4. Fotografias de las hifas de SO bajo microscopio 6ptico en aumento 400x. a:
se observa la disposicion pseudoparenquimatosa de las hifas; en b, la disposicion de
las hifas en forma de manto discontinuo o en parche. c: disposicion de las hifas formando

un manto superficial pseudoparenquimatoso con formacion de microesclerocios (m).
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Figura 5. Porcentaje de colonizacion total por SO en raices de plantulas de S.
humboldtiana con in6culo proveniente de S. humboldtiana del norte de Argentina (SN),
A. acuminata (A), S. humboldtiana del centro (SC), S. humboldtiana del sur (SS) y
Nothofagaceae (N). Letras distintas en las barras indican diferencias significativas.
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Descripcién de morfotipos ECM

blanquecino  en

los apices.

ramificacion
monopodial
simple. Por lo
general
agrupadas.

Apices ahusados.

emanantes
blanguecinas,
irregulares de
aspecto
algodonoso.

Con particulas

Morfotipo | Manto (color) Morfologia Hifas Representante
emanantes y
rizomorfos

M1 Catafio oscuro a | Monopodial Hifas
castafio rojizo con | o ramificaciones emanantes
superficie brillosa | irregulares. hialinas a
en algunos blangquecinas
sectores. distribuidas

irregularmente
por sectores.

M2 Castafio  oscuro | Ramificacion Sin hifas
con superficie | monopodial de | emanantes.
brillosa, algo | corta longitud.
aterciopelada. Apice terminado

en punta.

M3 Castafio claro con | No ramificado o | Sin hifas
superficie de | con ramificaciébn | emanantes.
apariencia pinnada irregular.
brillosa.

M4 Blanquecino a | Ramificaciones Hifas
amarillo claro con | irregularmente emanantes
superficie opaca. | pinnadas 0 | abundantes,

monopodial. irregularmente

Agrupadas. distribuidas
formando
cordones
miceliales.

M5 Manto castafio a | Sistema de | Hifas
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adheridas  al
manto.

M6 Manto castafio | Ramificacion Hifas
oscuro a castafo | irregular, emanantes
rojizo. curvadas a algo | largas, castafio

sinuosas. doradas,

Generalmente irregularmente

agrupadas. agrupadas y
con particulas
de suelo
adheridas.

M7 Manto  castafo, | Sistema de | Hifas
con superficie | ramificaciéon emanantes
algodonosa. monopodial largas,

simple a pinnada | amarillentas.
irregular.  Apice
redondeado.

M8 Manto color | Sin Sin hifas
castafio ramificaciones, emanantes.
anaranjado. con forma de
Superficie opaca. |clava y épice

redondeado

M9 Manto castafio | Monopodial o con | Hifas
claro a amarillento | ramificaciones emanantes
0 anaranjado. irregulares, algo | hialinas y

tortuosas. Apices | largas en
ahusados. algunos
sectores y

cistidios cortos

a modo

setas.

de
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M10 Manto grueso | Monopodial o con | Hifas

amarillo a color | ramificaciones emanantes

miel. irregulares. cortas a modo
Apices anchos vy | de setas
redondeados. hialinas.
Superficie del

manto con una
capa de células
globosas.

Discusion

Se analizaron las micorrizas asociadas a plantines de sauce criollo inoculados
con suelo natural obtenido de poblaciones de la misma especie y con suelo propio de
otros arboles nativos ECM (A. acuminata y Nothofagaceas). Esto se realizé con el fin de
conocer si S. humboldtiana es capaz de asociarse a especies fungicas provenientes de
la rizésfera de los hospedantes ECM mencionados, y asi estimar si es especifico 0 no
para la simbiosis ECM.

Los resultados obtenidos, contrario a nuestra prediccion, muestran que S.
humboldtiana no se asocia a ECM provenientes de la rizésfera de A. acuminata y
Nothofagaceae, sino que solo lo hace a aquellas provenientes de su suelo de las zonas
norte y centro del pais. Esto sugiere cierto grado de especificidad en la simbiosis
ectomicorricica de S. humboldtiana en las condiciones de invernadero estudiadas,
contrariamente a lo reportado para otras especies de Salix (Nara, 2006; Ryberg, 2011).
Uno de los interrogantes que se desprende de este trabajo es saber por qué los plantines
de S. humboldtiana cultivados con suelo de Salix sur no fueron colonizados por hongos
ECM. Ademds, se muestra que el sauce criollo se asocia a otros hongos, SO, mas
generalistas provenientes de suelo propio y de la riz6sfera de A. acuminata.

Tanto la rigueza como la diversidad de morfotipos ECM fueron similares entre
plantines que crecieron con suelo de S. humboldtiana del norte y centro de Argentina.
Ademas, los valores de riqueza obtenidos en este experimento en invernadero no
difieren a los valores reportados en las raices de S. humboldtiana a campo por Becerra
et al (2009a). Por lo tanto, es plausible postular que la composicién de hongos ECM
asociados a S. humboldtiana se mantiene relativamente constante y que posiblemente
la afiliacion taxondmica sea un predictor importante de los hongos ECM asociados a sus
raices. Aunque Becerra et al (2009a) identificaron a dos de los morfotipos encontrados

en raices de sauce criollo en la provincia de Cérdoba a nivel de género, Tomentella sp.
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(Telephoraceae) e Inocybe sp. (Cortinariaceae), seria interesante realizar analisis
moleculares de los morfotipos encontrados en el presente trabajo, para asi poder
determinar con exactitud cuéles son las especies de hongos que intervienen en la
simbiosis.

En este trabajo, los plantines de sauce criollo en condiciones de invernadero
presentaron porcentajes de colonizacion ECM total menores a aquellos valores
reportados por Becerra et al (2009a) en raices muestreadas a campo de dos
poblaciones en el centro de Argentina. Estas diferencias en el porcentaje de
colonizacion pueden estar dadas por las condiciones de invernadero (temperatura,
humedad, horas de luz, etc.) que pueden diferir con aquellas a campo, aunque también
es posible considerar cambios en las condiciones del suelo y su estructura al
recolectarlo y trasladarlo hasta las instalaciones donde fue realizado el experimento.

Contrariamente a los tratamientos Salix centro y Salix norte, los plantines de
sauce criollo inoculados con suelo propio de la regién sur, no presentaron extremos
radicales colonizados por ECM. Posiblemente, en esta region el sauce criollo pueda vivir
sin la asociacion ECM siendo de caracter facultativo como lo son otras especies de Salix
(Meyer, 1973).

En relacién a los SO, el patrén general reportado en este trabajo es que todos
los tratamientos presentaron colonizacidén por este tipo de hongos, a excepcion de los
individuos que crecieron con suelo de Nothofagaceae. Los tratamientos con mayor
porcentaje de colonizacién por SO (Salix sur y Alnus), tuvieron a su vez porcentajes de
colonizacién ECM nulos. Por el contrario, los tratamientos con baja colonizacion por SO
(Salix norte y Salix centro), mostraron altos porcentajes de colonizacion ECM. Este
patron es similar a aquellos reportados por Horton et al (1998) en Pinus muricata,
sugiriendo que las raices que no han sido colonizadas por hongos ECM, quedan
disponibles para la colonizacion por SO o MA (Horton et al, 1998). En el caso de S.
humboldtiana, podria indicar por un lado, que las plantas ante la ausencia de simbiontes
ECM compatibles, tienen la facultad de asociarse a otros simbiontes generalistas
disponibles, o podria estar reflejando algun tipo de competencia entre hongos
simbiontes ECM y SO (Richard et al,1971; Reininger & Siebepor, 2013).

Otro de los interrogantes que se desprenden de este trabajo es saber por qué
los plantines de S. humboldtiana cultivados con suelo Nothofagaceae no fueron
colonizados por SO. Es algo que merece seguir estudiando, ya que Fernandez et al
(2015) indica que estos hongos enddfitos estdn presentes al menos en raices de
Lophozonia alpina (Nothofagaceae), una de las especies registradas en la region Andino
Patagdnica, por lo que es probable que haya existido disponibilidad de in6culo en los

suelos utilizados para este experimento.
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Los resultados también sugieren que diferentes tiempos de cosecha pueden
afectar la composicién y abundancia de hongos ECM en las raices. Si bien no se
encontraron diferencias en los porcentajes de colonizacion total ECM entre la primera 'y
segunda cosecha, si las hubo para los morfotipos M1 y M4. Siendo més abundante M1
al comienzo del experimento y luego remplazado por M4. Estos resultados soportan
estudios anteriores (Miller et al, 1992; Peay, 2018), los cuales sefialan la relevancia de
evaluar las comunidades de hongos ECM en diferentes tiempos, ya que una cosecha
Unica y temprana puede obviar o subestimar la existencia de morfotipos que aun no se
han desarrollado; de la misma manera, una sola cosecha tardia puede mostrar solo los
morfotipos dominantes (Miller et al, 1992).

Cambios en la abundancia de hongos ECM en diferentes cosechas también han
sido reportados por Nouhra et al (2003) en Alnus acuminata en un experimento en
invernadero. Estos resultados podrian estar indicando competencia entre las especies

fungicas o tasas de crecimiento diferentes segun las especies de hongos (Visser, 1995).

Conclusion

Este trabajo es un aporte novedoso al conocimiento de la simbiosis
ectomicorricica de S. humboldtiana. Especificamente, los resultados obtenidos
proporcionan datos concretos sobre los patrones de asociacion y especificidad de esta
especie en un gradiente amplio de distribucion en Argentina. Plantines de S.
humboldtiana que crecieron en condiciones de invernadero durante siete y diez meses
se asociaron exclusivamente a hongos ECM provenientes de su propia rizosfera de las
zonas norte y centro de Argentina. Contrariamente a lo esperado, S. humboldtiana no
se coloniz6 con hongos pertenecientes a la rizésfera de arboles ECM que poseen
rangos de distribucién solapados en Argentina, como lo son A. acuminata y especies de
la familia Nothofagaceae, indicando que existe cierto grado de especificidad en la
simbiosis ECM de S. humboldtiana. También queda de manifiesto la facultad de

asociarse a hongos SO disponibles.
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