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RESUMEN

Las micorrizas son asociaciones simbidticas generalmente mutualistas que se
establecen entre distintos hongos del suelo y las raices de la mayoria de las plantas. Esta
simbiosis influye en la aptitud vegetal ya que esta directamente relacionada con la absorcién
de nutrientes y agua. Ademas, el micelio que las micorrizas forman en el suelo provee una
mayor area de interacciébn con otros microorganismos, encontrandose entre éstos las
levaduras y hongos dimérficos. En los bosques templados y boreales, el establecimiento,
crecimiento y supervivencia de distintas especies arbéreas es generalmente dependiente de
las ectomicorrizas (EcM) presentes en sus raices. Las especies comprendidas en el género
Nothofagus son las dominantes en los bosques templado-frios de América del Sur, y todas
ellas han sido descriptas como ectomicorricicas, presentando generalmente valores de
colonizacion elevados. Entre ellas, N. nervosa (= N. alpina) corresponde a una especie de
importancia econémica, ya que posee madera de alta calidad apreciada en los mercados
nacional e internacional. En Argentina, muchas de las poblaciones naturales de N. nervosa
(Rauli) han sido drasticamente afectadas por la sobreexplotacion. Esta situacidn llevo a que
se implementaran programas de conservacion y domesticacion de esta especie forestal. Entre
los diferentes aspectos que deben considerarse en estos programas se encuentran aquellos
microorganismos que puedan incrementar el crecimiento de la planta, facilitando su
establecimiento y posterior desarrollo en el campo. Entre ellos se encuentran las micorrizas y
levaduras asociadas a la especie en estudio. Se planteé como objetivo general de este trabajo
de Tesis analizar la diversidad y abundancia de micorrizas y levaduras asociadas a N. nervosa
en condiciones naturales y en plantas cultivadas en vivero a fin de describir su
comportamiento micorricico y obtener informacién relevante para los programas de
domesticacion de esta especie forestal. Para la identificacién de los hongos se emplearon
técnicas tradicionales (anatomorfologia macro y microscopica de los ectomorfotipos hallados
y métodos convencionales de caracterizacion morfologica en el caso de las levaduras) y
herramientas moleculares (microsatélites, amplificacion de region D1/D2 e ITS) seguidas de
secuenciacion.

Se estudiaron las levaduras y hongos dimoérficos presentes en la superficie de los
frutos de N. nervosa que son utilizados para su cultivo en vivero. Se determind que los
procesos de conservacion de los frutos en camara de frio y de ruptura de la dormancia de las
semillas (lavado en agua fria durante 5 dias) alteran las comunidades de levaduras y hongos
dimorficos: la primera reduce significativamente el nimero y diversidad de estos hongos,

mientras que la ultima tiende a cambiar la composicién de las comunidades. Se aislaron un



total de 17 especies, perteneciendo la mayor parte de ellas al Phylum Ascomycota. La
mayoria de ellas eran pigmentadas, formaban micelio y sintetizaban micosporinas.

Se llevé a cabo un ensayo en el vivero del INTA EEA Bariloche que consisti6 en
cultivar ejemplares de N. nervosa durante 2 afios bajo las condiciones de cultivo utilizadas en
los procesos de domesticacion y evaluar el comportamiento micorricico de las plantulas
durante ese periodo de tiempo. Para ello se sembraron las semillas en un sustrato compuesto
por turba y arena sin aporte externo de in6éculo micorricico y se analizaron las raices de las
plantulas periddicamente para estudiar la ocurrencia de EcM y micorrizas arbusculares (MA).
Al afio de edad la mitad de las plantulas fueron trasplantadas al cantero, que se encuentra a la
intemperie y sin fertirriego. Las plantulas desarrollaron EcM entre los 6 meses y el afio de
edad. Los ejemplares trasplantados al cantero presentaron menor crecimiento y porcentaje
de colonizacidén. Las 2 especies formadoras de EcM mas abundantes fueron Tomentella ellisii
y EcM Ascomicética sp. 1. En las plantulas de 2 afios instaladas en el cantero se identificaron
especies de hongos ectomicorricicos no registrados en el invernaculo. En ninguna de las
plantulas se observaron MA.

Para estudiar el comportamiento micorricico de N. nervosa en el campo se
consideraron diferentes categorias de edad: plantulas nativas, jovenes nativos, adultos
nativos y jovenes provenientes de procesos de domesticacion e implantados en ensayos bajo
bosque nativo y bajo una plantacidon de pinos. Se muestrearon 5 individuos de cada una de
estas categorias en 2 estaciones del afio: otofio y primavera. Todos los ejemplares de N.
nervosa analizados presentaron EcM en sus sistemas radicales. En el bosque los valores de
colonizacion fueron superiores al 90 %. Se registraron diferencias en los porcentajes, riqueza
y diversidad de EcM respecto de la edad de las plantas y de la estacién del afio. En los jévenes
implantados bajo pino los porcentajes de colonizacién y diversidad de EcM fueron
significativamente menores que en el bosque nativo. Del total de 31 grupos de
ectomorfotipos conformados en base a caracteristicas macromorfolégicas, se identificaron 26
especies formadoras de EcM, la mayoria de ellas comprendidas en el Phylum Basidiomycota.
El orden Agaricales y las especies del género Cortinarius fueron las mas abundantes y
ampliamente distribuidas. No se observaron especies en comun entre el bosque nativo y a la
plantaciéon de pinos. Los hongos formadores de EcM también presentaron patrones de
distribucién asociados a las distintas categorias de edad y estaciones. No se registraron MA
en ninguno de los ejemplares analizados.

Para evaluar la diversidad fungica del suelo circundante a las raices de los individuos
jovenes de N. nervosa de diferentes procedencias implantados en el bosque y la plantacién de

pinos se realizé6 un andlisis de Electroforesis en Gel con Gradiente de Temperatura
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(Temperature Gradient Gel Electrophoresis - TGGE). También se aislaron e identificaron
levaduras y hongos dimdrficos a partir de los ectomorfotipos correspondientes a jévenes
nativos y cultivados. A partir de ambos andlisis se determin6 que las comunidades de hongos
presentes en el suelo y en la superficie de los ectomorfotipos fueron completamente
diferentes entre el bosque nativo y la plantacién de pinos, predominando los pertenecientes
al Phylum Basidiomycota en el primero y aquellos incluidos en el Phylum Ascomycota en la
ultima. A partir de los ectomorfotipos se aislaron 16 especies de levaduras y hongos
dimoérficos. A diferencia de las halladas en los frutos, la mayor parte de las mismas no
presentaban pigmentos ni micelio y no sintetizaban micosporinas. También en base a los
analisis de TGGE pudieron sefialarse algunas tendencias que sugieren que la diversidad
genética de las poblaciones de las cuales se coleccionan los frutos para cultivar las plantulas
de N. nervosa influye sobre las comunidades fungicas del suelo.

En cada Capitulo se discuten las implicancias ecoldgicas y las posibles aplicaciones de
los resultados obtenidos, y se relacionan los mismos con la importancia que podrian tener en
los procesos de domesticacion de esta importante especie forestal. La informacion
presentada en este trabajo de Tesis contribuye a la descripcién de la bioecologia de N.
nervosa y de las comunidades flngicas asociadas a esta especie. Asimismo, aporta
informacién que puede ser tenida en cuenta en los programas de domesticacion para
plantear recomendaciones de cultivo, inoculaciéon y manejo, a fin de establecer futuras

estrategias de conservacion y uso sustentable de los sistemas naturales.
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ABSTRACT

Mycorrhizas are symbiotic associations between soil fungi and plant roots. They
influence plant fitness since they usually increase water and nutrient uptake. In addition, the
mycelia that mycorrhizas develop in the soil provide a greater area for interactions with
other soil microorganisms, being among them yeasts and yeast-like fungi.

In temperate and boreal forests, the establishment, growth and survival of different
tree species are usually dependent on the ectomycorrhizas (EcM) present in their roots.
Several species belonging to the genus Nothofagus constitute the main component of South
American cold-temperate forests. These species have been described as ectomycorrhizal,
having high colonization rates. Among the species included in this genus, N. nervosa (= N.
alpina) is an economically important species, since it yields a highly valuable wood suitable
for regional and international commercialization. In Argentina, natural populations of N.
nervosa have been seriously affected by overexploitation. This critical situation led to the
implementation of conservation and domestication programs. Among the aspects that should
be considered in these programs are the microorganisms related with N. nervosa (Rauli),
which could improve plant growth and establishment of outplanted seedlings. Among these
microorganisms are the mycorrhizas and yeasts associated with this species. The general aim
of this work was to analyze the diversity and abundance of mycorrhizas and yeasts associated
with N. nervosa and to compare them between native and nursery cultivated individuals in
order to describe its mycorrhizal behavior and to obtain relevant information for
domestication programs. Traditional techniques (macro and micromorphology of
ectomorphotypes, morphological yeast characterization) as well as molecular tools
(microsatellites, D1/D2 and ITS amplification) and sequencing were used for identifying
these fungi.

Yeast and yeast-like fungi present on N. nervosa fruits destined for the propagation of
this species in the nursery were studied. It was observed that the preservation process at low
temperatures considerably reduced yeast and yeast-like fungal diversity, while the seed
dormancy-breaking process (placing the fruits in cold running water for 5 days) tended to
change community composition. A total of 17 species were recovered, most of which belong
to the Phylum Ascomycota. The majority of the species develop mycelia, produce pigments
and mycosporines.

For evaluating the mycorrhizal status of seedlings that are going to be taken to the
field, a two-years trial was conducted following the cultivation conditions used in the INTA
EEA Bariloche during domestication programs. This trial consisted in sowing N. nervosa seeds

in a substrate composed of peat and sand and without external mycorrhizal inoculum.
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Seedlings” roots were examined at different times in order to determine the occurrence of
EcM or arbuscular mycorrhizas (AM). When seedlings were one-year-old, half of them was
outplanted in the soil outside the nursery without fertigation. It was observed that seedlings
developed EcM between 6 and 12 months-old. Plants that were established in the soil outside
the nursery presented lower growth and colonization rates. The most abundant
ectomycorrhizal fungi colonizing seedlings roots were Tomentella ellisii and EcM
Ascomicética sp. 1. In the 2-year seedlings outplanted in the soil, some ectomycorrhizal fungi
that were not recorded in plants that continued growing inside the nursery were observed.
Arbuscular mycorrhizas were not detected in any plant.

For analysing the mycorrhizal behaviour of N. nervosa in the field, different age
categories were considered: seedlings, young and adult native plants, and nursery cultivated
individuals corresponding to two field trials, one established within a native forest and the
other beneath a Pinus plantation. Five trees of each category were sampled in two seasons:
autumn and spring. All the examined plants had EcM. In the native forest EcM percentages
were higher than 90 %. In this environment, differences in colonization values, EcM richness
and diversity related with plant age and season were recorded. Ectomycorrhizal colonization
rates, richness and diversity were significantly lower in young N. nervosa individuals
established beneath the Pinus plantation. Out of the 31 groups of ectomorphotypes formed
based on macromorphological features, 26 fungal species were identified, most of them were
included in the Phylum Basidiomycota. In the native forest, species included in the Order
Agaricales, and mainly corresponding to the genus Cortinarius, were the most abundant and
widely distributed. No common fungal species between the native forest and the Pinus
plantation were observed. Ectomycorrhizal fungal species also showed distribution patterns
associated with plant age and seasons. Arbuscular mycorrhizas were not detected in any N.
nervosa specimen.

To assess the fungal diversity of the soil surrounding the roots of young N. nervosa
individuals cultivated from seeds corresponding to different populations established in the
native forest and in the Pinus plantation, a Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TGGE)
analysis was performed. In addition, yeast and yeast-like fungi were isolated from
ectomorphotypes corresponding to native and cultivated young N. nervosa plants. It was
observed that soil fungal communities as well as the yeast and yeast-like fungi present on the
ectomorphotypes were completely different between the native forest and the Pinus
plantation. In the former, most of the fungi corresponded to the Phylum Basidiomycota,
whereas in the plantation most of them belonged to the Phylum Ascomycota. A total of 16

yeast and yeast-like fungal species were isolated from the ectomorphotypes. In contrast to
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those found on the fruits, most of these species did not form mycelia and did not synthetize
pigments or mycosporines. Based on TGGE analysis, some tendencies suggesting that genetic
diversity of N. nervosa influence fungal communities present in the soil surrounding its roots
were noted.

In each Chapter the ecological implications and possible application of the obtained
results are discussed and related with domestication processes. The information presented in
this Thesis contributes to the description of the bioecology of N. nervosa and of the fungal
communities associated with this species. This work provides useful information that could
be taken into account during domestication programs for making cultivation and inoculation
recommendations, and to establish future strategies for conservation and sustainable use of

natural systems.
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Capitulo 1

INTRODUCCION GENERAL

L0S BOSQUES ANDINO-PATAGONICOS Y DOMESTICACION DE ESPECIES FORESTALES NATIVAS

Los bosques Andino-patagoénicos se encuentran en el extremo austral de Sudamérica
y se extienden a lo largo de la Cordillera de Los Andes, entre los 35° y 55° de latitud Sur, tanto
en Argentina como en Chile. En la Argentina, ocupan una estrecha franja de no mas de 100
Km de ancho, que abarca desde el Norte de la Provincia del Neuquén hasta Tierra del Fuego.
Estos bosques cubren una superficie de ~3000000 ha y representan aproximadamente el 10
% de la superficie boscosa total del pais (Laclau 1997). La composicién arborea de éstos se
caracteriza por un predominio de angiospermas, ya que la mayor parte de los mismos esta
constituida por especies latifoliadas del género Nothofagus. En nuestro pais este género
comprende un conjunto de seis especies de gran importancia ecoldgica y productiva,
destacandose entre ellas el Rauli (N. nervosa = N. alpina), el Roble Pellin (N. obliqua) y la
Lenga (N. pumilio) (Correa 1984, Arroyo et al. 1995, Gallo 2006). Estos bosques se
encuentran acompafiados por otros de menor extensiéon formados por gimnospermas
longevas, tales como Araucaria araucana (Araucaria, Pehuén), que se encuentra presente sélo
en la Provincia de Neuquén, y Austrocedrus chilensis (Ciprés), que forma bosques de
transicion que se desarrollan entre los bosques de Nothofagus y la estepa patagdnica. Otras
especies de angiospermas tales como Maytenus boaria (Maitén) y Lomatia hirsuta (Radal),
pueden formar rodales de reducida extensién sin llegar a constituir masas forestales
considerables (Roig 1998).

Un elevado valor paisajistico, la existencia de ecosistemas Unicos, la alta diversidad de
especies endémicas y la importante riqueza econdmica de sus recursos, hacen de los bosques
Andino-patagoénicos un patrimonio nacional de incalculable valor (Gallo et al. 2000). Debido a
la elevada calidad de la madera de muchas de las especies nativas que crecen en esta region, y
a que ésta resulta muy apreciada en el mercado local e internacional, estos bosques fueron
explotados intensamente sin tener en cuenta un manejo silvicola adecuado. La
implementacién de sistemas agroganaderos y el establecimiento de plantaciones de especies
exOticas como recursos madereros alternativos también influyen significativamente en el
estado de conservacién de estos bosques (Donoso & Lara 1995). En cuanto a las plantaciones
de exdticas, se ha descripto que en Patagonia existen aproximadamente 68000 ha de
plantaciones monoespecificas con coniferas de rapido crecimiento, de las cuales el 80 %
corresponden a pino ponderosa (Pinus ponderosa) y el resto a pino murrayana (Pinus
contorta) y pino oregon (Pseudotsuga menziesii) (Godoy & Defossé 2004). En conjunto, estos
factores han llevado a un estado critico de los bosques Andino-patagdnicos, generando una

dramatica reduccion en la distribuciéon de muchas especies y la extincién de otras (Armesto et
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al. 1995, Gallo et al. 2000). En Argentina, la creaciéon de Parques Nacionales en el afio 1937
fue el primer paso tendiente a proteger gran parte de este ecosistema. Otro hecho de gran
importancia relacionado con la proteccién de los bosques nativos es la sancién en el afio 2007
de la “Ley de presupuestos minimos de protecciéon ambiental de los bosques nativos” (Ley
26.331), cuyo objetivo es “establecer los presupuestos minimos de proteccién ambiental para el
enriquecimiento, la restauracion, conservacién, aprovechamiento y manejo sostenible de los
bosques nativos, y de los servicios ambientales que éstos brindan a la sociedad” (Capitulo 1,
Disposiciones Generales, Articulo 1). Sin embargo, para poder implementar programas de
conservacion efectivos y llevar a cabo un uso sustentable de nuestros recursos forestales, es
de fundamental importancia conocer primero la dindmica de estos bosques y la diversidad y
ecologia de las especies que los conforman.

Por lo tanto, las especies lefiosas nativas de los bosques Andino-patagénicos no sélo
forman parte de nuestro patrimonio natural, sino que ademas muchas de ellas se presentan
como una alternativa productiva de cultivo (Azpilicueta et al. 2010). Desde el punto de vista
econdmico, la forestacion con estas especies tendria actualmente un costo mas elevado
respecto de la que se realiza tradicionalmente con pinos, pero éste se compensaria con la alta
calidad y precio de su madera, y con la existencia de un mercado adecuado para su
comercializacién. Histéricamente, el valor de la madera de las especies nativas se ha
mantenido entre 3 y 4 veces por encima del valor de las especies exdticas (Boletin SAGPyA).
Desde una perspectiva ecoldgica, domesticar y llevar a cultivo especies forestales autoctonas
constituiria una manera de disminuir el impacto sobre el bosque nativo y de proveer con
madera de alta calidad a los mercados regional, nacional e internacional a partir de
actividades forestales sustentables. La domesticacion de especies forestales se refiere a la
forma en la que se seleccionan, manejan y propagan especies arboreas a fin de incrementar
su tasa de crecimiento, la resistencia a patdgenos o distintos factores de estrés (ej. sequia),
y/o la calidad de su madera (Simons & Leakey 2004). Fomentar esta actividad evitaria
algunos problemas que generan las plantaciones de coniferas exodticas en esta region, tales
como la fragmentacion del habitat, alteraciones de las caracteristicas propias del suelo, la
eliminacion del sotobosque y un mayor riesgo de plagas, enfermedades e incendios (Ross
1996, Satti et al. 2003, Gallo 2006, Varela et al. 2008, Rivas et al. 2009). En este sentido, una de
las actividades que se lleva a cabo actualmente en la Unidad de Genética Ecologica y
Mejoramiento Forestal del INTA EEA Bariloche junto a otros grupos de investigacion, es el
proyecto denominado “PNFOR044321: Domesticacién de especies forestales nativas
patagoénicas”, cuyo principal objetivo es “generar el conocimiento y la tecnologia necesarios

para introducir exitosamente al cultivo especies del género Nothofagus con el objeto de producir
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madera de calidad, manteniendo la persistencia, las funciones ecosistémicas y la diversidad
genética de sus bosques naturales” (Gallo 2009). Entre estas especies se encuentra el Rauli.

En la actualidad, se sabe que uno los factores a tener en cuenta en los procesos de
domesticacion es el rol que juegan aquellos microorganismos capaces de favorecer el
crecimiento de las plantas y su posterior establecimiento y desarrollo en el campo
(Barroetavefia et al. 2009, Azpilicueta et al. 2010), encontrandose entre ellos los hongos
micorricicos y las levaduras asociadas a la especie vegetal. Por lo tanto, el andlisis y
descripcion de estos dos grupos flingicos asociados a especies forestales de interés comercial,
tales como las incluidas en el género Nothofagus, nos brindaria la posibilidad de desarrollar
estrategias que nos permitan manipular los mismos en practicas agricolas y forestales
sustentables (Kowalchuk et al. 2010). Sin embargo, es escasa la informaciéon sobre las
micorrizas y levaduras asociadas a especies de importancia forestal en los bosques Andino-
patagoénicos. Asimismo, no se ha explorado la potencialidad biotecnolégica que podrian tener
estos organismos. Llevar a cabo el estudio de estos hongos forma parte de las tareas que
deben auin desarrollarse para fortalecer las técnicas utilizadas actualmente en los procesos de
produccién de plantas nativas (Azpilicueta et al. 2010). Es por ello que este trabajo de Tesis
tiende a generar la informacién de base necesaria para comprender la dinamica de micorrizas
en bosques de Nothofagus, en especial de N. nervosa, y sus relaciones con otros

microorganismos asociados a la planta, tales como las levaduras.

CARACTERIZACION DE LA ESPECIE EN ESTUDIO: NOTHOFAGUS NERVOSA (RAULf)

El Rauli (Nothofagus alpina (Poepp. & Endl.) Oerst. = Nothofagus nervosa (Phil.) Dim.
et Mil.)! es una especie arborea que se desarrolla en suelos derivados de cenizas volcanicas
(Andisoles) de la Cordillera y Precordillera Andina, tanto en Argentina como en Chile
(Donoso 1993). Esta especie se caracteriza por alcanzar un gran porte (hasta 40 m de altura)
y por formar un tronco recto y cilindrico de corteza estriada que puede alcanzar los 2 m de
didametro. Sus hojas son grandes en relacién a las de otras especies del género, caducas,
simples y alternas, de margen ondulado suavemente aserrado y nervadura muy notable en la
cara inferior, caracteristica a la que debe su nombre (Figura 1.1). Las hojas se tornan de un
intenso color rojizo durante el otofio. Es una especie monoica, siendo la polinizacién y la
dispersion de las semillas anemdfila. La polinizacion tiene lugar entre los meses de Octubre y

Noviembre, y la mayor liberacion de semillas entre Febrero y Abril. Las semillas son

1 En este trabajo de Tesis se utilizara el nombre cientifico Nothofagus nervosa para referirse al Rauli,
segun lo establecido por Lennon et al. (1987).



Capitulo 1

pequefias y estan contenidas dentro de un fruto tipo aquenio (Rodriguez et al. 1983, Correa
1984), que sera descripto en mayor detalle en el Capitulo 2.

Entre los ecosistemas de los bosques Andino-patagénicos, los de N. nervosa
constituyen uno de los mas productivos en cuanto a biomasa comercial, con crecimientos que
alcanzan en algunos sitios los 12 m3/ha x afio (Chauchard et al. 1997). Dadas las particulares
caracteristicas y alta calidad de su madera, esta especie corresponde a una de las de mayor
importancia comercial comprendidas en estos bosques y a una de las mas explotadas, tanto
en Argentina como en Chile (Gallo et al. 2000). La explotacién forestal de esta especie se
llevaba a cabo sin manejo silvicola, provocando asi una reduccién drastica en el nimero de
individuos de muchas poblaciones (Gallo et al. 2000, Marchelli 2002). Debido a que la mayor
parte de su area de distribucién en Argentina se encuentra bajo jurisdiccion de Parques
Nacionales, en la actualidad el aprovechamiento forestal de N. nervosa se realiza solamente
en la Zona de Reserva del Parque Nacional Lanin (cuenca del Lago Lacar) por empresas
madereras que cuentan con planes de manejo y ordenacidn realizados y controlados por la
Administracion de Parques Nacionales. Dichos planes contemplan la regeneracién natural de
la especie manteniendo una cobertura sugerida como silvicolamente adecuada para la misma

(Chauchard 1989).

Figura 1.1.- Caracteristicas anato-morfolégicas de Nothofagus nervosa. a) Tronco recto y cilindrico de

gran porte; b) Corteza estriada; ¢) Hojas simples, de margen ondulado y suavemente aserrado,

nervadura muy marcada.
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MICROORGANISMOS ASOCIADOS AL SUELO Y AL SISTEMA RADICAL DE LAS PLANTAS

El suelo, las raices de las plantas y su rizosfera proveen un nicho ecolégico importante
y de particulares caracteristicas para muchos microorganismos (que sera descripto en mayor
detalle en el Capitulo 5), encontrandose entre ellos un numeroso grupo de hongos. Las
relaciones ecoldgicas entre estos ultimos y las plantas son muy variadas, pudiendo ser
beneficiosas, perjudiciales o neutras (Saikkonen et al. 1998). Uno de los grupos fingicos mas
importantes, tanto a nivel de biomasa como de los procesos ecolégicos que llevan a cabo, son
aquellos que forman asociaciones simbidticas con las raices de la mayoria de las plantas.
Estas interacciones, generalmente mutualistas, son conocidas como micorrizas y los hongos
que las forman pertenecen a diferentes grupos taxondémicos (Phylum Ascomycota,
Basidiomycota y Glomeromycota) (Peterson et al. 2004, Moreira & Siqueira 2006, Smith &
Read 2008).

Otros hongos presentes en el suelo y en las raices de las plantas son las levaduras y
los hongos dimorficos (Slavikova & Vadkertiova 2000, Maksimova & Chernov 2004, Frey
2007, Botha 2011, Mestre 2012, Yurkov et al. 2012). Ambos tipos de hongos constituyen un
grupo polifilético ampliamente distribuido dentro del Reino Fungi, con representantes en los

Phylum Ascomycota y Basidiomycota (Satyanarayana & Kunze 2009).

Las micorrizas

El término micorriza (Gr. “mykes”: hongo, “rhiza”: raiz) fue propuesto por el botanico
aleman Albert B. Frank (1885), quien fue el primero en estudiar esta interaccidon.
Actualmente, se define a las micorrizas como asociaciones simbidticas caracterizadas por el
intimo contacto y la perfecta integraciéon morfoldgica entre un hongo (capaz de desarrollarse
tanto en el suelo como en su hospedador) y las raices u otros érganos sanos de las plantas
que estén en contacto con el sustrato (Brundrett 2004, Smith & Read 2008). La base del
funcionamiento de esta simbiosis es la transferencia de los carbohidratos elaborados durante
la fotosintesis desde la planta hacia el hongo, y de los nutrientes absorbidos por las hifas de
éste ultimo hacia el vegetal (Peterson et al. 2004, Smith & Read 2008), formandose asi un
organo dual de absorcion distinto a la raiz (Trappe 1996). Esta simbiosis permite
incrementar la aptitud de uno o ambos organismos, es decir su capacidad de supervivencia,
de competencia y de reproducirse exitosamente (Read 1999).

Las micorrizas tienen sobre el hospedador distintos efectos relacionados con la
capacidad de la planta de alcanzar el estado reproductivo y de aportar genéticamente a las
siguientes generaciones (ej. cantidad y calidad de semillas). Entre ellos se encuentra el

incremento del vigor de la planta, dado que las micorrizas mejoran su estado fisiolégico y su
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capacidad de acceder a recursos antes no disponibles (Read 1999). Esto se debe a que el
hongo incrementa el transporte de agua y nutrientes hacia la planta a partir del micelio que
desarrolla en el suelo circundante a la raiz, compuesto por hifas de menor didametro que los
pelos radicales. Este micelio extrarradical amplia notablemente la superficie de absorcién del
sistema radical de la planta, aumentando la distancia de exploracién y accediendo a poros de
pequefio tamafio en los que los pelos radicales no pueden penetrar (Peterson et al. 2004,
Smith & Read 2008) (Figura 1.2). De esta forma, las micorrizas le permiten a la planta acceder
a nutrientes del suelo que se hallen en baja concentracién, que presentan movilidad reducida
(principalmente P, pero también a otros como S, Zn y Cu) o que se hallen en formas quimicas
no disponibles para los vegetales (ej. fuentes organicas). Por lo tanto, estos hongos
simbiontes brindan a las plantas que colonizan acceso a fuentes de nutrientes que de otra
manera serian inaccesibles para ellas (Peterson et al. 2004, Moreira & Siqueira 2006, Smith &
Read 2008). Otra forma en la que las micorrizas afectan al hospedador es generando cambios
en el tamafio, longevidad y forma del sistema radical y brindandole resistencia frente a
diferentes patdgenos, tales como bacterias, nematodos y hongos. Es por ello que en la
actualidad se estudian estos hongos simbiontes como potenciales biocontroladores de

distintas enfermedades vegetales (Killham 1994, Azcon-Aguilar & Barea 1996, Read 1999).

Figura 1.2.- Esquema que muestra sistemas radicales no micorrizados (a) y micorrizados (b), en los que

la superficie de absorcién se encuentra notablemente incrementada (de Mohammadi et al. 2011).

Algunas especies vegetales dependen de la simbiosis micorricica para completar su
ciclo de vida. Por ejemplo, las orquideas poseen semillas sumamente pequefias que contienen
un embrién no diferenciado, por lo que la germinacidn, establecimiento y desarrollo de la
plantula depende enteramente del C y minerales que la micorriza aporta a la misma.
Asimismo, se ha determinado que la especie Hyacinthoides nonscripta (Jacinto de los bosques,

que crece a partir de bulbos) necesita formar micorrizas arbusculares para desarrollar sus
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bulbos, y por lo tanto para subsistir en la naturaleza. Por otra parte, distintos estudios han
demostrado que las plantas micorrizadas pueden producir mayor cantidad de semillas que
las no micorrizadas, que la calidad de éstas también suele ser mayor (en términos de
composicidn nutricional y capacidad germinativa) y que las plantulas que emergen de las
mismas suelen ser mas vigorosas (Read 1999).

Debido a los numerosos efectos que las micorrizas generan en su hospedador, éstas
influyen sobre la diversidad, estructura y productividad de las comunidades vegetales (van
der Heijden et al. 1998). Por ello, su estudio resulta interesante y de gran importancia
aplicada dado el potencial biotecnolégico de esta simbiosis, principalmente relacionado con
su capacidad de incrementar el crecimiento vegetal (biofertilizaciéon), de actuar como
biocontroladoras contra diferentes patégenos y de biorremediar ambientes degradados o

contaminados (Rai & Varma 2011).

Clasificacion de las micorrizas

Durante su ciclo de vida, los hongos micorricicos desarrollan una fase en el suelo y
otra en las raices de las plantas que los hospedan. La colonizacién flngica intrarradical esta
restringida a la corteza de la raiz (no penetra en el cilindro vascular) y segun la relaciéon que
posean las hifas con las células corticales, las micorrizas se separan en dos grandes grupos:
ectotrdéficas (I) y endotroéficas (1), los que a su vez se subdividen en 7 tipos de micorrizas
(Anexo I), cuyos aspectos fundamentales se describen a continuacién (Peterson et al. 2004,

Moreira & Siqueira 2006, Smith & Read 2008, Figura 1.3):

I) Micorrizas Ectotroéficas

En estos tipos de micorrizas, los hongos forman estructuras tanto en el interior como
en el exterior de las raices y generalmente no penetran en sus células, sino que se desarrollan
extracelularmente entre las mismas. La raiz se modifica macromorfolégicamente como

resultado de la colonizacién fingica.

a) Ectomicorrizas (EcM): Se caracterizan por formar un manto entorno a las raices que altera
la morfologia de las mismas y una estructura compleja intrarradical constituida por hifas
intercelulares denominada Red de Hartig. Las EcM también forman un sistema de hifas
que se extiende desde el manto y se propaga en el sustrato, éste es llamado micelio
extrarradical? y comprende las hifas emanantes (hifas extrarradicales individuales) y los
rizomorfos (agregados de hifas extrarradicales). Los dpices radicales colonizados por EcM

presentan caracteristicas diferentes a los no colonizados por el hongo (ramificacion,

2 En este trabajo de Tesis se denominara al conjunto de hifas emanantes y rizomorfos con este nombre
segun lo descripto por Peterson et al. (2004) y Smith & Read (2008).
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forma, color, textura), dando lugar a una nueva estructura denominada ectomorfotipo
(Figura 1.4)3.

Se conocen alrededor de 5500 especies de hongos capaces de formar este tipo de
micorrizas, la mayoria de las cuales pertenecen al Phylum Basidiomycota y en menor
medida al Ascomycota (existe una cita de un hongo formador de EcM perteneciente al
Phylum Zygomicota). En general, los hongos formadores de EcM presentan especificidad
por el hospedador. Si bien pueden hallarse en algunos arbustos y hierbas, en general estas
micorrizas estdn asociadas a especies arboéreas, principalmente de las familias Pinaceae,
Betulaceae y Fagaceae, y en algunas especies de las familias Myrtaceae, Junglandaceae,
Salicaceae y Fabaceae (Wang & Qiu 2006).

b) Ectendomicorrizas: Se asemejan a las EcM por presentar manto (el cual puede ser muy fino
o no existir) y Red de Hartig, pero difieren de ellas en que pueden penetrar en las células
corticales de la raiz dando origen a estructuras intracelulares denominadas “complejos
hifales”. Estdn formadas por un pequeio grupo especifico de hongos del Phylum
Ascomycota y algunos Basidiomycota. Hasta el momento, la mayor parte de ellas se han
descripto en los géneros Eucalyptus, Larix y Pinus, principalmente en el estadio de

plantulas.

Orchidioides
i + == =8

| ' 1@l
Ericoides

x: Y E Y 1t

Monotropoides

Arbusculares

s i

N STy ey i

Ectomicorrizas

ELLLT

B

Figura 1.3.- Diagrama de seis de los diferentes tipos de micorrizas (modificado de Read 1999). a)
Ectomicorrizas; b) Micorrizas arbusculares; ¢) Micorrizas orquidioides; d) Micorrizas ericaceas

(Arbutoides, Ericoides y Monotropoides).

3 En este trabajo de Tesis utilizaremos el término “puntas ectomicorricicas” para referirnos a las
ramificaciones de los ectomorfotipos, los cuales correspondonden a los apices de las raices
morfolégicamente modificados por la presencia del hongo simbionte.
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Ectomorfotipo

Micelio extrarradical

Red de Hartig

Figura 1.4.- Esquema del aspecto general de las raices colonizadas por ectomicorrizas y principales

estructuras fiingicas de las mismas.

IT) Micorrizas Endotroficas

Estas micorrizas se diferencian de las ectotroéficas en que el micelio de los hongos que
las forman ingresa en las células corticales de la planta hospedadora y no produce cambios
morfologicos macroscdpicos en sus raices. Dentro de este grupo se incluyen los 5 tipos de

micorrizas que se describen a continuacién:

a) Micorrizas arbusculares (MA): Este tipo de simbiosis es una de las mas generalizadas en la
naturaleza; se halla en el 97 % de las plantas capaces de formar micorrizas (80 % de las
plantas vasculares) y su caracteristica diagnéstica son los arbusculos intracelulares que
desarrollan al establecerse la interaccidn entre ambos organismos. Los arbusculos son
estructuras relativamente efimeras (6-10 dias) formadas por hifas que se ramifican
dicotbmicamente numerosas veces dentro de la célula (rodedndose de la membrana
plasmatica sin romperla). Es principalmente a través de estas estructuras que se establece

el flujo de nutrientes de un organismo a otro. Estas micorrizas pueden también formar
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rulos intracelulares y vesiculas (intra o intercelulares). Estas ultimas corresponden a
porciones ensanchadas de hifas que contienen sustancias de reserva.

Las ~150 especies de hongos que dan origen a este tipo de micorrizas son capaces de
colonizar plantas de distintas especies (no son especificas) y se encuentran incluidas en el
Phylum Glomeromycota (Schubler et al. 2001). Se ha descripto este tipo de micorrizas en
algunas plantas no-vasculares, como las briofitas, y en la mayor parte de las plantas

vasculares, incluyendo helechos, algunas gimnospermas y la mayoria de las angiospermas.

b) Ericdceas: Los hongos que dan origen a este tipo de micorrizas se caracterizan por formar
simbiosis inicamente con plantas del orden Ericales y por presentar hifas intracelulares
que nunca forman arbusculos. Se subdivide a estas micorrizas en Ericoides, Arbutoides y
Monotropoides segiin la planta a la que colonicen. Las primeras se encuentran en la
mayoria de las especies de las familias Ericaceae y Epacridaceae, en las que forman
complejas estructuras en el interior de las células epidérmicas del hospedador. Las
Arbutoides (que colonizan plantas de los géneros pertenecientes a la familia Ericaceae,
tales como Arbutus, Arctostaphylos y Pyrola) y Monotropoides (que se desarrollan en
especies del género Monotropa, también comprendido en la familia Ericaceae) se
diferencian de las Ericoides por presentar manto y Red de Hartig, que en este caso no
alteran la morfologia radical (a diferencia de las micorrizas ectotroéficas). Los hongos que
forman micorrizas Ericaceas presentan baja especificidad y pertenecen tanto al Phylum

Ascomycota como al Phylum Basidiomycota.

¢) Orquidioides: Este tipo de micorrizas se encuentran en las raices de las especies de la
familia mas grande de las plantas vasculares: Orchidaceae. Los hongos que dan origen a
esta simbiosis pertenecen al Phylum Basidiomycota y forman rulos en las células del
hospedador, denominados “pelotones”. A diferencia del resto, estas micorrizas poseen una
asociaciéon particular con las células embrionales de las semillas de las plantas que
colonizan, y son necesarias tanto para la germinacién como para el desarrollo de las

plantulas.

Las angiospermas corresponden al clado de plantas vasculares con mayor riqueza de
especies y constituye el grupo dominante en la mayor parte de las comunidades vegetales del
mundo. Mientras que el 85 % de las especies de angiospermas son micorricicas, se ha
determinado que casi la totalidad de las especies de gimnospermas estudiadas hasta el
momento forman esta simbiosis (Wang & Qiu 2006).

En general, las plantas pertenecientes a un mismo género o inclusive a una misma

familia presentan predominancia de un mismo tipo de micorrizas o son no-hospedadoras.
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Algunas especies vegetales son micorricicas obligadas, es decir que dependen del hongo para
completar su ciclo de vida y por ello se las encuentra siempre asociadas a esta simbiosis.
Existen especies que forman micorrizas pero no necesitan de ellas para completar su
desarrollo, presentando entonces un comportamiento facultativo, es decir que se registran
micorrizas en algunos individuos, pero no en otros (Wang & Qiu 2006, Smith & Read 2008).
Existen distintas especies vegetales que pueden formar mas de un tipo de micorrizas, ya sea
en forma simultanea o en distintas etapas de crecimiento (Smith & Read 2008). En los
estudios realizado por Moyersoen & Fitter (1999) y Wang & Qiu (2006) se citan diferentes
casos de colonizacion mixta, tales como: MA+EcM en Dryopteris filix-mas, Juniperus communis,
Uapaca staudtii y Anthonotha fragans; y ER+MA en Vaccinium calycinum, V. dentatum y
Styphelia tameiameiae. Entre los grupos de arboles de importancia econémica o forestal
también se han observado colonizaciones duales o mixtas en distintas especies (EcM + MA),
como varias de las incluidas en los géneros Pinus, Tsuga y Pseudotsuga (Wang & Qiu 2006),
Salix y Populus (Levisohn 1954), Dicymbe (McGuire et al. 2008) y Quercus (Dickiel et al. 2001).
Un género de importancia forestal en el que frecuentemente se han descripto colonizaciones
mixtas de MA y EcM es Eucalyptus (Lapeyrie & Chilvers 1985, Boudarga et al. 1990, Adjoud et
al., 1996, Adjoud-Sadadou & Halli-Hargas 2000). Lapeyrie & Chilvers (1985) sugirieron que
este fendmeno es consecuencia de una sucesién micorricica en la que las plantulas recién
establecidas presentan MA pero a medida que crecen y se desarrollan estas micorrizas

adquieren menor importancia y las EcM se vuelven dominantes.

Micorrizas en especies del género Nothofagus

De acuerdo a diferentes autores, los individuos adultos del género Nothofagus
presentan una colonizacién del tipo ectomicorricica, tanto en las especies de Argentina y
Chile (Singer & Moser 1965, Singer 1971, Godoy et al. 1994, Godoy & Palfner 1997, Fontenla
et al. 1998, Diehl 2006), como en las de Australia (Tedersoo et al. 2009) y Nueva Zelanda
(Mejstrik 1971).

Los suelos de origen volcanico poco desarrollados (Andisoles) sobre los que se
encuentran los bosques Andino-patagoénicos, se caracterizan por una alta capacidad de
estabilizar materia organica, almacenar agua y regular el pH. Su principal limitacién es la alta
retencion de P, lo cual determina que este nutriente se encuentre poco disponible para las
plantas, aunque los valores totales sean altos (Mazzarino & Gobbi 2005). En todos los
individuos de distintas especies de Nothofagus estudiados hasta el momento en estos boques
(N. dombeyi, N. pumilio, N. obliqua, N. nervosa, N. antarctica), se han registrado valores de

colonizacion ectomicorricica elevados, generalmente superiores al 70 % (Singer 1971, Godoy
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& Palfner 1997, Fontenla et al. 1998, Diehl 2006, Diehl et al. 2008), indicando una alta
dependencia de estas especies por la simbiosis (Diehl 2006, Diehl et al. 2008). Este fen6meno
junto al hecho de que las especies del género Nothofagus que se desarrollan sobre estos
andisoles no presentan limitacién por P, sugiere que las EcM promueven la absorcién de este
nutriente, constituyendo entonces una de las estrategias de adaptacién al ambiente donde se
desarrollan (Diehl et al. 2003, Diehl 2006, Diehl et al. 2008).

Son escasos los estudios que se han llevado a cabo para estudiar la diversidad de
hongos ectomicorricicos asociadas a diferentes especies de Nothofagus. En la Argentina,
Nouhra et al. (2011) han descripto la ocurrencia de 28 especies fungicas que desarrollan
cuerpos fructiferos hipégeos y posibles formadores de EcM en N. nervosa, N. obliqua y N.
dombeyi. Palfner (2001) cita 16 especies de hongos EcM asociados a Nothofagus de Chile. Un
estudio amplio fue realizado por Terdersoo et al. (2009) en N. cunninghamii (Australia),
quien hallé 103 especies de hongos ectomicorricicos presentes en las raices de esta especie.
En el Atlas de Ager (1987-2006), se incluyen cuatro ectomorfotipos de EcM descriptos para
plantas de este género: el formado por el hongo Descolea antarctica en N. nervosa, el
desarrollado por las especies Russula fuegiana y Thaxterogaster albocanus en N. pumilio, y el
morfotipo ectomicorricico denominado “Nothofagirhiza vinicolor”, también hallado en N.
pumilio. Ademas, Flores et al. (1997) describen la morfoanatomia de la EcM formada por el
hongo Cenococcum geophilum en N. alessandrii.

Bidartiondo et al. (2002) mencionan la tnica cita correspondiente a la presencia de
una especie del género Glomus (hongo formador de MA) en raices de un individuo adulto de
N. dombeyi hallado en la regién Andino-patagdnica. Este hecho plantea el interrogante de la
posibilidad de encontrar ambos tipos de micorrizas (EcM+AM) en ejemplares del género
Nothofagus. Este fenémeno no se ha observado en ejemplares de este género hasta el
momento, pero si en otras especies de plantas vasculares, como se mencioné anteriormente
(Lapeyrie & Chilvers 1985, Boudarga et al. 1990, Adjoud et al., 1996, Adjoud-Sadadou & Halli-
Hargas 2000, Dickie et al. 2001, Wang & Qiu 2006).

Para N. nervosa, es escasa la informacién sobre la diversidad de EcM asociada a sus
raices en ambientes naturales, la colonizacidén micorricica en etapas tempranas de desarrollo
y la influencia de la edad de los individuos sobre esta simbiosis. Asimismo, no se ha descripto
el patrén de micorrizacién de los ejemplares cultivados en vivero durante los procesos de
domesticacion, ni se ha analizado el efecto posterior de esta simbiosis durante la etapa de
implantacion. Debido a que el establecimiento y posterior desarrollo de las plantulas depende

en gran medida de la ocurrencia de EcM en sus raices (Menkis et al. 2007), éste constituye
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otro factor a tener en cuenta en los programas de domesticacién por lo que resulta necesario

su estudio.

Las levaduras

Otro de los grupos flngicos presentes en el suelo son las levaduras y hongos
dimoérficos. Las primeras presentan un ciclo de vida predominantemente unicelular, se
reproducen vegetativamente por gemacion o fisién y forman estadios sexuales no incluidos
en cuerpos fructiferos. Estos microorganismos presentan nutriciéon tipicamente quimio-
organo-heterotréfica y pueden ser aerobios estrictos o semi-estrictos (Spencer & Spencer
1997, Kurtzman & Fell 1998, Yarrow 1998). Los hongos dimérficos poseen caracteristicas
comunes a levaduras y hongos filamentosos, ya que presentan ciclos de vida en los que
alternan estadios unicelulares (fase levaduriforme) con filamentosos (es decir con la
formacién de hifas verdaderas o pseudohifas) (Spencer & Spencer 1997, Kurtzman & Fell
1998).

Las levaduras y hongos dimérficos se hallan en casi todo tipo de ambientes, desde
frutos y materia organica en descomposicidn, hasta ambientes con condiciones extremas,
tales como aquellos sujetos a elevadas temperaturas, alta exposicién a la radiacién UV o a
estrés osmotico. Los hongos dimérficos estan particularmente asociados a estos ultimos
(Sterflinger 2006), e incluso comprenden el grupo dominante de hongos de suelo en el area
de mayor influencia del accidente de Chernobil (Zhdanova et al. 1994, 2007). Por otro lado,
las levaduras y hongos dimérficos pueden ser causantes de enfermedades tanto en plantas
como en animales, inclusive en el hombre. La distribucién de estos hongos en el ambiente
presenta patrones caracteristicos que responden a la relacién existente entre los sustratos
que pueden colonizar y las capacidades metabdlicas de cada especie (Lachance & Starmer
1998). Uno de los ambientes ampliamente colonizado por distintos tipos de levaduras y
hongos dimérficos es el suelo, donde estos microorganismos se encuentran en menor
proporcién que las bacterias y hongos filamentosos (Martini 1992, Botha 2006). Si bien se ha
registrado la existencia de levaduras y hongos dimérficos en suelos desnudos y con
abundante vegetacion, de variada estructura, composiciéon quimica y pH, de diversas
ubicaciones geograficas y diferentes condiciones climaticas (Martini 1992, Slavikova &
Vadkertiova 2000, Maksimova & Chernov 2004, Frey 2007, Botha 2011, Mestre 2012, Yurkov
et al. 2012), en general los estudios sobre ecologia microbiana de suelos no contemplan la
existencia de este grupo de hongos (Fitter & Garbaye 1994, de Azeredo et al. 1998, Garcia-

Romera et al. 1998, Fracchia et al. 2000, Botha 2006). Son escasos los trabajos sobre su rol

13



Capitulo 1

ecoldgico en ambientes naturales y sobre su relacién con otros microorganismos (Vishniac
1995, Botha 2006).

Las plantas proporcionan un amplio rango de habitats que pueden ser colonizados
por levaduras y hongos dimérficos. Incluso en un mismo individuo vegetal existen diferentes
microhdbitats, generalmente asociados a alguno de los siguientes compartimientos: la
enddsfera, la rizésfera y la filésfera. La primera comprende el interior de la planta, rico en
nutrientes y agua, pero donde el estrés osmético es alto y la disponibilidad de oxigeno muy
reducida. La filésfera corresponde a la superficie y parte interior de las estructuras aéreas de
las plantas (Timms-Wilson et al. 2006, Whipps et al. 2008), mientras que la rizésfera se
define como la fraccion de suelo entorno a la raiz, en la cual la planta ejerce su influencia
(Kowalchuk et al. 2010). Tanto la fil6sfera como la rizéfera seran descriptas en mayor detalle
en los Capitulos 2 y 5, respectivamente.

En la region Andino-patagénica, miembros del Laboratorio de Microbiologia Aplicada
y Biotecnologia del Centro Regional Universitario han realizado numerosos estudios sobre la
diversidad de levaduras asociada a diversos habitats y sustratos de ambientes naturales. Se
ha descripto la ocurrencia de estos hongos en sistemas acuaticos (tales como lagos y lagunas,
algunos de ellos de altura), en ambientes extremos (glaciares y ambientes 4cidos) y en flores,
frutos y hojas de distintas especies vegetales comprendidas en los bosques de Nothofagus.
También se ha analizado la presencia de levaduras en cuerpos fructiferos de diferentes
especies de Cyttaria (C. darwinii, C. hariotii, C. hookeri, C. johowii), hongos hemiparasitos del
género Nothofagus, comunmente llamados Llao-Llao o pan de indio (Brizzio & van Broock
1998, Libkind et al. 2003a, 2004, Russo et al. 2008, Ulloa et al. 2009, Moliné et al. 2011,
Mufioz 2010, Brandao et al. 2011, de Garcia 2007). Entre los hallazgos relacionados con el
estudio de levaduras en estos ambientes nativos se destaca la elevada cantidad de especies
nuevas no descriptas hasta el momento, muchas de ellas pertenecientes a los géneros
Cryptococcus, Dioszegia, Mrakia, Sporidiobolus, Sporobolomyces y Rhodotorula.

Es escaso lo que se conoce sobre las levaduras asociadas a los suelos de esta region.
Recientemente, Mestre (2012) ha abordado esta tematica y ha estudiado la diversidad y
fisiologia de levaduras y hongos dimdrficos presentes en distintas fracciones de suelo en
bosques de N. pumilio y N. antarctica, hallando diferentes especies nuevas asociadas a este
ambiente (Mestre et al. 2010, Mestre et al. 2011a,b). No se conocen hasta el momento las
levaduras asociadas al suelo de bosques de N nervosa ni a los sistemas radicales de esta

especie forestal.
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APLICACION BIOTECNOLOGICA POTENCIAL DE LAS MICORRIZAS Y LEVADURAS

Una de las principales razones para explorar la diversidad microbiana de diferentes
habitats es que los microorganismos presentes en ellos son capaces de sintetizar compuestos
de relevancia para el ambiente y para la industria (enzimas, acidos grasos, pigmentos y
antibiéticos). La diversidad microbiana es considerada entonces como una de las principales
fuentes de innovacién en biotecnologia (Bull et al. 1992, Middelhoven 1997, Bhadra et al.
2008, Fell et al. 2000), y diversos habitats han sido estudiados como fuentes de
microorganismos biotecnolégicamente importantes (Glickmann et al. 1998, Lindow & Brandl
2003, Whipps et al. 2008).

Debido a los efectos que las EcM generan en su hospedador, esta simbiosis presenta
distintas aplicaciones biotecnolégicas, entre las que destacan las siguientes: biocontrol de
patégenos vegetales, biorremediacion de ambientes degradados o contaminados e
indicadoras de estrés en diferentes ecosistemas. Asimismo, muchas de ellas son importantes
en la industria alimenticia, ya que estdn formadas por hongos que desarrollan cuerpos
fructiferos comestibles de gran valor en el mercado internacional. En este sentido, una
estrategia ambiental sustentable y econémicamente favorable es inocular especies forestales
con EcM que posean cuerpos fructiferos comestibles. Algunos hongos ectomicorricicos
también producen metabolitos secundarios y moléculas quelantes de importancia
biotecnolodgica (Rai & Varma 2011). En lo que respecta a actividades forestales sustentables,
es cada vez mas frecuente la aplicacion de EcM durante la etapa de cultivo a fin de reducir la
cantidad de fertilizantes y pesticidas quimicos que se utilizan en viveros comerciales. Son
numerosos los trabajos que afirman que esta simbiosis favorece el crecimiento de las
plantulas. En ocasiones, estos cambios se notan mientras las plantas se encuentran en el
vivero, pero frecuentemente resultan mas evidentes cuando las mismas son llevadas a campo,
donde deben resistir al estrés del trasplante y a las condiciones naturales del ambiente
(Quoreshi 2003, Pera & Parladé 2005, Oliveira et al. 2010).

Con respecto a la aplicacion biotecnoldgica de levaduras aisladas a partir de
ambientes nativos de la regién Andino-patagonica, se destacan aquellas relacionadas con la
capacidad de estos hongos de producir enzimas extracelulares (de Garcia 2011), pigmentos y
otros compuestos fotoprotectores (Libkind et al. 2003b, Libkind et al. 2004b, Libkind & van
Broock 2006, Moliné et al. 2009). Asimismo, en un trabajo reciente se ha demostrado que el
genoma de la levadura Saccharomyces pastorianus, especie recientemente descripta y aislada
hasta el momento tnicamente de diferentes ambientes de Patagonia, forma parte del genoma
hibrido de S. bayanus, que es la especie utilizada para la produccién de cerveza rubia en la

mayor parte del mundo (Libkind et al. 2011).
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Capitulo 1

En base a lo anteriormente mencionado, se plantea la necesidad de estudiar las
micorrizas y levaduras asociadas a especies vegetales de los bosques Andino-patagonicos.
Estos estudios empiricos significarian un aporte al conocimiento de la diversidad y ecologia
de estos microorganismos en la region, existiendo la posibilidad de encontrar especies
nuevas de posible aplicacion biotecnoldgica. Algunas de ellas podrian resultar de importancia
para los procesos de domesticaciéon como biofertilizantes y/o biocontroladores de distintos
patogenos vegetales, y su utilizaciéon tenderia a la optimizacién de futuras practicas de

produccién y aprovechamiento forestal.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la diversidad y abundancia de micorrizas y levaduras asociadas a Nothofagus
nervosa (Rauli) en condiciones naturales y en plantas cultivadas en vivero a fin de describir
su comportamiento micorricico y de obtener informacién relevante para los programas de

domesticacion de esta especie forestal.

OBJETIVOS PARTICULARES

A) Aislar e identificar levaduras asociadas a los frutos de N. nervosa que son utilizados en
vivero para el cultivo de la especie.

B) Analizar la ocurrencia de micorrizas en N. nervosa durante su fase de cultivo en vivero
(desde la germinacién hasta los 2 afios de edad) e identificar los hongos formadores de
EcM en los mismos.

C) Describir el comportamiento micorricico de N. nervosa e identificar los hongos
ectomicorricicos en individuos pertenecientes a bosque nativo y en plantas cultivadas en
vivero y llevadas a campo bajo dos escenarios diferentes: bosque nativo y plantaciéon de
pinos.

D) Analizar la influencia de diferentes categorias de edad (plantulas, individuos jovenes y
adultos) sobre la diversidad de micorrizas.

E) Aislar e identificar levaduras asociadas a las EcM de individuos jévenes de N. nervosa en
las mismas condiciones que las descriptas en el inciso C (ejemplares nativos y cultivados e
implantados bajo bosque nativo y bajo pino).

F) Evaluar si existen relaciones entre la diversidad genética de las poblaciones de N. nervosa
y la composicién microbiana de sus raices.

G) Analizar asociaciones entre el genotipo del arbol y las comunidades fingicas asociadas al

mismo.
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Capitulo 1

El planteo de los objetivos particulares se corresponde con el orden de los Capitulos
de este trabajo de Tesis. Los Capitulos fueron ordenados segin la secuencia de
acontecimientos que ocurren durante la domesticacién de la especie y luego de su
implantacion en el campo y en relacion a los ejemplares nativos. En este sentido, se presenta
a continuacién un esquema organizativo en el que se resumen las actividades llevadas a cabo

en los distintos Capitulos incluidos en este trabajo de Tesis.

ESQUEMA DE TRABAJO

Nothofagus nervosa
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Capitulo 1

HIPOTESIS

A) En etapas tempranas del cultivo de N. nervosa en el vivero las plantas no se encuentran
micorrizadas o bien presentan baja diversidad de ectomicorrizas.

B) Los individuos cultivados en vivero presentan en sus raices EcM diferentes a las
asociadas al sistema radical de los ejemplares de N. nervosa llevados a campo.

C) La composicion de micorrizas asociadas a N. nervosa varia entre diferentes ambientes
(bosque nativo y plantacién de pinos), categorias de edad (plantulas, jévenes y adultos) y
estaciones (otofio y primavera).

D) El suelo y las raices asociadas a plantas de N. nervosa cultivadas a partir de semillas
provenientes de poblaciones con elevada diversidad genética presentan una composiciéon
fingica diferente a la de las poblaciones con menor diversidad genética.

E) Las levaduras presentes en la superficie de los frutos de N. nervosa son diferentes a las

asociadas a los ectomorfotipos de sus raices.
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AREA DE ESTUDIO

La distribucién del Rauli en Argentina es fragmentada, limitdndose a los valles de
lagos de origen glaciar que corren en sentido Oeste-Este (Figura 1.5), con precipitaciones
medias anuales que varian entre 1200 y 3000 mm (Informe de la Administraciéon de Parques
Nacionales). Actualmente cubre una estrecha franja de aproximadamente 120 km de largo y
40 km de ancho entre los 39° 21" y los 40° 35" de latitud Sur, ocupando un area estimada de
79.636 ha. La mayor parte de la distribuciéon de esta especie (97 %) se encuentra
comprendida en los Parques Nacionales Lanin y Nahuel Huapi (Sabatier et al. 2011).

El centro de mayor desarrollo de los bosques de Rauli en Argentina, tanto en términos
de continuidad y densidad de area boscosa como en tamafio y vigor de sus arboles, se
encuentra en la cuenca del Lago Lacar del Parque Nacional Lanin, donde el rango de
precipitaciones medias anuales es de 1.800 a 2.800 mm (Sabatier et al. 2011). La regién de
Yuco se encuentra comprendida en este centro, y resulta de importancia porque esta
registrada en el INASE (Instituto Nacional de Semillas) como Area productora de semillas de

N. nervosa (http://www.inase.gov.ar).

El INTA EEA Bariloche ha instalado ensayos de progenies y procedencias en distintos
lugares del Norte de Patagonia. En estos ensayos se evaldan las caracteristicas adaptativas y
de crecimiento del Rauli (Gallo et al. 2000, Gallo et al. 2004), asi como su supervivencia y su
potencial productivo (Azpilicueta et al. 2010). Dado que esta especie requiere espacios
relativamente abiertos para crecer, pero no tolera la exposicion total, es necesario instalar
dichos ensayos en sitios protegidos de la radiaciéon solar para que las plantulas puedan
desarrollarse apropiadamente. Para lograr esta proteccion, se han instalado los ensayos tanto
bajo bosque nativo como bajo plantaciones de pino, de gran extensién en la zona. Algunos de
estos ensayos se encuentran situados en el bosque nativo de la regiéon de Yuco, mientras que
otros se hallan bajo plantaciones de pinos en el area proxima de Meliquina (Figura 1.5). Los
ensayos utilizados en este trabajo de Tesis para desarrollar los objetivos planteados
corresponden a los instalados en el aflo 1999 en la Regién de Yuco y en el afio 2000 en la
Estancia Santa Lucia, préxima al Lago Meliquina, donde existen plantaciones de Pinus
ponderosa (Figura 1.5). La razdn por la que se seleccion6 este ultimo sitio es que presenta la
mayor proximidad al ensayo de progenies y procedencias de N. nervosa instalado en el

bosque nativo de Yuco y seleccionado para llevar a cabo este trabajo.
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Figura 1.5.- Distribucion natural del Rauli en Argentina (modificado Sabatier et al. 2011). Se seifiala en
amarillo el sitio de muestreo situado en la regién de Yuco y en azul el correspondiente a la plantacién

de pinos de Meliquina.
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Capitulo 2

INTRODUCCION

LA FILOSFERA

El crecimiento de los microorganismos en la naturaleza depende del tipo y cantidad
de recursos y de las condiciones ambientales en las que se desarrollen (Kowalchuk et al.
2010). En este sentido, las superficies de las plantas constituyen un habitat de importancia
para los microorganismos, brindando diferentes condiciones microclimaticas a comunidades
microbianas también diversas (Andrews & Harris 2000, Kowalchuk et al. 2010). Entre las
superficies vegetales a las que se encuentran asociados microorganismos, se encuentran las
correspondientes a las estructuras aéreas. Estas constituyen la filésfera, que se define como el
ambiente asociado a las superficies y la parte interior de los 6rganos aéreos de las plantas,
incluyendo flores, frutos, tallos, yemas y hojas (Timms-Wilson et al. 2006, Whipps et al.
2008). Uno de los aspectos mas importantes de este ambiente es su gran extensién. Si
tenemos en cuenta que existen alrededor de 200000 especies vegetales descriptas en el
planeta y que la superficie de sus hojas comprenden aproximadamente 10° km?, la filésfera
constituye la interfase biosfera-atmosfera mas grande del planeta (Kowalchuk et al. 2010).

La fil6sfera es un ambiente heterogéneo y generalmente extremo debido al reducido
acceso a nutrientes, a las marcadas fluctuaciones en la disponibilidad de agua, y a la
exposicion al viento, las precipitaciones y la radicaciéon UV. Los microorganismos que habitan
en la filosfera se consideran epifitos y poseen distintas estrategias que les permiten subsistir
en ese ambiente (Andrews & Harris 2000, Lindow & Brandl 2003, Kowalchuk et al. 2010).
Entre ellas se encuentra la habilidad de formar biofilms, que actian como trampa de
nutrientes, protegen a los microorganismos contra la desecacién y los mantienen adheridos
al sustrato. La pigmentacion y los mecanismos de reparacién del ADN son ejemplos tipicos de
tolerancia, ya que permiten a los microorganismos eludir el efecto dafiino de la radiaciéon UV
(Kowalchuk et al. 2010).

Dado su elevado niimero y actividad metabdlica diversa (obtienen energia a partir de
diferentes fuentes de C, sintetizan diversas enzimas extracelulares, presentan distintas tasas
de crecimiento), los microorganismos presentes en la filosfera no sélo influyen en la
bioecologia de las plantas sobre las que habitan, sino también sobre procesos globales
importantes tales como los ciclos del C y del N (Andrews & Harris 2000, Lindow & Brandl
2003, Kowalchuk et al. 2010). Las interacciones microbianas que se dan en este ambiente
influyen también sobre la aptitud de las poblaciones vegetales asi como en la calidad y
productividad de los cultivos agricolas (Whipps et al. 2008), ya sea promoviendo el

crecimiento vegetal (Glickmann et al. 1998, Brandl et al. 2001), incrementando la tolerancia
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Capitulo 2

de las plantas a la desecacién y/o participando en la defensa contra diferentes patégenos
vegetales (Schena et al. 2002, Punja & Utkhede 2003, Kowalchuk et al. 2010).

Los habitantes mas abundantes de la filésfera son las bacterias, que corresponden al
grupo mas estudiado. Las levaduras y hongos dimérficos son abundantes en este ambiente y
constituyen el grupo fingico dominante, mientras que los hongos filamentosos suelen ser
transitorios y estar presentes principalmente en forma de esporas (Andrews & Harris 2000,
Lindow & Brandl 2003, Whipps et al. 2008). Algunos estudios han descripto el papel
potencial que las bacterias tendrian en la filo6sfera, tales como la sintesis y degradacion de
fitohormonas capaces de alterar la fisiologia de la planta (ej. acido-indol-acético o AIA)
(Kowalchuk et al. 2010), y la protecciéon contra heladas y patégenos vegetales (Lindow &
Brandl 2003). La forma en que las levaduras y hongos dimérficos determinan o contribuyen a
la salud y aptitud vegetal ha sido menos explorada. De acuerdo a Glushakova & Chernov
(2007), los exudados vegetales son la fuente principal de nutrientes para las levaduras y
hongos dimérficos epifitos, y por el consumo de los mismos estos organismos estimulan a su
vez el metabolismo vegetal. Ademas, se ha demostrado que algunas levaduras y hongos
dimérficos de la filésfera inhiben o limitan el crecimiento de ciertos patégenos,
encontrandose entre ellas Aureobasidium pullulans, Kloeckera apiculata, Pichia anomala, P.
guilliermondii y Sporobolomyces roseus, las cuales han sido utilizadas como agentes de
biocontrol y para controlar pérdidas postcosecha en varias especies vegetales de importancia
comercial. Entre estas tultimas se encuentran: citricos (Droby et al. 1993), cereza, durazno,
manzana, uva (McLaughlin et al. 1992, Janisiewicz et al. 1994, Chand-Goyal & Spotts 1996b,
Pusey et al. 2009), frijoles y tomate (Elad et al. 1994, Elwakil et al. 2009), maiz (Fokkema et
al. 1979) y pera (Chand-Goyal & Spotts 1996a). Algunas especies de levaduras y hongos
dimorficos han sido también utilizadas para el control bioldgico de diferentes enfermedades
asociadas a tallos, hojas y flores. Por ejemplo, Fokkema et al. (1979) hallaron que las
levaduras presentes en las hojas de maiz presentan efecto antagonista contra los patégenos
Cochliobolus sativus y Septoria nodorum. También ha sido demostrado que el hongo dimérfico
Tilletiopsis pallescens reduce la infeccion del patdégeno Sphaerotheca fuliginea en hojas de
zapallo (Urquhart & Punja 1997) y que la levadura Rhodotorula glutinis es antagonista contra
el patégeno Botrytis cinerea en plantulas de geranio (Buck 2004).

Como se menciond anteriormente, la filosfera representa una fuente de
microorganismos de importancia ecolégica y biotecnoldgica, y por ello diversos programas de
investigacién se han basado en la caracterizaciéon de estos microorganismos epifitos. La
mayor parte de éstos se han focalizado en las hojas, que constituyen las estructuras aéreas

dominantes en términos de superficie (Andrews & Harris 2000, Lindow & Brandl 2003,
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Slavikova et al. 2007, Pusey et al. 2009). La microbiologia de yemas y flores también ha sido
ampliamente estudiada, principalmente porque los microorganismos presentes en ellas
pueden ser severamente afectados por diversos patdgenos vegetales, teniendo entonces
implicancias significativas sobre la producciéon (Andrews & Harris 2000, Pusey et al. 2009).
Sin embargo, poco se conoce sobre las poblaciones microbianas asociadas a semillas y frutos
no comerciales, a pesar de que estas estructuras también son susceptibles al deterioro
causado por insectos y microorganismos (Marchelli & Gallo 1999, Hadanich et al. 2008).

Los frutos tipo aquenio de N. nervosa (Figura 2.1) forman parte de la filosfera de esta
especie, por lo que es de esperar que posean una microflora asociada. Estos frutos,
indehiscentes y con la semilla en su interior, son directamente utilizados para la siembra en
vivero de esta especie forestal. Considerando que no se desinfectan en superficie antes de la
siembra, es probable que la microflora presente en los mismos se encuentre luego en el
sistema de cultivo, por lo menos en la etapa inicial de germinacién y establecimiento de la
plantula. Estos hechos resaltan la importancia de estudiar la diversidad de microorganismos
presentes en los frutos indehiscentes de N. nervosa en el momento de la siembra, y plantean
la necesidad de conocer si esos microorganismos pudieran resultar dafiinos para los
subsecuentes procesos de domesticacion o ser antagonistas de patégenos y/o promotores del

crecimiento vegetal.

DESCRIPCION DE LOS FRUTOS DE NOTHOFAGUS NERVOSA

Los frutos de N. nervosa son aquenios alados que se encuentran contenidos dentro de
una cupula formada por 4 valvas. Cada cipula contiene 3 aquenios de 5-8 mm de largo,
siendo los laterales trialados y el central bialado (Figura 2.1). La maxima diseminacién de los
frutos ocurre a finales del verano y principios del otofio, es decir durante Marzo y Abril. Los
frutos caen de los arboles por accion combinada del viento y la gravedad (Donoso et al
2006). Cada fruto contiene una unica semilla, a la cual protege hasta su germinaciéon porque
éste no se abre al madurar (son indehiscentes)*.

Al igual que otras especies del género, N. nervosa posee una produccion variable de
frutos tanto entre aflos como entre procedencias. Este fenomeno de alternancia en la
produccion de un afio respecto al siguiente se denomina veceria, y se halla muy marcado en
esta especie. El porcentaje de frutos vanos o vacios también es variable de afio a afo,
pudiendo en algunos casos llegar a valores muy altos (Marchelli & Gallo 1999, Donoso et al.

2006), en ocasiones superiores al 90 % (Azpilicueta et al. 2010).

4 Este aspecto ha generado que frecuentemente estos frutos se denominen directamente “semilla”
(Correa 1984, Donoso et al. 2006, Azpilicueta et al. 2010).
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La produccién irregular de semillas lleva implicita la necesidad de contar con un
banco que provea el material necesario para la produccién de plantines en aquellos afios en
los que la produccion de semillas sea baja. Es aconsejable entonces realizar grandes cosechas
los afios de alta produccién, que a su vez coinciden con los de alta viabilidad. Ademas, en
estos afos la diversidad genética también es significativamente mayor, ya que existe un
numero mas elevado de individuos que actian como progenitores (Marchelli & Gallo 1999).
Poseer semillas de amplia diversidad genética asociada a distintos caracteres adaptativos,
brindaria en el futuro una probabilidad mayor de contar con plantas que posean distintas
capacidades de adaptacion al medio, siendo esto fundamental bajo un escenario de cambio
climatico global (Donoso et al. 2006, Azpilicueta et al. 2010). Es importante mencionar que
los frutos de Nothofagus pueden mantener su capacidad germinativa casi inalterada por 6-9
afios, hecho que favorece la conservacion de las semillas durante largos periodos de tiempo y
que contribuye a compensar la veceria propia de estas plantas (Donoso et al. 2006,
Azpilicueta et al. 2010). En el INTA EEA Bariloche, una vez colectados los frutos se conservan
en bolsas de polietileno y en camara de frio hasta su utilizacion. Surge entonces la necesidad
de conocer la influencia de este proceso de conservaciéon sobre los microorganismos

asociados a los frutos que seran posteriormente utilizados en el cultivo de la especie.

lem

Figura 2.1.- Morfologia de los frutos de Nothofagus nervosa. a) Aspecto general, b) Detalle de frutos

bialados (en el centro de la fotografia) y trialados (a los laterales de la misma).

OBJETIVO

Determinar la diversidad de levaduras y hongos dimoérficos asociada a la superficie de
los frutos de N. nervosa y evaluar como los procesos de conservacion y ruptura de latencia

fisiolégica de la semilla, previos a la siembra, afectan estas comunidades microbianas.
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MATERIALES Y METODOS

PROCESAMIENTO DE LOS FRUTOS

El manejo y procesamiento de los frutos abarcan aquellas actividades que se realizan
desde que se colectan los mismos hasta su siembra (Martinez & Schinelli 2009), y se
describen a continuacién.

Los individuos a cosechar fueron elegidos de manera de incluir aquellos que
presentaban aspecto deseable en términos de calidad forestal (ej. fuse recto, poca
ramificacion), evitando los arboles enfermos o mal formados (Martinez & Schinelli 2009,
Azpilicueta et al. 2010). Los frutos utilizados en este trabajo fueron cosechados durante los
meses de Marzo y Abril por medio de redes ubicadas a forma de “trampa” en el area de Yuco?,
descripta en el Capitulo 1. Esta técnica consiste en colocar redes de aproximadamente 3 x 3 m
(mallas multifilamento o mediasombra) bajo el dosel de los arboles previamente
seleccionados y a una altura de 1,5 m del suelo (Gallo et al. 2000, Azpilicueta et al. 2010)
(Figura 2.2). Se realizaron cosechas semanales, evitando de esta forma que los frutos se
vuelen o se deterioren por accién de distintos agentes externos, tales como precipitaciones,
aves, insectos, hongos y microorganismos patogenos (Martinez & Schinelli 2009, Azpilicueta
etal. 2010).

Dado que en general los frutos llegaron hiimedos al vivero, para secarlos se colocaron
en bolsas de papel a temperatura ambiente por 3-5 dias. Este proceso, ademas de eliminar la
humedad exterior, contribuye a disminuir la humedad interior de la semilla, lo que es
fundamental para prolongar su viabilidad en el tiempo. La limpieza de los frutos consisti6 en
eliminar todas las impurezas acumuladas durante el proceso de recolecciéon (hojas,
fragmentos de ramas, frutos en mal estado, semillas de otras especies, insectos y tierra). Para
ello, los frutos se pasaron por tamices de diferentes didmetros de malla, hasta el punto en que
quedaron libres de impurezas. Una vez limpios se almacenaron en bolsas de polietileno y se
conservaron en camara en un ambiente seco, oscuro y a 4 °C (Martinez & Schinelli 2009).

Las semillas de Rauli, al igual que otras especies del genero Nothofagus, presentan
latencia fisioldgica, por lo que requieren de un tratamiento pre-germinativo previo a la
siembra. En este trabajo se rompié la dormancia colocando los frutos en bolsas permeables y
sumergiendo las mismas en agua corriente fria durante 5 dias. Transcurrido este tiempo se
extrajeron los mismos y se secaron a temperatura ambiente. Este proceso es el que se sigue

habitualmente en el vivero del INTA EEA Bariloche previo a la siembra.

5 Los frutos fueron colectados en el marco del proyecto “Domesticacion de especies forestales nativas
patagoénicas” por el personal técnico del INTA EEA Bariloche.
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Figura 2.2.- Redes se microfibra en el campo bajo diferentes individuos de Nothofagus nervosa actuando

como trampa de frutos (Foto: Ing. Ftal. Leonardo Gallo, INTA EEA Bari loche).

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LEVADURAS
Para el aislamiento y posterior estudio de las levaduras asociadas a la superficie de
los frutos de N. nervosa, se seleccionaron al azar 30 frutos del pool correspondiente a cada

una se las siguientes categorias:

a) Frescos (F): Cosecha 2007, realizada 15 dias antes de realizar el ensayo.
b) Conservados (C): Cosecha 2002, en la que los frutos fueron colectados y conservados a 4 °C

durante 5 afios.

Luego, 15 frutos de los previamente seleccionados para cada cosecha fueron elegidos
al azar para someterlos al tratamiento pre-germinativo de lavado descripto anteriormente. El
disefio de este ensayo se basd entonces en un total de 60 frutos, dos variables (conservacion y
lavado) y cuatro tratamientos (n = 15 para a cada uno de ellos): frutos frescos no lavados
(FnL), frescos lavados (FL), conservados no lavados (CnL) y conservados lavados (CL).

Cada fruto fue colocado en un tubo plastico de 1,5 mL que contenia 1 mL de solucién
fisiolégica (NaCl 0,9 % p/v) y 0,15 g de arena estéril. Los tubos se agitaron en vortex a
maxima velocidad por 2 min y luego se centrifugaron por 30 s a 10000 g para precipitar los
restos de arena y de frutos. Para cada cada una de las muestras se sembraron por

agotamiento en superficie 100 pl de esta suspension en placas de Petri con medio MYP
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(Anexo II) adicionado con cloranfenicol 0,01 g % (antibidtico) (Yarrow 1998). Se incubaron
las placas a 20 °C por 72 hs y luego a 4 °C por 48 hs, periodo durante el cual las colonias
desarrollaron muchas de sus caracteristicas morfologicas distintivas, principalmente color,
textura y presencia de micelio. Tres colonias representativas de cada uno de los morfotipos
de levaduras presentes en cada placa fueron repicadas en medio MYP hasta obtener cultivos
puros. Todos los aislamientos fueron crioconservados a -80 °C en solucién de glicerol 20 %.
Una vez puros, los aislamientos fueron agrupados segin sus caracteristicas
macromorfolégicas (color, forma de la colonia, textura, presencia de micelio o pseudomicelio)
y su capacidad de producir pigmentos (carotenos o melanina) y micosporinas. La capacidad
de producir pigmentos carotenoides y melaninas se evalud visualmente y bajo luz blanca en
todos los aislamientos luego de haber sido cultivados 3 dias a 20 °C y 2 semanas a 4 °C. Se
realiz6 una segunda evaluacion a los 2 meses, en particular en aquellos casos que resultaran
dudosos, tiempo en el que se produce una fuerte intensificacién en los colores de las colonias
(Mufioz 2010). La induccién, extraccion y analisis de micosporinas se llevd a cabo en todos
los aislamientos y de acuerdo a la técnica descripta por Moliné et al. (2011). Esta consistié en
cultivar las cepas en placas de Petri con medio MMS (Anexo II) en forma de césped y en
camara (Semedic I-500PF) durante 4 dias a 20 °C con fotoperiodo 12 hs luz visible/12 hs
oscuridad. Luego, la biomasa obtenida se resuspendié en tubos plasticos de 1,5 mL
conteniendo 1 mL de metanol 20 % v/v; éstos se homogenizaron en vortex y se incubaron
durante 4 hs a 80 °C. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron las muestras a 13000 g por
15 min (centrifuga Sigma 4K15). Para evaluar la presencia de miscosporinas se midié la
absorbancia del sobrenadante a 310 nm (espectofotometro Hewlett Packard P 8453-E)
utilizando una cubeta de cuarzo. La existencia de un pico a esta longitud de onda evidencia la

existencia de micosporinas en el extracto.

ANALISIS MOLECULARES Y FILOGENETICOS

Se realizaron extracciones de ADN gendémico de todos los aislamientos. Para ello se
sembraron las levaduras en medio MYP (Anexo II) y se incubaron por 72 hs a 20 °C. Se
suspendié una ansada del cultivo en 100 pl de buffer de lisis (Anexo II) y se homogenizé en
vortex durante 1 min. Los tubos fueron colocados a -80 °C durante 1 h y transferidos
inmediatamente a un bafio termostatico a 100 °C durante 10 min (ruptura celular por shock
térmico). Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 13000 g por 10 min y el
sobrenadante conteniendo el ADN se transfirié a un tubo limpio (Fernandez et al. 2012).

Para confirmar la homogeneidad de los grupos macromorfolégicos formados

anteriormente, se estudiaron las huellas moleculares (fingerprinting) de todos los
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aislamientos de levaduras por medio de la técnica MSP-PCR, en la que se analizaron las
regiones Mini/Microsatélites del ADN gendmico. Este procedimiento fue llevado a cabo segtin
Libkind et al. (2003) y utilizando el primer M13 (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3'). Se realiz6 la
reaccion de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa o Polimerase Chain Reaction)
(Termociclador MultiGene, Labnet) en un volumen final de 25 pL que contenia: 3 mM MgCl,,
0,2 mM dNTPs, 0,8 uM primer, 1U Taq polimerasa (Invitrogen), 1X del buffer de reacciéon y 5
uL de la dilucion 1:100 pl de ADN stock/agua MiliQ estéril (de Garcia et al. 2007). Las
condiciones de PCR fueron: un paso de desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 min, seguida de
40 ciclos de 455293 °C,60sa55°Cy60sa72°C y una extension final durante 6 min a 72
°C. Los fragmentos amplificados fueron separados por electroforesis en geles de agarosa 1,5
% (p/v) durante 30-60 min dependiendo del tamafio del gel, tefiidos con GelRed (Biotium) y
observados en transiluminador con luz UV (DNR Minibis Pro).

Una vez confirmada la homogeneidad de los grupos formados por similitudes
macromorfoldgicas y por los patrones de bandas obtenidos por MSP-PCR, 2-3 representantes
de cada grupo fueron secuenciados. Para ello se amplificé la region D1/D2 con los primers
NL1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') y NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3). La
reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 pL segin las siguientes
concentraciones: 0,5 mM MgCl,, 0.8 mM dNTPs, 0,2 puM de cada primer, 1U Taq polimerasa
(Invitrogen), 1X buffer de reaccion y 3,8 pL. de una dilucién 1:100 1:100 pl de ADN stock/agua
MiliQ estéril. El programa utilizado para la amplificaciéon de las muestras fue el siguiente: un
ciclo de desnaturalizacién de 95 °C por 2 min, 35 ciclos de 15sa95°C,25sa54°Cy 20sa 72
°C, y una extension final de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron purificados (Kit
MoBio) y enviados a secuenciar con el primer NL4 a la Unidad de Gen6mica del INTA Castelar
(Secuenciador ABI 3700) en Buenos Aires o a la empresa MACROGEN, Seul, Corea. Las
secuencias nucleotidicas fueron manualmente corregidas, alineadas y sujetas a andlisis
filogenéticos utilizando el programa MEGA4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis

software MEGA4 - Tamura et al. 2007), de acceso libre (http://www.megasoftware.net). Una

vez corregidas fueron comparadas con las secuencias disponibles en la base de datos
GenBank-NCBI para identificar el taxdén al que correspondian
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST /Blast.cgi).

Se construyeron 2 Aarboles filogenéticos, uno correspondiente al Phylum
Basidiomycota y el otro al Phylum Ascomycota, utilizando el algoritmo Neighbor Joining (NJ),
valores de significancia estadistica para 1000 repeticiones (bootstrap) y el modelo Kimura de
2 parametros para estimar las distancias evolutivas ente las especies estudiadas (Kimura et

al. 2004). En caso de contarse con varias secuencias de una misma especie, sélo 4 fueron

28


http://www.megasoftware.net/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi

Capitulo 2

consideradas para construir el arbol, seleccionandose aquellas que a pesar de pertenecer a la
misma especie, presentaran diferencias nucleotidicas entre ellas. Las secuencias obtenidas en
este trabajo fueron alineadas con los representantes mas afines taxonémicamente de acuerdo
a la informacién disponible en el NCBI y con las cepas tipo en caso de contarse con las
mismas. Todas las secuencias obtenidas fueron depositadas en el NCBI y estan actualmente
disponibles para fines comparativos segiin los nimeros de acceso HQ629551 a HQ629619
(Anexo III). La nomenclatura y clasificacion de las especies identificadas corresponden a la
citada en las bases de datos Index Fungorum (www.indexfungorum.org) y PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi). En este trabajo de Tesis se

escribe el género de la especie completo la primera vez que se menciona y abreviado a partir

de entonces. En caso de existir dos géneros que comiencen con la misma inicial se utilizara
una segunda letra en la abreviacidn a fin de diferenciarlos correctamente (ej. Coniozyma = C. y

Cryptococcus = Cr.).

ANALISIS DE COMUNIDADES

La diversidad beta se define como la variaciéon de la composiciéon de especies en el
espacio y el tiempo (Anderson et al. 2006). Este analisis se utiliza para estudiar y comprender
de qué manera los factores ambientales afectan la biodiversidad, siendo Ttil en el estudio de
las comunidades microbianas (Green et al. 2004).

En este trabajo se selecciond el indice de Jaccard modificado (Jmod) por Chao et al
(2005) para medir la diversidad beta de las comunidades microbianas en estudio. A
diferencia del indice de Jaccard clasico, que se basa sdlo en la presencia y ausencia de
especies, esta modificacion toma en cuenta la abundancia relativa de cada especie. Por esto
ultimo, resulta mas apropiado para analizar la similitud entre muestras que contienen un
elevado nimero de especies raras (Chao et al. 2005), como es el caso de este estudio. Este
indice fue utilizado para evaluar si los procesos de conservaciéon y lavado afectan las
comunidades de levaduras y hongos dimorficos asociadas a los frutos de N. nervosa. Para tal
fin se compararon: a) frutos frescos y conservados (F vs C), b) frutos frescos no lavados y
lavados (FnL vs FL) y ¢) frutos conservados no lavados y lavados (CnL vs CL). Su férmula de

calculo es la siguiente:

Donde U es la abundancia relativa de las especies compartidas en la
UxV
(U+V-UxV)

Jmod = Comunidad 1 y V la abundancia relativa de las especies compartidas en

la Comunidad 2.
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ANALISIS ESTADISTICOS

A fin de analizar si las variables en estudio (conservacion y lavado) eran
independientes se utiliz6 una prueba de Chi-cuadrado. Para evaluar si estos tratamientos
afectan significativamente la abundancia de levaduras en la superficie de los frutos se
realizaron dos pruebas t de Student comparando: frescas vs conservadas (F-C) y no lavadas vs

lavadas (nL-L).

RESULTADOS

DIVERSIDAD DE LEVADURAS Y HONGOS DIMORFICOS EN SEMILLAS DE NOTHOFAGUS NERVOSA¢

A partir de los 60 frutos analizados se obtuvieron un total de 171 aislamientos
correspondientes tanto a levaduras como a hongos dimorficos. El 94 % de los mismos fueron
aislados de frutos frescos y el 6 % restante de los conservados (Tabla 2.1). Las levaduras
como a hongos dimérficos estuvieron presentes en todos los frutos frescos y sélo en un 20 %
de los conservados. El porcentaje de aislamientos correspondiente a frutos no lavados y
lavados fue de 47 % y 53 %, respectivamente (Figura 2.3). Segin el analisis de Chi-cuadrado
realizado no existe asociacion entre las variables conservacion y lavado de semillas (X2 = 0,69,
pc = 3,84, p < 0,05). De acuerdo a los resultados de las pruebas t de Student, se puede afirmar
que el proceso de conservacion reduce significativamente el nimero de levaduras y hongos
dimorficos presentes en los frutos (p = 0,013), mientras que el tratamiento de lavado no lo
afectd significativamente (p = 0,170).

En base a los patrones de bandas de microsatélites obtenidos para los diferentes
aislamientos de levaduras y hongos dimorficos, pudo confirmarse la homogeneidad de los
grupos morfolégicos conformados anteriormente. En la Figura 2.4 se muestra como los
patrones de bandas correspondientes a la misma especie fueron sumamente similares entre
si pero difirieron de los pertenecientes a otras especies de levaduras y hongos dimérficos,
permitiendo asi seleccionar las muestras que fueron enviadas para su secuenciacion (2 o 3
representantes de cada grupo).

Se hallaron un total de 17 especies de levaduras y hongos dimérficos, siendo 5 de ellas
potenciales especies nuevas. La mayor parte de los aislamientos (78 %) y de las especies (61
%) pertenecieron al Phylum Ascomycota, y el resto de las mismas al Phylum Basidiomycota
(Figura 2.5, Tabla 2.1). Todas las especies pertenecientes al Phylum Ascomycota son hongos
dimorficos, de color oscuro (verdes, marrones, negros) debido al contenido de melanina y

capaces de formar un micelio conspicuo. La mayor parte de las especies incluidas en el

6 Los resultados presentados en este Capitulo se hallan publicados y el articulo corresponde al de
respaldo solicitado por la Comision de Doctorado en Biologia de la Universidad Nacional del Comahue
necesario para presentar y defender la Tesis de Doctorado.
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Phylum Basidiomycota no son pigmentadas ni producen micelio, a excepcion de Rhodotorula
colostri, una levadura cuyo elevado contenido de carotenos le brinda color rosado, y de
Trichosporon dulcitum Unica especie de las identificadas dentro de este Phylum que
desarrollé micelio. Se determiné que el 71 % del total de especies identificadas son capaces

de sintetizar micosporinas, entre las que se encuentran las mas abundantes (Tabla 2.1).

Tabla 2.1.- Taxa, numero de aislamientos, presencia de micelio y capacidad de producir pigmentos y
micosporinas de las cepas aisladas en cada tratamiento al que fueron sometidas las semillas de

Nothofagus nervosa. F = Frutos Frescos; C = Conservados; L = Frutos lavados; nL = No lavados; Total %

= Porcentaje de aislamientos por tratamiento y por especie respecto del nimero total de aislamientos

obtenidos (171); Mcl = Micelio; Pig = Pigmentos; M = Melanina; ¢ = Carotenos; Mic = Micosporinas.

Taxa de levadurasy F C . .
Hongos dimérficos nL L nL L Total (%) ~Mcl Pig  Mic
Ascomycota
Chaetothyriales
Phaeomoniella zymoides 1 - - - 1 (<1%) + +M
Phaeomoniella sp. 1 - - - 1 (<1%) + +M
Coniochaetales
Lecythophora mutabilis 1 - 2 - 3 (2%) + M-
Dothideales
Aureobasidium pullulans 15 14 1 1 31 (18%) + +M +
Coniozyma leucospermi - 1 - - 1 (<1%) + +M +
Dothichiza sp. 1 26 21 - - 47 (27%) + +M +
Dothichiza sp. 2 1 - - - 1 (<1%) + +M +
Taphrinales
Taphrina wiesneri - 1 - - 1 (<1%) + +M +
Incertae sedis
Hongo dimérfico ascomicéticosp.1 19 27 - - 46 (27%) + +M o+
Hongo dimérfico ascomicético sp. 2 - - - 1 1 (<1%) + +M -
Basidiomycota
Filobasidiales
Cryptococcus adeliensis - 2 - - 2 (1%) - - -
Cryptococcus diffluens 1 - - - 1 (<1%) - -
Cryptococcus weringae 1 - - - 1 (<1%) - -
Sporidiobolales
Rhodotorula colostri - 1 - 3 4 (2%) - +C -
Rhodotorula fujisanensis - 8 - 1 9 (5%) - - -
Tremellales
Cryptococcus heveanensis 11 8 - 1 20 (12%) - -
Trichosporon dulcitum - 1 - - 1 (<1%) + -
Aislamientos obtenidos por 77 84 3 7
tratamiento 161 10 171
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Las especies mas abundantes sobre los frutos de N. nervosa fueron Dothichiza sp. 1,
Hongo dimérfico ascomicético sp. 1, A. pullulans (Ascomycota) y Cryptococcus heveanensis
(Basidiomycota), respectivamente (Tabla 2.1). En conjunto, estas 4 especies abarcaron el 84
% del total de aislamientos. Aureobasidium pullulans fue la Gnica especie presente en todos
los tratamientos, mientras que Cr. heveanensis fue hallado en tres de ellos. Ambas especies
estuvieron asociadas mayormente a frutos frescos. Las especies nuevas Dothichiza sp. 1y
Hongo dimoérfico ascomicético sp. 1 se obtuvieron sélo a partir de frutos frescos. Entre las
especies menos abundantes, Lecythophora mutabilis se registré so6lo en frutos no lavados,
mientras que R. colostriy R. fujisanensis se recuperaron Unicamente a partir de frutos lavados
(Tabla 2.1). Las demas especies (59 % del total), se encontraron representadas por no mas de

1 6 2 aislamientos y en sélo uno de los tratamientos.

ANALISIS DE COMUNIDADES

Al comparar las comunidades de levaduras y hongos dimérficos asociadas a frutos
frescos / conservados (F-C) y conservados no lavados / conservados lavados (CnL-CL), el
indice de Jaccard modificado (Jmod) obtuvo valores bajos (Jmod = 0.29 ¥ Jmeda = 0,11
respectivamente), indicando que la composicién de las comunidades flingicas cambid
significativamente luego del proceso de conservacion en el primer caso y de lavado en el
segundo. Por el contrario, este indice basado en la abundancia relativa de las especies indic
que las comunidades de levaduras y hongos dimérficos asociadas a los frutos frescos antes y

después del procedimiento de lavado (FnL-FL) eran similares (Jmod = 0,78) (Tabla 2.2).

Tabla 2.2.- Andlisis de comunidades de las levaduras y hongos dimdrficos asociados a los frutos frescos y
conservados con y sin ruptura de la dormancia. F = Frescos; C = Conservados; nL = No lavados; L =

Lavados; (n?) = Indica el nimero de especies aisladas a partir de ese tratamiento.

. F C

INDICES BETA F (16)-C (6) NL(10) - L(10) NL(2)-L(5)
N° de especies compartidas 5 4 1

N° de especies unicas 11-1 6-6 1-4
Frecuencia de especies compartidas 0,35 - 0,60 0,92 -0,83 0,33-0,14
indice de Jaccard modificado (Jmod) 0,29 0,78 0,11

ANALISIS FILOGENETICOS
Los arboles filogenéticos construidos presentaron diferentes clados, correspondientes
a los drdenes en los que se encuentran incluidas las especies de levaduras y hongos

dimorficos identificadas en este estudio (Figura 2.6). En estos arboles puede notarse que la
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mayor parte de los representantes filogenéticamente mas cercanos a los obtenidos en este
trabajo fueron también aislados a partir de plantas o del suelo. En la Figura 2.6a se observa
que la especie nueva denominada Hongo dimérfico ascomicético sp. 2 se incluye en el clado
de L. mutabilis, pero posee 10 diferencias nucleotidicas con esta especie. Lo que ambas tienen
en comun es su incapacidad de producir micosporinas (Tabla 2.1). El Hongo dimérfico
ascomicético sp. 1 present6 8 diferencias con su representante mas cercano (NCBI EF420013
Fungal Endophyte 9096), que a su vez corresponde a una especie no descripta hasta el
momento. Las secuencias de A. pullulans se ubicaron en distintos subclados dentro de la
misma rama del arbol, sugiriendo que entre los aislamientos obtenidos existen diferentes
variedades de esta especie (Figura 2.5a). Dothichiza sp. 1 y Dothichiza sp. 2 presentaron 13 y
17 diferencias nucleotidicas respectivamente con la especie mas proxima, que es D.
pithyophila, y 21 diferencias entre si. Por otro lado, se observa que Phaeomoniella sp. 1 se
encuentra filogenéticamente separada de P. zymoides. En este ultimo caso no se registraron
diferencias nucleotidicas entre las secuencias correspondientes a cada especie, pero se
observaron 14 gaps entre las mismas.

En el arbol filogenético correspondiente al Phylum Basidiomycota (Figura 2.6b) se
observa que Cr. heveanensis se encuentra mas relacionado filogenéticamente con T. dulcitum
(Tremellales), que con el resto de las especies de Cryptoccocus aisladas (Filobasidiales).
Mientras que las 2 especies basidiomicéticas comprendidas en el Orden Tremellales fueron
capaces de sintetizar micosporinas, entre las especies de Cryptococcus incluidas en el orden
Filobasidiales 2 poseifan esta caracteristica (Cr. adeliensis y Cr. weringae) y una no (Cr.
adeliensis). Por su parte, R. colostri 'y R. fujisanensis se encuentran incluidas en el mismo clado,

siendo ambas incapaces de producir micosporinas (Tabla 2.1).
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Figura 2.6.- Arboles filogenéticos construidos en base al algoritmo Neighbor Joining y al modelo Kimura
de 2 pardmetros para estimar las distancias evolutivas entre las secuencias del dominio D1/D2. Los

numeros sobre las ramas corresponden a la frecuencia con la que la rama se ubic6 de esa forma en

1000 repeticiones (bootstrap), los valores inferiores al 50 % no se muestran. Secuencias

correspondientes a las especies Fonsecaea compacta y Tilletiaria anomala fueron utilizadas como raiz
(outgroup) en el arbol perteneciente al Phylum a) Ascomycota y b) Basidiomycota, respectivamente.
Los simbolos asociados a las secuencias indican el sustrato a partir del cual éstos fueron aislados. Las
secuencias obtenidas en este trabajo se sefialan en negrita y los detalles correspondientes a todas las
cepas se encuentran en el Anexo IIl. Referencias: Cepas obtenidas a partir de YF = Frutos frescos sin
lavar; YFL = Frutos frescos lavados; YCL = Frutos conservados lavados; @ : Plantas; = = Suelo; *m.\/j =

Ambientes acuaticos; <> = Otros sustratos; T = Cepa tipo.

DISCUSION

DIVERSIDAD DE LEVADURAS Y HONGOS DIMORFICOS
Existen distintos estudios en los que se ha descripto la diversidad de levaduras y

hongos dimorficos asociados a la fildsfera, y los resultados de los mismos difieren en cuanto a
la existencia de dominancia de Ascomycetes o Basidiomycetes. Por ejemplo, algunos autores

han observado que las levaduras pertenecientes a estos Phyla se encuentran en frecuencias
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similares tanto sobre las hojas (Slavikova et al. 2007) como sobre la corteza (Bhadra et al.
2008) de diferentes especies vegetales. Por otro lado, Fonseca & Inacio (2006) han sugerido
que una de las tendencias mas significativas que surge del analisis comparativo de
numerosos trabajos que describen las levaduras presentes en la fildsfera de distintas
especies, es la clara dominancia de los basidiomicetes. Por el contrario, Bhadra et al. (2008) y
Middelhoven (1997), hallaron una marcada predominancia de ascomicetes sobre la corteza
de diferentes arboles en un bosque de la India y en la fil6sfera de 24 especies vegetales que se
desarrollan en el clima arido de las Islas Canarias de Espafia (donde la precipitacién anual es
~130 mm). Los resultados de este trabajo acuerdan con estos ultimos estudios, ya que
también se registré una clara dominancia de hongos ascomicéticos sobre los frutos de N.
nervosa, tanto a nivel de aislamientos (78 %) como de especies (61 %). Cabe aclarar que estos
frutos no son carnosos, ni poseen estomas ni estructuras que retengan agua (pelos o
glandulas), por lo que presentan un porcentaje de humedad menor al de otros 6rganos de la
planta. Algunos autores han descripto que los hongos del Phylum Ascomycota son mas
resistentes a distintas condiciones de estrés que los del Phylum Basidiomycota (Baar et al.
1999, Gorbushina & Broughton 2009). En este sentido, Middelhoven (1997) y Bhadra et al
(2008) han sugerido que los hongos ascomicéticos se encuentran mejor adaptados a la baja
disponibilidad de agua y a la desecacion que los basidiomicéticos. En conjunto, esta
informacion explicaria la dominancia de los hongos pertenecientes al Phylum Ascomycota
sobre los frutos de N. nervosa.

Como se observa en la Figura 2.6, la mayor parte de las levaduras y hongos dimérficos
taxondmicamente mas cercanos a los analizados en este trabajo también han sido hallados
asociados a distintas plantas, mientras que Lecytophora mutabilis y T. dulcitum han sido
aisladas a partir de suelo (Weber et al. 2002, Glushakova & Chernov 2004, Mufioz 2010,
Anexo III). De acuerdo a Andrews & Harris (2000), es frecuente hallar en la fildsfera
levaduras que habitan mas generalmente en el suelo o en la rizésfera de las plantas, ya que
pueden acceder a ésta por accion del viento o de diferentes vectores, tales como pequefios
mamiferos, aves e insectos. A su vez, estos resultados acuerdan con los citados por Bhadra et
al. (2008), quienes aislaron 239 cepas de levaduras y hongos dimorficos a partir de la corteza
de disintas especies arboreas en India, y observaron que la mayoria de las mismas
presentaban como taxones filogenéticamente afines otros hongos asociados a plantas y su
entorno (frutos, extractos vegetales, jugos de frutas). En base a esta informaciéon puede
sugerirse que la mayor parte de las cepas aisladas a partir de los frutos de N. nervosa
corresponden a especies asociadas a éstos y su entorno, y no a contaminantes ambientales

consecuencia de la manipulacién de los mismos.
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Algunas de las especies aisladas a partir de los frutos de N. nervosa han sido citadas
previamente en otros ambientes de Patagonia. Entre ellas, el hongo dimorfico A. pullulans ha
sido hallado en el filoplano de N. pumilio en la region del Cerro Otto, en las proximidades de la
ciudad de San Carlos de Bariloche (Munoz 2010). Esta especie ha sido descripta como ubicua
en la superficie de las plantas (Fonseca & Inacio 2006, Janisiewicz et al. 2010). Rhodotorula
colostri, R. fujisanensis y T. dulcitum han sido encontradas en el suelo de distintos bosques de
N. pumilio y N. antarctica (Mestre et al. 2011). Asimismo, R. colostri y Cr. adeliensis han sido
registradas en ambientes acudaticos de origen glacial en la regién del Cerro Tronador, Parque
Nacional Nahuel Huapi (de Garcia et al. 2007).

Entre las 16 especies halladas sobre frutos frescos de N. nervosa, 4 fueron claramente
dominantes a nivel de comunidad, abarcando el 84 % del total de aislamientos. Estas fueron:
Dothichiza sp. 1, Hongo dimdrfico ascomicético sp. 1, A. pullulans y Cr. heveanensis. Las
especies R. fujisanensis y Cr. adeliensis estuvieron representadas por 8 y 2 aislamientos
respectivamente, mientras que se hallé sélo un representante para las 9 especies restantes
(Dothichiza sp. 2, C. leucospermi, Cr. diffluens, Cr. weringae, Hongo dimorfico ascomicético sp.
2, Phaeomoniella sp., P. zymoides, T. wiesneri, Tr. dulcitum). Por lo tanto, estas ultimas pueden
considerarse especies raras sobre los frutos de N. nervosa. Estos resultados acuerdan con
otros estudios en los que se ha determinado que las comunidades microbianas filosféricas
estan generalmente dominadas por un escaso numero de especies (Lindow & Brandl 2003,
Glushakova & Chernov 2004, Fonseca & Inacio 2006, Bhadra et al. 2008, Whipps et al. 2008,
Janisiewicz et al. 2010). Resulta dificil realizar este andlisis entre las levaduras y hongos
dimorficos hallados en frutos conservados dado que el nimero de aislamientos obtenidos a
partir de los mismos fue reducido. Distintos autores afirman que la importancia de las
especies raras radica en que aportan significativamente no sélo a la riqueza total de la
filosfera, sino también a la diversidad general del ambiente donde la planta se encuentre
(bosque, estepa, plantacion, cultivo). Por ello, es necesario tener en cuenta esta informacion
al momento de plantear estrategias de manejo y conservacion de ecosistemas naturales cuyo
fin sea evitar la pérdida de la diversidad asociada a los mismos (Lindow & Brandl 2003,
Glushakova & Chernov 2004, Fonseca & Inacio 2006, Bhadra et al. 2008, Whipps et al. 2008,
Janisiewicz et al. 2010). En conjunto, esta informacién sugiere que las diferentes especies
vegetales poseen microorganismos especialmente adaptados a vivir en ellas, y seria de
esperar que muchos de ellos posean capacidades metabdlicas particulares de potencial
aplicaciéon biotecnolédgica, tales como la sintesis de fitohormonas y/o compuestos
antimicrobianos, degradacién de compuestos complejos (Kowalchuk et al. 2010) y llevar a

cabo procesos fermentativos a bajas temperaturas (ej. Libkind et al. 2011).
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EFECTOS DE LA CONSERVACION Y EL LAVADO SOBRE LA DIVERSIDAD FUNGICA

Una vez que los microorganismos llegan a la filosfera, existen diferentes factores que
determinaran que éstos puedan colonizar y subsistir en este ambiente, principalmente las
caracteristicas del sustrato y las condiciones ambientales (Whipps et al. 2008). Por ejemplo,
el crecimiento de los microorganismos en la filésfera depende tanto de los nutrientes
provistos por la planta como de aquellos aportados por fuentes externas (polen, nutrientes
arrastrados por el viento o el agua, depositos orgénicos de otros seres vivos) (Glushakova &
Chernov 2007, Whipps et al. 2008). Si por algiin motivo se redujera el aporte de nutrientes
(cambios en las condiciones climaticas, cese de la floraciéon o fructificacion, etc.) y éstos
fueran insuficientes para sostener las comunidades microbianas, la mayor parte de los
microorganismos serfan incapaces de subsistir por largos periodos de tiempo. La
temperatura es otro de los factores fundamentales que regulan la diversidad y dindmica de
las comunidades microbianas (Deak 2006). Se ha observado que la diversidad fingica de la
filosfera decrece durante el invierno, alcanzando su minimo durante esta misma estacién o al
comienzo de la primavera, probablemente como consecuencia de la falta de tolerancia a las
bajas temperaturas y la desecacion, y/o a la disminucion del aporte de nutrientes que ocurre
durante esta estacion (como consecuencia de la caida del follaje de ciertas especies, de la
reducida cantidad de plantas que son capaces de florecer y fructificar en esta estacion del
afio, de la disminucién en la actividad bioldgica de numerosas especies de insectos y aves)
(Buck et al. 1998, Glushakova & Chernov 2007). Durante el proceso de conservacion de los
frutos de Rauli, éstos son expuestos a bajas temperaturas por largos periodos de tiempo.
Mientras se hallan en la cdmara de frio, no existen aportes externos de agua, nutrientes o
inéculo. Bajo estas condiciones, es posible que existan déficits de nutrientes y agua que
influyan directamente sobre la abundancia y composiciéon de las comunidades microbianas,
tal como se observd en este estudio, en el que se demostré que los frutos conservados
durante 5 afios a 4 °C poseen menor cantidad y diversidad de levaduras y hongos dimoérficos
que los frescos (Tabla 1y 2).

Dado que en la filésfera la disponibilidad de agua es temporal (asociada
principalmente a lluvia, niebla o rocio), ésta constituye uno de los principales factores que
influyen de forma significativa sobre las comunidades microbianas (Deak 2006). Por ejemplo,
se ha descripto que cuando las frondes del helecho Polypodium polypodioides se exponen a la
lluvia tras un periodo de desecacion, las comunidades microbianas asociadas a las mismas
presentan cambios tanto a nivel estructural como funcional (Jackson et al. 2006). De forma
similar, en este estudio se observo que el tratamiento pre-germinativo de lavado (ruptura de

dormancia) tendié a cambiar la composiciéon de levaduras y hongos dimérficos presentes
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sobre los frutos de Rauli. Entre los frutos frescos, se aislaron 10 especies de los frutos no
lavados y 10 de los lavados, de las cuales s6lo 4 fueron comunes a ambos tratamientos. A
partir de los frutos conservados se obtuvieron sélo 2 especies de los no lavados y 5 después
del lavado, habiendo sdélo una en comun (Tabla 1 y 2). En base al indice de Jaccard
modificado, puede decirse que las comunidades microbianas asociadas a frutos frescos y
conservados fueron significativamente distintas entre si (Jmod = 0,29). La composicion de
especies también result6 diferente entre los frutos conservados no lavados y lavados (Jmod =
0,11), aunque debido a la baja cantidad de aislamientos obtenidos en estos tratamientos seria
necesario realizar estudios posteriores para confirmar esta tendencia. A pesar de la distinta
composicién de especies observada para los frutos frescos lavados y no lavados (sélo 4
especies en comun de las 10 descriptas para cada tratamiento), el indice de Jaccard
modificado indic6 que las comunidades microbianas presentes sobre los mismos son
similares (Jmod = 0,78). Esto se debe a que las especies mas abundantes son las mismas para
ambos tratamientos (A. pullulans, Dothichiza sp. 1, Hongo dimérfico ascomicético sp. 1y Cr.
heveanensis) (Tabla 1y 2).

Una de las posibles explicaciones para el cambio en la composicion de las
comunidades microbianas luego del tratamiento de lavado, es que aquellas especies
adaptadas a elevadas condiciones de humedad o bien aquellas que necesitan gran
disponibilidad de agua pueden desarrollarse y persistir en la superficie de los frutos sujetos a
este procedimiento (ej. R. colostri y R. fujisanensis, que fueron aisladas de frutos frescos y
conservados luego de haber sido lavados), mientras que las levaduras y hongos dimérficos no
tolerantes a estas condiciones son incapaces de subsistir (ej. L. mutabilis, hallada en ambos
tipos de frutos antes del proceso de lavado y no después del mismo). Haber encontrado
algunos de estos hongos luego del lavado y no previamente a éste, plantea la posibilidad de
que este procedimiento remueva algunas especies competitivas, permitiendo a otras
desarrollarse. Estos resultados sugieren que el proceso de lavado que se utiliza para romper
la latencia fisiolégica de la semilla altera la composiciéon de las comunidades microbianas
asociadas a los frutos, pero no la estructura general de las mismas, ya que las especies mas
abundantes tienden a permanecer en el sustrato y en proporciones similares.

Concluyendo, los resultados obtenidos en este estudio permiten afirmar que los
distintos procesos a los que son sometidos los frutos antes de su siembra (conservacion a 4 °C
y el tratamiento de lavado necesario para romper la dormancia de las semillas), alteran las
comunidades de levaduras y hongos dimorficos asociados a ellos. Esta informacion resulta de
importancia para los procesos de domesticaciéon y para plantear futuras estrategias de

manejo de las plantulas a cultivar. Por ejemplo, si la microbiota asociada al fruto resultara
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beneficiosa para la germinacién o posterior desarrollo de las plantulas, seria conveniente no
conservar los frutos a bajas temperaturas por largos periodos de tiempo, o realizar re-

inoculaciones con los mismos en caso de no poder evitarse este paso.

ADAPTACIONES DE LAS LEVADURAS Y HONGOS DIMORFICOS A LA FILOSFERA

Los microorganismos que habitan en la filosfera presentan diferentes caracteristicas
estructurales o funcionales que les permiten desarrollarse en este ambiente. Entre estos
atributos se encuentran: una elevada tasa de crecimiento, la habilidad de competir por
nutrientes y de tolerar no s6lo periodos de sequia, sino también cambios significativos en la
temperatura, en las condiciones osmoéticas y en la exposiciéon a radiacion UV. Entre las
caracteristicas adaptativas que poseen las levaduras epifitas se destacan la capacidad de
adherirse al sustrato (por formaciéon de micelio o capsulas) y de presentar pigmentos
(carotenos, melaninas) (Andrews & Harris 2000, Lindow & Brandl 2003, Kowalchuk et al
2010). En este estudio, la mayor parte de las especies halladas en los frutos de N. nervosa,
excepto las incluidas en los géneros Cryptococcus y Rhodotorula, presentaron un micelio
conspicuo, por lo que esta estructura representaria una estrategia de adherencia
ampliamente distribuida en la comunidad de hongos asociada a este ambiente. Si bien los
géneros Cryptococcus y Rhodotorula carecen de micelio, las especies comprendidas en los
mismos suelen formar capsulas, que también juegan un rol de adhesion importante (Golubev
1991, Glushakova & Chernov 2004, Fonseca & Inacio 2006). Ademas, distintos trabajos han
establecido que esta estructura incrementa la aptitud de los microorganismos y la
supervivencia a distintas condiciones de estrés, entra ellas la desecaciéon (Golubev 1991,
Bhadra et al. 2008). Por lo tanto, las especies analizadas en este trabajo presentan al menos
una de estas 2 estrategias de adhesion posibles (micelio y/o capsulas) que les permiten
subsistir en este ambiente y permanecer adheridas al sustrato atin después del tratamiento
de lavado.

Otra caracteristica de los microorganismos que habitan en la fil6sfera es su capacidad
de resistir a elevados niveles de radiacién UV, principalmente debido a 2 mecanismos:
pigmentacién y/o reparacion del ADN (Kowalchuk et al. 2010). Debido a que la mayoria de
las levaduras son susceptibles a la radiacion UV, las especies pigmentadas suelen ser las mas
abundantes sobre las superficies vegetales por tener mayor resistencia a ésta, perteneciendo
la mayor parte de estas especies a los géneros Rhodotorula y Sporobolomyces (Fonseca &
Inacio 2006). Las levaduras pertenecientes a estos géneros poseen pigmentos carotenoides,
que les brindan color rojo, naranja o rosa, y que las protegen de forma indirecta contra la

radiacién UV uniéndose quimicamente al oxigeno reactivo generado por la radiaciéon (Young
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1991). Si bien el 65 % de las especies analizadas en este trabajo son pigmentadas, sé6lo
Rhodotorula colostri (de color rosa) pertenece a este grupo de levaduras productoras de
pigmentos carotenoides. El resto de las ellas (53 %) son de color oscuro (negro, verde,
marrdn) debido a que el pigmento que sintetizan es melanina (Tabla 1). Este dltimo brinda a
las células que lo poseen propiedades que les permite sobrevivir bajo distintas condiciones
de estrés, tales como temperaturas y condiciones osmoticas extremas, elevada radiacién UV y
prolongados periodos de desecacion (Sterflinger 2006).

Las micosporinas son moléculas hidrosolubles que absorben la radiaciéon UV a
longitudes de onda ~310 nm (Bandaranayake 1998). Se han descripto numerosas especies de
levaduras capaces de sintetizar y acumular metabolitos secundarios que absorben radiacién
UV, tales como la micosporina-glutaminol-glucésido (MGG). Esta molécula es importante para
la fotoproteccién contra la radiacién UVB, ya que protege a las células contra el dafio directo
que ésta podria generar sobre el ADN (Moliné et al. 2011). La mayor parte (71 %) de las
especies aisladas a partir de los frutos de N. nervosa producen micosporinas, sugiriendo esto
que su sintesis constituye una estrategia de resistencia a la alta radiacién solar que reciben en
la filosfera de esta especie vegetal. Asimismo, la informacién obtenida en este trabajo acuerda
con Libkind et al. (2005), quien sugiere que la micosporogénesis es una caracteristica propia
de algunos grupos filogenéticos (taxdn-especifica). Entre las especies analizadas, todas las
cepas pertenecientes a los Ordenes Chaetothyriales, Dothideales y Tremellales sintetizan
micosporinas, mientras que las comprendidas en los o6rdenes Coniochaetales y
Sporidiobolales no producen este metabolito. El hecho de que se registrara la produccién de
micosporinas en 2 de las 3 especies de Cryptococcus identificadas en el Orden Filobasidiales
puede explicarse debido a que este género es polifilético y muy heterogéneo, por lo que la
capacidad de los microorganismos incluidos en él de producir micosporinas pondria ser
también variable.

Se ha descripto que los carotenos, melaninas y micosporinas poseen también
propiedades antioxidantes, pudiendo ser éste otro de los roles que estas moléculas cumplen
en los microorganismos que las poseen. Los resultados obtenidos por Moliné et al. (2011)
también sostienen esta hipotesis, ya que estos autores han demostrado la capacidad de los
glucosidos derivados de micosporinas de unirse a las especies reactivas de oxigeno. En su
ambiente natural, los frutos de N. nervosa pueden no estar directamente expuestos a la
radiacion solar por encontrarse debajo del follaje. Ademas, suelen atravesar prolongados
periodos de desecacion, siendo éste uno de los factores que causan estrés oxidativo (Alpert

2006). Por lo tanto, el hecho de que la mayor parte de las levaduras y hongos dimoérficos
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hallados en este ensayo resultaron ser pigmentados y/o capaces de producir micosporinas,
también sustentaria el rol antioxidante de estas moléculas.

Los hallazgos presentados en este Capitulo concuerdan con Mufioz (2010), quien
también halld levaduras y hongos dimorficos en el filoplano (superficie de las hojas) de N.
pumilio en el Norte de Patagonia, habiendo 6 especies en comun entre ambos estudios (4.
pullulans, C. leucospermi, Cr. adeliensis, Cr. diffluens, Cr. weringae, R. colostri). De las 40
especies aisladas por este autor, 16 (40 %) pertenecen a especies nuevas, encontrandose
varias de ellas en el Orden Dothideales, al igual que 2 de las 5 especies nuevas mencionadas
en este trabajo, siendo una de ellas de las mas abundantes (Dothichiza sp. 1). Adema3s, la
mayor parte (73 %) de las levaduras y hongos dimoérficos obtenidos a partir del filoplano de
N. pumilio también producen micelio, pigmentos y micosporinas. Los resultados de Mufioz
(2010) indican que tanto los carotenos y melaninas como las micosporinas cumplen un rol
fotoprotector esencial en las comunidades de levaduras asociadas a la fildsfera de esta
especie. De acuerdo a la informacidn presentada hasta el momento, podria sugerirse que las
comunidades flngicas asociadas a diferentes fracciones de la filosfera de al menos estas 2

especies de Nothofagus en Patagonia presentas adaptaciones similares.

POTENCIAL APLICACION BIOTECNOLOGICA DE LAS LEVADURAS Y HONGOS DIMORFICOS AISLADOS

Los microorganismos presentes en la filosfera constituyen importantes fuentes de
compuestos de importancia biotecnolégica (Bull et al. 1992), tales como xilanasas, celulasas,
nitrogenasas, lipasas, amilasas, pectinasas, esterasas, proteasas (Middelhoven 1997, Bhadra
et al. 2008, de Garcia et al. 2007) y distintos compuestos antifingicos (Janisiewicz & Roitman
1988, Janisiewicz & Yourman 1991).

Si bien el potencial de las levaduras para ser utilizadas como biocontroladoras de
patogenos vegetales es conocido desde hace mucho tiempo (Janisiewicz 1987), la mayor
parte de las investigaciones y posteriores aplicaciones de agentes bioldgicos se han focalizado
en las bacterias y hongos filamentosos (Schoeman et al. 1999). En la actualidad, la utilizacién
de levaduras y hongos dimoérficos para este fin se vislumbra como una nueva alternativa en
esta area (El-Sayed & El-Nady 2008). Algunas de las caracteristicas que hacen de estos
microorganismos candidatos para el desarrollo de estrategias de biocontrol son: a) su
capacidad de colonizar rapidamente la superficie en la que habitan y de permanecer en ella
por largos periodos de tiempo a pesar de las variaciones ambientales, b) la produccién de
polisacaridos extracelulares (ej. capsulas) que incrementan su aptitud y tolerancia a
situaciones de estrés restringiendo a su vez la colonizacién de la superficie por parte de

organismos patdégenos, y c) que muchas de ellas no son afectadas negativamente por
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pesticidas (Janisiewicz 1991). Se ha demostrado que estos hongos presentan gran potencial
para combatir enfermedades foliares, especialmente aquellas causadas por Oomycetes y
denominadas mildil (Urquhart & Punja 1997, El-Mehalawy 2004), y para inhibir el
crecimiento de patdégenos en diversos frutos durante la postcosecha (McLaughlin et al. 1992,
Droby et al. 1993, Elad et al. 1994, Janisiewicz et al. 1994, Chand-Goyal & Spotts 1996a,b).
Entre las levaduras descriptas como antagoénicas contra distintos patogenos vegetales se
encuentran algunas de las incluidas en los géneros Candida, Cryptococcus, Kloeckera, Pichia,
Rhodotorula, Sporobolomyces y Trichosporon (McLaughlin et al. 1992, Droby et al. 1993,
Chand-Goyal & Spotts 1996a,b, Buck 2004, El-Mehalawy 2004, Medina et al. 2009, Pusey et al.
2009, Janisiewicz et al. 2010). Mas aun, existen en la actualidad formulas comerciales para el
control biolégico de distintos patégenos que contienen levaduras como biocontroladoras
(Reglinski et al. 2011), entre las que se encuentran: Bionext (Candida oleophila), Shemer
(Metschnikowia fructicola) y Candifrut (Candida sake). Aureobasidium pullulans representa un
caso particular, no sélo porque es un hongo dimoérfico presente en la mayor parte de las
superficies vegetales analizadas hasta el momento a nivel mundial, sino también porque es
una de las especies que mas se ha estudiado en este sentido y en la que se ha demostrado un
importante antagonismo contra diversos patdgenos (Schena et al. 2002, Janisiewicz et al.
2010, Reglinski et al. 2011). De hecho, este hongo ha sido utilizado como agente
biocontrolador en la fabricacion de distintos productos ecolégicos y no dafiinos para el medio
ambiente, tales como Boniprotect® y Blossom-protect®, desarrollados en Alemania.

Una situacién comun a los invernaderos de distintos lugares del mundo es que las
condiciones ambientales de su interior (temperatura, luz, humedad, fertilizacién), ajustadas
para optimizar al maximo el crecimiento de las plantas, suelen ser sumamente favorables
para el desarrollo de patégenos. Estos pueden ingresar al sistema de vivero ya sea a través
del aire, agua de riego, insectos e incluso con el calzado y herramientas. Muchos patégenos
son introducidos también con las semillas utilizadas para el cultivo de la especie. Dado que el
sustrato en el que se cultivan las plantas no posee la microbiota responsable de combatir
naturalmente los patogenos, es frecuente que hongos tales como Pythium y Rhizoctonia se
desarrollen en el sistema de cultivo, ocasionando serios dafios tanto a las semillas como a las
plantulas (Paulitz & Bélanger 2001).

Esta claro que el éxito de las estrategias de biocontrol depende del proceso de
busqueda y analisis utilizado para hallar los microorganismos adecuados para tal fin. Es decir,
si se desea hallar microorganismos capaces de proteger los frutos de una determinada
especie vegetal, se deberian buscar los mismos en la superficie del fruto de interés, ya que los

agentes de biocontrol deben ocupar el mismo nicho ecolégico (o similar) que el patégeno que
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se desea controlar (Janisiewicz 1987, Paulitz & Bélanger 2001, Janisiewicz & Korsten 2002,
Fravel 2005). En este mismo sentido, se considera que aislar e identificar las levaduras y
hongos dimorficos asociados a la superficie de los frutos de N. nervosa constituye una
estrategia adecuada para encontrar microorganismos que presenten efectos antagonistas
frente a distintos fitopatégenos, incluso aquellos causantes del damping-off (Mao et al. 1997,
El-Mehalawy et al. 2007, Elwakil et al. 2009). De hecho, algunos de los hongos aislados en
este trabajo corresponden a géneros (Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon) o incluso
especies (A. pullulans, R. colostri) que han sido exitosamente utilizadas como agentes de
biocontrol o bien como agentes promotores del crecimiento. De acuerdo a Wright et al.
(2003) y Bennett & Whipps (2007), al inocular semillas de diferentes especies vegetales con
determinados microorganismos, se incrementa el establecimiento, la aptitud y el crecimiento
de las plantas, principalmente si éstos se establecen en la zona radical. Por lo tanto, las
levaduras y hongos dimérficos aislados en este trabajo podrian tener aplicacion directa en los
sistemas de cultivo de N. nervosa. Resulta entonces necesario realizar estudios en los que se
determine la capacidad de estos microorganismos de actuar como biocontroladores de
patégenos en el vivero y/o como promotores de la germinacién y/o el crecimiento durante

los programas de domesticacion de esta importante especie forestal.

CONCLUSIONES PARCIALES

En este Capitulo se describe la presencia de levaduras y hongos dimdrficos en la
superficie de los frutos de N. nervosa que son utilizados para su cultivo en vivero. Las especies
aisladas presentan distintas estrategias de adaptacion a la filésfera, un ambiente extremo en
el que las poblaciones microbianas estan expuestas al viento, la lluvia, elevada radiacion UV y
a grandes cambios de temperatura y humedad. La mayor parte de estos hongos forman
micelio, mientras que el resto son capaces de formar capsulas. En ambos casos, estas
estructuras les permiten mantenerse adheridos al sustrato, incluso después del tratamiento
pre-germinativo de lavado necesario para romper la latencia fisiolégica de la semilla. Ademas,
la mayor parte de las especies analizadas son pigmentadas y pueden sintetizar micosporinas.
Tanto estas ultimas como los distintos pigmentos (caroteno, melanina) brindarian al
organismo proteccion contra la radiaciéon UV y al estrés oxidativo.

Otro aspecto a resaltar en este Capitulo, es que tanto el proceso de conservacién como
el de ruptura de dormancia de la semilla alteran las comunidades microbianas asociadas a los
frutos de N. nervosa. El primero reduce significativamente el nimero de levaduras y hongos
dimoérficos presentes en la superficie de los mismos, mientras que el tratamiento de lavado

tiende a cambiar la composicién de las comunidades microbianas.
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INTRODUCCION

PRODUCCION DE PLANTINES

Uno de los pasos de mayor importancia durante la domesticacion de especies
forestales es la produccién de los plantines que seran llevados a campo. Este proceso es
complejo y requiere de diferentes etapas, que se detallan a continuacion.

Una vez realizados los tratamientos pre-germinativos, la semilla’ se siembra
generalmente entre los meses de Agosto y Octubre en terrinas (macetas) o tubetes (Figura
3.1), colocandose sobre la superficie del sustrato y luego cubriéndose con unos milimetros
del mismo (Azpilicueta et al. 2010). Se utiliza un sustrato poroso, constituido por turba de
Sphagnum y arena volcanica de granulometria media en proporcién 1:1. Esta mezcla brinda
una estructura balanceada de macro y microporos que permite evitar la compactacion,
retener la humedad, favorecer la aireaciéon y un drenaje apropiado, facilitando asi la
emergencia de la raiz y el posterior desarrollo de la plantula. Este sustrato es fisicamente
ideal, y tiene reducida capacidad quimica de aportar nutrientes para el desarrollo de las
plantulas. Esto permite al viverista controlar y aportar los nutrientes necesarios para cada
etapa de desarrollo de la plantula en cantidades y proporciones acordes a cada especie
(Schinelli & Martinez 2010). Las terrinas y tubetes en los que son cultivados los plantines son
desinfectados previamente con hipoclorito de sodio comercial, mientras que el sustrato se
desinfecta agregandole agua a 100 °C (A. Martinez com. pers.). Estos procesos reducen la
carga microbiana del sistema, afectando particularmente a los microorganismos
termosensibles, aunque muchos son capaces de permanecer en el mismo, encontrandose
entre ellos posibles patégenos vegetales. Las macetas y tubetes se ubican en el invernaculo,
un ambiente controlado donde la temperatura se encuentra entre 18-25 °C durante la mayor
parte del dia, y se reduce durante la noche (Figura 3.1). Bajo estas condiciones de cultivo se
acelera y homogeniza el proceso germinativo y las semillas comienzan a germinar al cabo de
3 dias (Schinelli & Martinez 2010).

Hasta el momento de la germinacion el riego se realiza s6lo con agua, y a partir de la
misma se utiliza una técnica de fertirrigacion, de reciente implementacién en el cultivo de
especies forestales nativas de la regién Andino-patagénica. Esta consiste en la produccién de
plantas en un sustrato estable tal como el descripto anteriormente donde los nutrientes son
aplicados junto con el riego por microaspersion (fertirriego). Esta técnica permite una

produccion intensiva, obteniendo lotes de plantas de buena morfometria, con un alto grado

7 La semilla esta contenida dentro del fruto tipo aquenio que tiene esta especie, tal como se detall6 en
el Capitulo 2.
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de homogeneidad y en periodos notablemente menores que los necesarios con la produccion
tradicional, ya que se reduce el periodo en vivero de 2 afios a 9-12 meses. Las plantulas
cultivadas bajo esta técnica estdn sujetas a 3 etapas de crecimiento: Establecimiento,
Crecimiento rapido y Rustificacion. El manejo de las plantas durante estas etapas se realiza en
base a la aplicacion de distintas dosis de fertilizantes (dietas) y de diferente frecuencia y
tiempo de aplicacién (semanas de aplicacidon) (Enricci et al. 2001, Martinez et al. 2007,

Azpilicueta et al. 2010, Schinelli & Martinez 2010) (Figura 3.2):

Figura 3.1.- Inverndculo del INTA EEA Bariloche. a) Vista general donde se muestra el sistema de riego
en la parte superior y ubicacién de macetas y tubetes; b) Terrinas (macetas) sembradas; c) Tubetes de

265 cm3 con plantulas de Nothofagus nervosa.

Etapa 1.- Establecimiento: comienza una vez que germina el total del lote de semillas y
finaliza al aparecer el primer par de hojas verdaderas (las posteriores a los cotiledones).
Puede abarcar los primeros 45 dias a partir de la germinacién. La solucion nutritiva en esta
etapa contiene elevada concentracion de P (en proporciéon 4:1:1 P:N:K - Anexo 1V), y el
objetivo es promover el desarrollo radicular de la plantula y de esta forma asegurar el
anclaje al sustrato y contribuir con la capacidad de absorcion de agua y nutrientes.

Etapa 2.- Crecimiento rdpido: transcurre desde el final de la etapa de Establecimiento y
finaliza cuando la plantula alcanza el 80 % del crecimiento deseado en longitud del tallo

(~30 cm en tubetes de 265 cm3). Esta etapa abarca aproximadamente 75 dias durante los
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cuales la plantula adquiere la mayor cantidad de biomasa aérea. En este caso se modifica la
solucién nutritiva elevando la concentracién de N con respecto al P y al K, favoreciendo asi
el crecimiento en longitud. También se aplican Ca y micronutrientes, necesarios para el
maximo crecimiento de la plantula.

Etapa 3.- Rustificacion o Endurecimiento: esta ultima etapa es clave para obtener plantulas
con mejores probabilidades de sobrevivencia en el campo. Comienza cuando termina la fase
de Crecimiento rapido y finaliza cuando la planta esta lista para ser transplantada al cantero
o al campo, habiéndose logrado la altura deseada (~40 cm). Esta etapa consiste en generar
condiciones ambientales de cultivo que promueven una mayor resistencia de las plantas a
bajas temperaturas y falta de agua, a fin de lograr una mejor adaptacion de las mismas a las
condiciones naturales de campo. Para ello se reduce en forma gradual la frecuencia de riego
y la proteccion contra el viento y la radiacion solar (se comienza reduciendo la temperatura
del invernaculo y manteniendo puertas y ventanas abiertas, y finalmente las plantulas son
colocadas a la intemperie). La solucién nutritiva se modifica elevando el K y reduciendo en
gran medida el N y el P, lo que tiende a disminuir el crecimiento en altura y aumentar el
didmetro de cuello y lignificacion del tallo.

La etapa de Rustificaciéon abarca los ultimos 60 dias del proceso de cultivo y es
determinante en cuanto a la calidad de la plantula. Al final de la misma se obtienen plantas
con buen potencial de crecimiento y resistencia a heladas, lo cual disminuye

considerablemente el estrés por la manipulacion y traslado hasta el lugar de plantacion.

Crecimiento aéreo
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Figura 3.2.- Altura promedio registrada quincenalmente en pldntulas de cuatro especies de Nothofagus
cultivadas segun la técnica de fertirrigacion utilizada en el INTA EEA Bariloche. Etapa 1 =
Establecimiento; Etapa 2 = Crecimiento rapido; Etapa 3 = Rustificacién (modificado de Schinelli &

Martinez 2010).
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En ocasiones, dependiendo del lugar disponible en el invernaculo y de la necesidad de
llevar plantas a campo para instalar ensayos, las plantulas que han pasado por un periodo de
crecimiento son colocadas en un lugar de transiciéon o trasplantadas al cantero, donde

contintian con la etapa de Rustificacion

IMPORTANCIA DE LAS MICORRIZAS EN LA PRODUCCION DE PLANTINES EN VIVEROS

El principal objetivo de un vivero forestal es lograr plantas de buena calidad capaces
de establecerse y desarrollarse en el lugar donde seran implantadas. Esto dependera del
origen del material vegetal utilizado para su cultivo y del manejo durante la fase de
produccién en vivero. Los criterios para determinar la calidad solian limitarse a evaluar el
estado sanitario de la planta asi como el aspecto general y tamafio de la parte aérea. Sin
embargo, en la actualidad también se evaliian las caracteristicas del sistema radical, tales
como tamafio y ramificacién del mismo y su estado sanitario, ya que estos aspectos estan
directamente relacionados con la eficiencia de la planta en la absorcidn de agua y nutrientes
(Quoreshi 2003, Pera & Parladé 2005).

Muchos arboles de importancia forestal, incluidos los del género Nothofagus, poseen
ectomicorrizas (EcM) en sus raices. Como se mencion6 en la Introduccion (Capitulo 1), esta
simbiosis suele incrementar la aptitud general de la planta, ya que aumenta el transporte de
agua y nutrientes, incluso de aquellos que se encuentran en baja concentracién o que
presentan movilidad reducida. También generan cambios en el tamafio, longevidad y forma
del sistema radical y le brindan a la planta resistencia frente a factores de estrés y a distintos
patogenos vegetales (Read 1999, Smith & Read 2008). Debido a estas caracteristicas, las EcM
son frecuentemente utilizadas en viveros forestales a fin de reducir la cantidad de
fertilizantes y pesticidas quimicos en la produccién de las plantulas (Quoreshi 2003, Pera &
Parladé 2005). Ademas, en el momento del trasplante los plantines sufren un periodo critico
de estrés, por lo que aquellos que poseen micorrizas se encuentran biolégicamente mejor
preparados para iniciar en forma inmediata la exploracién y explotacion del suelo,
aumentando asi sus posibilidades de sobrevivir y crecer en condiciones naturales en
comparacion con los no micorrizados (Quoreshi 2003, Pera & Parladé 2005, Oliveira et al
2010). Las EcM constituyen entonces un factor a tener en cuenta tanto en la produccién de
plantines como en el momento de evaluar la calidad de los mismos, y su inoculaciéon en
viveros que cultivan distintas especies de importancia forestal resulta una practica comun en
diferentes paises del mundo (Quoreshi 2003, Pera & Parladé 2005). Son numerosos los

trabajos que han descripto que la inoculacién con EcM en distintas especies incrementa tanto
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el crecimiento de la planta como su posterior desempefio en condiciones naturales (Khasa et
al. 2001, Quoreshi et al. 2008, Sousa et al. 2012), destacandose aquellos en especies forestales
tales como Pinus (Magafia 1999, Rincén et al. 2005, Rincén et al. 2007), Quercus (Oliveira et
al. 2010), Picea (Quoreshi 2003) y Larix (Chakravarty & Chatarpaul 1990).

Barroetavefia et al. (2009) realizaron en el marco del Proyecto “Domesticacién de
especies forestales nativas patagoénicas de aptitud comercial” un ensayo de inoculacién de
EcM en plantines de 3 especies de Nothofagus (N. nervosa, N. obliqua y N. pumilio). Este fue
llevado a cabo en el invernaculo de la Estacion Agroforestal INTA Trevelin, Argentina y con la
misma técnica de fertirrigacion detallada en la Introduccién de este Capitulo. Estos autores
inocularon las plantulas con esporas de 2 especies de hongos ectomicorricicos frecuentes en
rodales de Lenga préximos a la localidad de Esquel (Setchelliogaster fragilis y Austropaxillus
statumm) y que habian sido previamente descriptas como aptas para ser utilizadas como
inoculo (Bassani, tesis en preparacion). Una vez finalizado el ensayo, no se observaron EcM
formadas por los hongos inoculados, sino por otras 2 especies ectomicorricicas: Thelephora
terrestris y Cenococcum geophilum. Ambas especies son cosmopolitas y fueron previamente
descriptas en plantulas de diferentes especies vegetales cultivadas en viveros con
fertirrigacion (Quoreshi 2003, Pera & Parladé 2005, Trocha et al. 2006, Oliveira et al. 2010,
Menkis & Vasaitis 2011, Sousa et al. 2012).

Es escasa la informacién sobre las etapas tempranas de micorrizacion en individuos
de diferente especies del género Nothofagus desarrollados en ambientes naturales. Tedersoo
et al. (2009) hallaron numerosas especies de hongos formadores de EcM en plantulas de N.
cunninghamii en bosques de Australia, pero no estudiaron la ocurrencia de micorrizas
arbusculares (MA) en sus raices. Debido a que Bidartiondo et al. (2002) han citado la
ocurrencia de un hongo MA en un ejemplar adulto de N. dombeyi y a que la presencia
conjunta de ambos tipos de micorrizas (EcM y MA) ha sido descripta en plantulas de Pinusy
Eucalyptus (Capitulo 1), existe la posibilidad de que en el estado de plantula los ejemplares de
Nothofagus se encuentren también colonizados por MA.

Se desconoce el comportamiento micorricico que presentan las plantulas del género
Nothofagus durante el proceso de domesticacion llevado a cabo en el vivero del INTA EEA
Bariloche. Estudiar la ocurrencia y diversidad de esta simbiosis en las mismas y su relacién
respecto de las diferentes etapas de producciéon permitird realizar recomendaciones de

cultivo y poder plantear estrategias de inoculacién y manejo.
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OBJETIVO

Estudiar el comportamiento micorricico de N. nervosa en el vivero y su relacién con el

manejo de las plantulas durante el cultivo de la especie bajo condiciones controladas.

MATERIALES Y METODOS

ENSAYO DE VIVERO

Para estudiar el comportamiento de N. nervosa durante su permanencia en el vivero
se realiz6 un ensayo de cultivo de 2 afios bajo las mismas condiciones que las utilizadas en el
INTA EEA Bariloche para la produccién de plantines de esta especie (descripta en la
Introduccién de este Capitulo) y utilizando los mismos materiales. Durante el ensayo se
analizaron las raices de las plantulas a distintos tiempos para estudiar los tipos de micorrizas
presentes y la diversidad de hongos formadores de las mismas.

El ensayo de vivero se inici6 en Octubre del afio 2007. Las semillas utilizadas para la
produccién de los plantines correspondieron a las colectadas ese afio en el area de estudio de
este trabajo de Tesis (Regidén de Yuco, Parque Nacional Lanin, 950 m.s.n.m, 40° 14" Sy 71° 49’
0 - Capitulo 1). Para romper la dormancia de las semillas, los frutos de N. nervosa fueron
colocados en una malla permeable y sumergidos en un flujo de agua corriente durante 5 dias.
Una vez finalizado este tiempo se los secé sobre papel absorbente y a temperatura ambiente
durante 1 h.

Para realizar el ensayo se utilizaron 12 bandejas de 28 tubetes cada una (336 tubetes
en total). Se agregd a cada tubete el sustrato anteriormente mencionado (turba y arena
volcanica en proporcion 1:1) desinfectado por medio del agregado de agua a 100 °C. El dia se
24 de Octubre del 2007 se sembraron 4 frutos en cada tubete, de forma de asegurar que en
cada uno hubiera al menos una planta (una vez germinadas, se retiraron las plantulas
excedentes). Las bandejas de tubetes se ubicaron en el invernaculo del vivero forestal del
INTA EEA Bariloche, bajo condiciones controladas de temperatura, riego y aporte de
nutrientes (descriptas anteriormente en la Introduccién de este Capitulo). Las bandejas
fueron periédicamente cambiadas de lugar a fin de homogeneizar las condiciones en las que
se encontraban.

El andlisis de las raices se desarroll6 siguiendo un esquema de muestreo de plantulas
en diferentes tiempos sin reposicion (cada plantula analizada se descartaba), como se
describe a continuacion. Durante el primer mes posterior a la germinacién se analizaron las
raices de las plantulas cada 10 dias (T4, T2, T3), comenzando el 12 de Noviembre del 2007. A

partir del mes de edad y hasta los 6 meses las observaciones fueron mensuales (T4, Ts, Ts, T,
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Ts). Luego, se examinaron las raices cada 6 meses hasta los 2 afios de edad, es decir a los 12,
18 y 24 meses (To, T10, T11). Cuando las plantulas tuvieron 1 ano (Ts), la mitad de ellas se
trasplanté al cantero comun del vivero forestal encontrandose éste a la intemperie y sin
fertirrigacion. Para ello, se extrajeron las plantulas del tubete y se ubicaron en orificios
realizados en el suelo del cantero, el cual se encuentra rodeado de diferentes especies
vegetales (Pinus spp., Nothofagus spp., Populus spp.) y cuya agua de riego proviene de un
arroyo proximo al mismo. Por lo tanto, para los tiempos T1o (18 meses) y T11 (24 meses) se
tienen 2 observaciones: una correspondiente a las plantulas que quedaron en el invernaculo y
otra a aquellas que fueron trasplantadas al cantero. En este punto del ensayo se pretendio
reproducir el manejo de vivero al que fueron sometidas las plantas de los ensayos de
progenies y procedencias instalados en el campo en los aflos 1999 y 2000, que corresponden
a los utilizados en los siguientes Capitulos (4 y 5) para desarrollar los objetivos planteados.
En cada uno de los tiempos de recoleccion de muestras se extrajeron 15 plantulas al
azar del total disponible, que se conservaron en bolsas de polietileno individuales. En el
laboratorio se fracciond una porcion de las raices, se limpiaron las mismas cuidadosamente
bajo microscopio estereoscopico (Olympus SZ30) y se fijaron en alcohol etilico 70 % para el
estudio de MA. El resto del sistema radical fue conservado a 4 °C para el andlisis de las EcM

presentes en las raices frescas.

MEDICIONES MORFOMETRICAS

En el laboratorio se tomaron las siguientes medidas de cada una de las plantulas en
todos los tiempos de observacion: longitud del tallo, diametro del cuello de la raiz y del cuello
del tallo. Para las plantulas de los Tiempos T1 a Tg (1 aflo), se registré ademas la longitud de la

raiz y el peso total de la planta en fresco (Figura 3.3)8.

CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS ECTOMORFOTIPOS

La ocurrencia de EcM se analizé en los sistemas radicales frescos, observando los
mismos primero a ojo desnudo y luego bajo microscopio estereoscopico (Olympus SZ30). En
todos los casos en los que se detectaron morfotipos ectomicorricicos (= ectomorfotipos) se
registraron las siguientes caracteristicas: tipo de ramificacion, aspecto y color del manto,
presencia de hifas emanantes y rizomorfos y color de las mismas (Agerer 1987-2006). En

base a ellas se formaron grupos de afinidad morfoldgica y se realizé una descripcion de cada

8 No fue posible medir estas variables en las plantas de 18 (T10) y 24 meses (T11) porque la complejidad
del sistema radical impidi6 extenderlo adecuadamente para realizar las mediciones y separar el
sustrato de las raices, lo cual modificaba el peso real de la plantula.
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uno. Se complementé dicha descripcidn con caracteristicas microscopicas de los
ectomorfotipos, tales como color de las hifas que forman el manto, patréon del manto,
presencia de cistidios o fibulas (Agerer 1987-2006). Representantes de cada grupo fueron
conservados en tubos plasticos de 1,5 mL a -20 °C para realizar posteriores analisis

morfolégicos y moleculares.

Cuello
del tallo
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Figura 3.3.- Esquema de una pldntula en el que se sefialan los lugares donde se tomaron las medidas

morfométricas de cada individuo analizado.

Se cuantifico el porcentaje de puntas colonizadas por EcM segin el método de conteo
descripto por Grand & Harvey (1982). Este consiste en colocar fracciones radicales del
individuo a analizar de forma aleatoria sobre una placa de Petri (¢ 90 mm) con una grilla
cuadriculada de 1 x 1 cm en la base. Se observd la placa bajo microscopio estereoscépico y
donde cada porcién de raiz se superponia con una de las lineas verticales de la grilla se
cuantificé el nimero de puntas colonizadas por el hongo (Figura 3.4). Luego, la placa se
giraba 90° y volvian a cuantificase el nimero de puntas con EcM que intersectaban las lineas
verticales. Los apices ectomicorricicos se clasificaron en alguno de los grupos morfologicos
previamente mencionados (se incluyeron en la categoria “Otros” aquellos ectomorfotipos que
aparecieron infrecuentemente y no correspondian a los grupos conformados). El porcentaje
total de colonizacién fue calculado a partir del nimero de puntas con EcM respecto del

numero total de puntas cuantificadas. Se cuantificaron un minimo de 300 intersecciones por
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muestra, excepto en aquellos individuos en los que el sistema radical no era lo
suficientemente extenso para contar con este nimero, en cuyo caso se cuantificé la totalidad

de las raices (ej. plantulas correspondientes al T1).

/

Figura 3.4.- Esquema que muestra la forma en la que se ubican las raices en la placa de Petri sobre una
grilla de 1 x 1 cm para la cuantificacién de EcM (modificado de Brundrett et al. 1996). Se sefialan con un

circulo las porciones de raiz que intersectan con las lineas verticales, es decir las que son cuantificadas.

Para analizar la abundancia relativa de cada ectomorfotipo y su variacién a lo largo
del tiempo en las plantulas del ensayo, se cuantificé en cada individuo el nimero de apices
radicales correspondientes a cada ectomorfotipo, se dividié esta cantidad por el total de
apices colonizados y se expreso este valor en porcentaje (Gardes & Bruns 1996, Rincén et al.
2007), de forma tal que los valores obtenidos para los distintos ectomorfotipos en un mismo

individuo sumaron 100 %:

N2 de apices radicales ectomorfotipo A

x 100
N2 de apices colonizados totales

% ectomorfotipo A =

IDENTIFICACION MOLECULAR DE ECTOMICORRIZAS

Para la extraccién de ADN gendmico se utilizaron tanto ectomorfotipos frescos como
conservados a -20 °C. La técnica utilizada para la extraccion corresponde a la descripta por
Bent & Taylor (2010) modificada, que consistié en: colocar 1-5 apices radicales (se utilizo
mas de un apice cuando el ectomorfotipo era ramificado y existia certeza de que estuvieran
formados por el mismo hongo) en 38 pL buffer TE (Anexo II) con 12 pL de una solucién de
Proteinasa K (3,24 mg/mL TE). A cada tubo se le afiadié un equivalente a 0,15 g de perlas de

vidrio de 2 mm de didmetro y se agitd en el vortex a maxima velocidad por 2 min. Las
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muestras fueron incubadas en bafio termostatico por 3 hs a 55 °C y luego por 1 h a 75 °C
(durante este paso se inactiva la accién de la Proteinasa K). Transcurrido este tiempo, se
extrajeron las muestras del bafio, se centrifugaron a 14000 g por 15 min y el sobrenadante
fue transferido a un tubo limpio. Para purificar las muestras, se agregé un volumen
equivalente de cloroformo-isoamilico en proporciéon 24:1 v/v, se agitaron suavemente por
inversion hasta observar una solucién blancuzca y se centrifugaron por 15 min a 14000 g. La
fase acuosa conteniendo el ADN fue transferida a un tubo estéril, se le agreg6 1 volumen de
isopropanol frio, se agit6 por inversion y se centrifugd nuevamente a 14000 g durante 5 min.
Se descartd el sobrenadante, se agregé 1 mL de etanol 70 % v/v frio, se agitd por inversion y
se centrifugd la muestra a 14000 g. Finalmente, se descart6 el sobrenadante, se dejé evaporar
el etanol residual colocando los tubos a temperatura ambiente durante 30 min, se
resuspendi6 el ADN en 20 pL de agua MiliQ estéril y se conservaron las muestras a -20 °C.

Se amplific6 mediante PCR la regién ITS del ADN gendmico (que sera descripta en
mayor detalle en el Capitulo 4) utilizando los primers ITSIF (5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAACTAA-3") e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (Sigma). La
reaccion de PCR (Termociclador MultiGene, Labnet) fue realizada en 50 pL segun las
siguientes concentraciones: 6 mM MgCl,, 0,32 mM dNTPs, 0,2 uM de cada primer, 0,06 mg/ml
albimina de suero bovino (BSA), 1U Taq polimerasa (Invitrogen), 1X buffer de reacciéony 5 pL
de ADN de dilucién: 1:50, 1:100 o 1:200 v/v (ADN stock/agua estéril), dependiendo de la
muestra. Las condiciones de PCR fueron: un ciclo de desnaturalizacion de 94 °C por 4 min, 35
ciclosde 30 sa94 °C,45sa55°Cy 70 s a 72 °C, y una extension final de 10 min a 72 °C. Los
fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en geles de agarosa 1,5 % (p/v), se
tifieron con el colorante GelRed (Biotium) y se observaron en transiluminador con luz UV
(DNR Minibis Pro). Los productos de PCR que presentaran una tunica banda fueron
purificados (kit purificacién BioNeer) y enviados a secuenciar con el primer ITS1F a la Unidad
de Genomica del INTA Castelar (Secuenciador ABI 3700) o a la empresa MACROGEN, Sedil,
Corea.

Se utilizé el programa MEGA4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis software
MEGA4 - Tamura et al. 2007), de acceso libre y gratuito (http://www.megasoftware.net),
para corregir, alinear y realizar andlisis filogenéticos de las secuencias nucleotidicas
obtenidas. Para identificar el taxén al que correspondian las secuencias, éstas fueron
comparadas con las disponibles en la base de datos publicos GenBank del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST /Blast.cgi). En caso de poseer numerosas secuencias

correspondientes al mismo hongo ectomicorricico, se utilizaron 4 de ellas para construir los
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arboles filogenéticos (se seleccionaron las que presentaban mayor longitud o mejor calidad
de secuencia). La nomenclatura y clasificacion de las especies identificadas corresponden a la

citada en la base de datos Index Fungorum (www.indexfungorum.org) y PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi).

MICORRIZAS ARBUSCULARES
Conservacion de las muestras y tincion del material

Como se mencionod anteriormente, el analisis del estatus micorricico arbuscular de las
plantulas coleccionadas en cada tiempo se realizd sobre una fracciéon de las mismas raices
que fueron utilizadas para el estudio de EcM. Para teiiir las estructuras fingicas de MA se
utilizo la técnica descripta por Phillips & Hayman (1970) modificada, que consistié en:

a) Una etapa de clarificacion: las raices fueron hervidas en KOH 10 % p/v (a 98 °C) durante
1-1,5 horas (dependiendo de la cantidad de pigmentos presentes en las mismas). Se
cubrieron completamente las raices con esta solucién y se agitaron periédicamente con
una aguja para asegurar el contacto con la misma. Una vez transcurrido el tiempo, se retird
el KOH y se lavaron las muestras con abundante agua corriente.

b) Una segunda etapa de decoloracion, en la que se complet6 la extraccion del contenido
celular y de compuestos fenolicos, finalizando asi con el proceso de clarificacidn. Para ello
se agrego6 a las muestras un decolorante que consistia en una solucidn alcalina de peréxido

de hidrégeno 5 % v/v (H,0, 30 V) y amoniaco 0,5 % v/v (NHs3). Cada muestra fue

sumergida en esta solucidn hasta que las raices estuvieran traslicidas y alcanzaran color
ambar. El tiempo de decoloracién fue variable (10 min - 1 h) dependiendo del tamafio,
grosor y edad de las raices. Luego, cada muestra fue lavada con agua corriente para
remover el decolorante.

c) En la tercera etapa, que consisti6 en la acidificacién de la muestra (necesaria para que el
colorante se adhiera a las hifas), las raices fueron sumergidas en HCl diluido (1 % v/v)
durante aproximadamente 2 min.

d) La etapa final de coloracion consistié en tefiir las raices con una soluciéon de Trypan-Blue
0.05 % (Trypan-Blue 0,05 % p/v, glicerol 31 % v/v, acido lactico 31 % v/v). En este caso
se sumergieron las muestras en la solucidn hasta cubrirse completamente y se hirvieron (a
98 °C) durante 15 minutos, agitando regularmente. Se enjuagaron cuidadosamente con
agua corriente para retirar el exceso de colorante. Las muestras tefiidas fueron finalmente

conservadas en la solucion descripta anteriormente sin el agregado de Trypan-Blue.
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Estimacion del porcentaje de raiz colonizada

La observacidon de las raices tefiidas fue realizada a diferentes aumentos bajo un
microscopio 6ptico (Olympus BX40). En caso de encontrarse estructuras correspondientes a
MA, éstas fueron documentadas con una cdmara Sony ExwaveHAD y el programa Image-Pro
Plus 4.1.0.0. para Windows.

El porcentaje de raiz colonizada fue estimado en todos los individuos segtin el método
de interseccién de McGonigle et al. (1990) modificado. Este consistié en realizar preparados
semipermanentes de 10 porciones de raices tefiidas, de aproximadamente 1 cm de longitud
cada una, montadas en acido lactico y glicerina y de forma paralela sobre un portaobjetos. Se
hicieron 4 preparados por muestra y en cada uno fueron observados con un aumento de
200X no menos de 100 campos. El porcentaje de raiz colonizada por MA se estimd
relacionando el nimero de campos en los que se observan estructuras correspondientes a

MA colonizando la raiz respecto del total de campos cuantificados.

ANALISIS ESTADISTICOS

Se utilizaron andlisis factoriales de una via (ANOVA) para analizar estadisticamente
las medidas morfométricas y los porcentajes de colonizacién ectomicorricica de las plantulas
hasta de un afio de edad (factor: edad de la plantulas = tiempo de observacién). Para estudiar
estas mismas variables en plantulas de 18 y 24 meses se realizaron analisis factoriales de 2
vias, considerando los factores ubicacién (2 niveles: invernaculo y cantero) y edad de las
plantulas (2 niveles: Tip = 18 meses y T11 = 24 meses). Para evaluar la variacién en la
abundancia relativa de cada grupo de ectomorfotipos de afinidad morfoldgica en funcion del
tiempo se realizé un ANOVA de una via tanto para los ejemplares que permanecieron en el
invernaculo como para aquellos que fueron trasplantados al cantero (factor: edad de la
plantulas = tiempo de observacion). Para los andlisis a posteriori se utilizé la prueba de Tukey
(Montgomery & Runger 1996). En ocasiones fue necesario transformar los datos para
cumplir con los supuestos de normalidad, y para ello se utilizé la funciéon exponencial

cuadratica. Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa SigmaPlot 12.0.

RESULTADOS

CRECIMIENTO DE LAS PLANTULAS ANALIZADAS DURANTE EL ENSAYO DE VIVERO
En la Figura 3.5 se muestra el desarrollo de las plantulas en el vivero del INTA EEA

Bariloche durante las 3 Etapas de crecimiento descriptas anteriormente, y en la Figura 3.6 el
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crecimiento en longitud y el aumento de peso de las mismas durante los primeros 6 meses

del ensayo de vivero.

Figura 3.5.- Fotografias del vivero del INTA EEA Bariloche y de las pldntulas de Nothofagus nervosa

durante el ensayo de vivero. a) Invernaculo; b) Sistema de fertirriego; c¢) Cantero donde fueron
trasplantadas las plantulas al ano de edad; d) Tubetes con sustrato (turba:arena) donde fueron
sembrados los frutos de Nothofagus nervosa; e,f) Plantulas con cotiledones y primer par de hojas
verdaderas, respectivamente (final Etapa 1, Establecimiento); g) Plantulas que ya han desarrollado
gran parte de su biomasa aérea durante la primera estaciéon de precimiento (Etapa 2, Crecimiento

rapido); h e i) Plantulas al comienzo y al final de la Etapa 3 (Rustificacion), respectivamente.
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Durante el primer mes de crecimiento (T; a T3) las plantulas desarrollaron el sistema
radical, los cotiledones y el primer par de hojas (Figura 3.5¢,f), siendo la longitud media de la
raiz (6,6 cm) mayor que la del tallo (1,56 cm). Al cabo del cuarto mes de edad (Ts) las
plantulas triplicaron su tamafio, alcanzando una longitud total de 23,1 a 56,8 cm, con una
media de 30,33 cm. Este aumento significativo (p < 0,001) respecto de la longitud media
observada en el T; se vio reflejado en un marcado incremento de peso (Figura 3.5g,h y 3.6),
siendo la diferencia estadisticamente significativa respecto del peso registrado para las
plantulas del T (p < 0,001). Entre el cuarto y sexto mes de edad (Ts a Tg), se redujo la tasa de
crecimiento en longitud, pero se registr6 un aumento del peso como consecuencia del
incremento significativo en el diametro (p = 0,023) y lignificaciéon del tallo (también se
registré un incremento en el didmetro de la raiz, pero la diferencia no fue significativa
respecto del Te) (Figura 3.5 y 3.7a). A partir del sexto mes, las plantulas continuaron su
crecimiento, alcanzando en promedio 40,1 cm de longitud total y 4,7 g de masa fresca al afio
de edad.

Cuando las plantulas cumplieron un afio de edad, la mitad de ellas fueron
trasplantadas al cantero del vivero del INTA (Figura 3.5c). En la Figura 3.7b puede observarse
que estos ejemplares presentaron un crecimiento significativamente menor que las que
continuaron en el invernaculo, tanto a nivel de longitud del tallo (p < 0,001) como del
didametro de raiz (p < 0,001) y de tallo (p = 0,002) y para ambos tiempos de observacion (T1o

=18 meses y T11 = 24 meses).
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Figura 3.6.- Medidas morfométricas analizadas tinicamente en pldntulas de Nothofagus nervosa durante
el primer periodo de crecimiento (inverndculo). Se indican en el grafico las distinas Etapas de

crecimiento.
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Figura 3.7.- Comparacion de las medidas morfométricas registradas en todos los individuoas analizados
durante el ensayo de vivero en pldntulas de 1 a 6 (a) y de 6 a 24 meses de edad (b). Se sefialan en el
grafico (a) las distinas Etapas de crecimiento a las que estdn sujetas las plantulas durante la

fertirrigacidn.
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DESCRIPCION DEL COMPORTAMIENTO MICORRICICO
Cuantificacion y caracterizacion de ectomicorrizas

Las plantulas del ensayo de vivero carecieron de EcM durante los primeros 6 meses
de crecimiento. Se registraron EcM en casi todos los ejemplares de 12 meses (T9) de edad (a
excepcion de una plantula que correspondié a la mas pequefia de las observadas en ese
tiempo) y en la totalidad de las plantulas de 18 y 24 meses (T10 y T11, invernaculo y cantero).

Los valores medios de colonizacién fueron superiores al 50 % en los 3 tiempos en los
que se detectaron EcM (To, T1io y Ti1). Entre los ejemplares que permanecieron en el
invernaculo se observé una disminucidn significativa del porcentaje de colonizacion en el T1o
(18 meses) respecto del To (p = 0,003) y luego un incremento estadisticamente significativo
(p = 0,026) en el T11 (24meses). Para las plantulas trasplantadas al cantero, los valores de
colonizacion ectomicorricica se incrementaron significativamente (p < 0,001) entre el T1o (18
meses) y el T11 (24 meses) (Figura 3.8).

Segln el analisis factorial de 2 vias realizado, no existe interaccidn entre los factores
considerados (ubicacién y edad de las plantulas), siendo el porcentaje de EcM

significativamente superior en el invernaculo en ambos tiempos (p < 0,001).
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Figura 3.8- Grdfico en el que se sefialan los valores medios de colonizacién ectomicorricica registrados en
pldntulas de Nothofagus nervosa durante el ensayo de vivero. Se indican con distintas letras las
diferencias estadisticamente significativas registradas para las plantulas de invernaculo (mintsculas) y
de cantero (mayusculas) (las barras de error indican la desviacion estandar de las muestras

analizadas).
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Los ectomorfotipos observados en las plantulas del ensayo de vivero fueron los
mismos tanto para las que permanecieron en el invernaculo como para aquellas que habian
sido trasplantadas al cantero. Estos ectomorfotipos se agruparon en 4 grupos de afinidad

morfoldgica de acuerdo a sus caracteristicas macro y microscopicas (Figura 3.9):

Grupo 1: Ectomorfotipo de forma recta, simple (Figura 3.9a) o de ramificacién monopodial
pinnada (Figura 3.9b,c), de apice ligeramente mas angosto que la base. Su color es blanco a
tiza-amarillento, el manto liso, con brillo nacarado y de aspecto semitraslicido. Sin hifas
emanantes o con hifas emanantes escasas, cortas y hialinas. Sin rizomorfos.

Grupo 2: Ectomorfotipo de color miel a canela y generalmente opaco que tiene un aspecto
similar a los incluidos en el Grupo 1 (Figura 3.9d-f).

Grupo 3: Ectomorfotipos rectos, simples y en ocasiones el dpice mas angosto que la base.
Poseen un color negro “acarbonado”, de brillo ligeramente satinado a opacos. Hifas
emanantes relativamente abundantes, también negras o marrén oscuras, gruesas y
emergentes en todas las direcciones. Sin rizomorfos (Figura 3.9g-h).

Grupo 4: Ectomorfotipos rectos y simples de aspecto intermedio entre el Grupo 1y el Grupo
3. Base de color blanco o tiza y regiones de color negro. Cuando poseen hifas emanantes son

escasas y se hallan asociadas a la fraccion oscura del ectomorfotipo (Figura 3.9i-j).

En cuanto a las caracteristicas micromorfolégicas observadas bajo microscopio 6ptico para
los distintos grupos de ectomorfotipos de afinidad morfolégica formados, se observé que los
Grupos 1 y 2 presentaban caracteristicas similares. Ambos presentaron un manto conspicuo
rodeando a la raiz, formado por hifas hialinas, regularmente tabicadas y sin ornamentaciones.
En algunas hifas se observaron fibulas. El patrén del manto es de tipo pseudoparenquimatoso
y no se observaron cistidios (Figura 3.10a-d). Los ectomorfotipos incluidos en el Grupo 3 se
caracterizaron por presentar manto plectenquimatoso formado por hifas castafias oscuras, de
paredes gruesas y regularmente tabicadas. Las hifas emanantes eran castafas, sin
ornamentacion, regularmente tabicadas y con ausencia de fibulas. No se observaron cistidios
(Figura 3.10e-i). Los ectomorfotipos del Grupo 4 presentaron mantos discontinuos cuyas
hifas se ubicaban de forma mas laxa que las observadas en los ectomorfotipos del Grupo 3,
pero de caracteristicas muy similares a éste, indicando que los ectomorfotipos incluidos en
los Grupos 3 y 4 podrian corresponder a distintos estadios (ej. maduro e inmaduro) de un

mismo ectomorfotipo (Figura 3.10j-1).
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Figura 3.9.- Ectomorfotipos observados en ejemplares de vivero de Nothofagus nervosa. a-c)
Ectomorfotipos blancos del Grupo 1; d-f) Ectomorfotipos miel - canela del Grupo 2; gh)
Ectomorfotipos negros del Grupo 3; i,j) Ectomorfotipo de aspecto intermedio entre los Grupos 1y 3; k)

Ectomorfotipos de los Grupos 1, 2 y 3 presentes simultdneamente en un mismo sistema radical.
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Figura 3.10.- Micromorfologia de los ectomorfotipos asociados a pldntulas de Nothofagus nervosa en el

vivero. a,b) Manto de los ectomorfotipos del Grupo 1 y 2 respectivamente rodeando la raiz; c,d) Patrén
superficial de los mantos de los Grupos 1 y 2, respectivamente; e) Hifas emanantes tabicadas de los
ectomorfotipos del Grupo 3; f-i) Patrén del manto de los ectomorfotipos del Grupo 3 formados por
hifas castafias ubicadas de forma variable; j-k) Manto de los ectomorfotipos del Grupo 4 formados por

hifas castafas; 1) Vista superficial de la red de Hartig del Grupo 4 (sefialada con una flecha oscura).
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Identificacion molecular de hongos formadores de ectomicorrizas y arboles
filogenéticos

En la Tabla 3.1 se muestran los taxones fungicos asociados a las secuencias
nucleotidicas obtenidas por secuenciacion del fragmento ITS de los ectomorfotipos
anteriormente descriptos. Las secuencias correspondientes a los ectomorfotipos de los
Grupos morfolégicos 1 y 2 de ejemplares de inverndculo y cantero de diferentes edades
presentaron un maximo de 2 diferencias nucleotidicas entre si, indicando que los mismos
estdn formados por la misma especie flingica. La especie filogenéticamente asociada a estos
ectomorfotipos es Tomentella ellisii (HQ406823.1), un hongo perteneciente al Phylum
Basidiomycota con el cual presentan un maximo de 2 diferencias nucleotidicas, dependiendo
de la secuencia. Del mismo modo, las secuencias asociadas a Grupos morfologicos 3 y 4
obtenidas a partir de ectomorfotipos de plantulas de tubete y cantero para distintos tiempos,
también alinean entre si (Tabla 3.1), confirmando asi la similitud observada en las
caracteristicas macro y micromorfolégicas descriptas para cada uno. En este caso, el taxén
afin mas cercano fue otro hongo ectomicorricico, incluido en el Phylum Ascomycota y no
descripto hasta el momento (Uncultured EcM FR731633.1), con el que presentaron 45
diferencias nucleotidicas. Las secuencias obtenidas para ectomorfotipos clasificados dentro
del Grupo “Otros” pertenecieron tinicamente a ejemplares de cantero de 2 anos de edad, y
fueron afines taxondmicamente a 4 especies fungicas diferentes, 2 incluidas en el Phylum
Basidiomycota (Hebeloma cavipes y Rickenella sp. 1) y las otras 2 en el Phylum Ascomycota
(Peziza sp. 1y Peziza sp. 2).

Los hongos identificados a partir de 3 ectomorfotipos de ejemplares de tubete y
cantero (T214, T228, C227) corresponden a hongos no micorricicos, siendo Cryptococcus
victoriae una levadura y las especies Neonectria radicicola y Dendryphion nanum patégenos
vegetales frecuentes (Vaartnou 1974, Halleen et al. 2004, Zilberstein et al. 2007, Lene et al.
2011). Debido a que estos hongos se encontraron asociados a los ectomorfotipos pero
claramente no constituian el mismo, se los consideré “contaminantes”.

En la Tabla 3.1 puede observarse que gran parte de los hongos micorricicos
secuenciados presentaron bajo porcentaje de homologia con las secuencias disponibles en el
GenBank, significando que pertenecen a especies no descriptas hasta el momento. En los
arboles construidos para ilustrar la posicion filogenética de los hongos formadores de EcM en
N. nervosa, se observa que éstos presentaron como taxones filogenéticamente afines otros

hongos ectomicorricicos (Figura 3.11).
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Tabla 3.1.- Identificaciéon molecular de los hongos asociados a ectomorfotipos de pldntulas de

Nothofagus nervosa de inverndculo y cantero durante el ensayo de vivero. Grupo MT = Grupo

morfolégico del ectomorfotipo; (%) = Porcentaje de homologia de cada secuencia nucleotidica con el

taxon filogenéticamente mas cercano segun la base de datos del GenBank NCBI; * = Se nombran con la

categoria “Otros” aquellos ectomorfotipos que aparecieron infrecuentemente y que no correspondian a

los grupos previamente conformados; **

Este morfotipo presentaba una tonalidad grisacea

ligeramente diferente a los demas. Se sefialan en sombreado las especies fingicas no micorricicas.

UBICACIONEN NUMERO  EDAD GRUPO  IDENTIFICACION ESPECIE ASOCIADA (%)
EL VIVERO MUESTRA (MESES) MT* MOLECULAR
Invernaculo 1 12 2 Tomentella ellisii Tomentella ellisii (99 %)
2 12 1
3 18 2
4 18 1
5 24 2
6 24 1
Cantero 7 18 1
8 18 2
9 18 1
10 24 2
11 24 1
12 24 1
Invernaculo 13 12 3 EcM Ascomicéticasp.1  Porosphaerella cordaphora
14 18 3 (85 %)
15 24 4
Cantero 16 24 3
17 24 3
Cantero 18 24 Otro 1 Peziza sp. 1 Peziza michelli (82 %)
19 24 Otro 1
20 24 Otro 1
21 24 Otro 1
22 24 Otro 1
23 24 Otro 2 Peziza sp. 2 Peziza depressa (91 %)
24 24 Otro 2
25 24 Otro3  Rickenella sp. 1 Rickenella mellea (88 %)
26 24 Otro4  Hebeloma cavipes Hebeloma cavipes (99 %)
27 24 Otro 4
Invernaculo 28 24 4k Neonectria radicicola Neonectria radicicola (100 %)
29 24 3 Dendryphion nanum Dendryphion nanum (100 %)
Cantero 30 24 3 Cryptococcus victoriae Cryptococcus victoriae (100%)
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Figura 3.11.- Arboles filogenéticos construidos en base al algoritmo Neighbor Joining y al modelo Kimura
de 2 pardmetros para estimar las distancias evolutivas entre las secuencias de la regién ITS
correspondientes a los hongos formadores de ectomicorrizas. Los ndmeros sobre las ramas
corresponden a la frecuencia con la que esa rama se ubicé en esa posicion para 1000 repeticiones
(bootstrap), los valores inferiores al 50 % no se muestran. Las secuencias correspondientes a las
especies Ceratobasidium bicorne y Dendryphion nanum fueron utilizadas como raiz (outgroup) en los
arboles pertenecientes a los Phyla a) Basidiomycota y b) Ascomycota, respectivamente. Las secuencias
obtenidas en este trabajo se sefalan en negrita (secuencias obtenidas a partir de plantulas de T =

Tubete -invernaculo- y C = Cantero).
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Abundancia relativa de cada ectomorfotipo

En el invernaculo, se observé que el ectomorfotipo mas abundante correspondié al
perteneciente al Grupo morfologico 1-2 (Tomentella ellisii). Los valores de colonizacién del
mismo fueron similares a lo largo del ensayo de vivero y significativamente mayores que los
registrados para el Grupo 3-4 (EcM Ascomicética sp. 1) en todos los tiempos de observacion
(Te p < 0,001 -12 meses-, Tio p < 0,001 -18 meses- y T11 p < 0,001 -24 meses-). En las
plantulas que permanecieron en el invernaculo no se registraron EcM pertenecientes a la
categoria “Otros” hasta los 24 meses de edad.

Entre los ejemplares que fueron trasplantados al cantero, se observdé un
comportamiento similar. Los porcentajes de colonizaciéon de Tomentella ellisii fueron
similares a los 18 y 24 meses, pero significativamente mayores que los registrados para el
hongo EcM Ascomicética sp. 1., tanto a los 18 como a los 24 meses de edad (T1o p = 0,002, T11
p = 0,003). A diferencia de las anteriores, en las plantulas que fueron trasplantadas a cantero
se registré la presencia de ectomorfotipos del Grupo “Otros” a los 18 meses, siendo los
valores de colonizacion bajos, pero mayores a los registrados en las plantulas de invernaculo

(Tabla 3.2).

Tabla 3.2.- Valores medios de los porcentajes de colonizacion ectomicorricica de los diferentes

ectomorfotipos registrados en Nothofagus nervosa durante el ensayo de vivero.

GRUPOS AFINIDAD  INVERNACULO CANTERO

MORFOLOGICA 12 meses 18 meses 24 meses 18 meses 24 meses
Grupoly?2 64,4 + 14,1 70,9 £ 16,2 67,7+ 13,1 59+19,5 53,9+13,9
Grupo3y4 30,6 + 14,2 29,1+16,1 299 + 14,4 355+17,8 37,3+ 14
Otros 0 0 2,4+2,2 55+6,6 8,7+4

Ocurrencia de micorrizas arbusculares
En ninguna de las 195 plantulas analizadas en este ensayo (15 ejemplares en cada una
de las 11 observaciones realizadas en el invernaculo y en los 2 realizadas en el cantero), se

detectaron estructuras caracteristicas de MA.

DISCUSION

ETAPAS DE CRECIMIENTO EN EL VIVERO Y SU RELACION CON LAS ECTOMICORRIZAS
Se estudio el crecimiento de las plantulas de N. nervosa y de las micorrizas asociadas a
las mismas en un ensayo de vivero realizado a lo largo de 2 afios bajo las condiciones de

produccién utilizadas durante los procesos de domesticacién de especies forestales nativas
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en el vivero del INTA EEA Bariloche. Durante el primer afio de crecimiento, las plantulas se
cultivaron dentro del invernaculo en condiciones controladas de temperatura, riego y aporte
de nutrientes. En ese momento, la mitad de ellas se trasplantaron al cantero para imitar las
condiciones de las plantas de los ensayos del INTA instalados en el campo en los afios 1999 y
2000, que corresponden a los utilizados en este trabajo de Tesis para estudiar las micorrizas
en ambientes naturales (Capitulos 4 y 5).

Durante el primer mes de crecimiento, las plantulas formaron el primer par de hojas
verdadero y principalmente el sistema de anclaje al sustrato (raices). Este periodo
correspondi6 entonces a la Etapa 1 de crecimiento (Establecimiento). A los 4 meses de edad,
las plantulas habian desarrollado la mayor parte de biomasa aérea correspondiente a la
primera estacion de crecimiento (primer afio), por lo que se encontraban finalizando la Etapa
2 (Crecimiento rapido). Durante los siguientes 2 meses, se redujo la tasa de crecimiento en
longitud, pero se registr6 un aumento significativo del peso de la plantula y del diametro y
lignificaciéon de su tallo, lo cual se debi6 a que se encontraban en la Etapa 3 (Rustificacién).
Por lo tanto, las plantulas de N. nervosa creciendo en el invernaculo siguieron el patron
descripto por Schinelli & Martinez (2010), respetando las 3 etapas de crecimiento
establecidas. Al término del ensayo, resulté evidente que aquellas plantulas que
permanecieron en el invernaculo presentaron un mayor crecimiento que las trasplantadas al
cantero. Posiblemente, este fendmeno se deba al estrés del trasplante y al cambio en las
condiciones ambientales, ya que estas plantulas se encontraban a la intemperie y sin aporte
externo de nutrientes (fertirrigacion), disminuyendo entonces la disponibilidad y absorcion
de los mismos.

En este trabajo se observé que la simbiosis ectomicorricica se establece en los
sistemas radicales de plantulas de N. nervosa cultivadas en vivero, de forma natural (sin
inoculacidén intencional) y entre los 6 meses y el afio de edad, una vez finalizada la etapa de
Rustificacion, cuando se reduce significativamente el aporte de nutrientes (principalmente de
N y P) y la frecuencia de riego. Esta tendencia acuerda con lo descripto por Martinez et al.
(2007), quienes afirman que la introduccién de un periodo de letargo (2 meses con baja
fertilizacion) estimula significativamente la micorrizacién en las plantas de P. ponderosa
inoculadas con Rhizopogon roseolus. En el ensayo realizado por Barroetavefia et al. (2009), se
observa que las plantulas de N. nervosa de 6 meses de edad cultivadas en condiciones de
vivero similares a las de este trabajo presentaron EcM, apenas terminada la etapa de
Rustificacion. Sin embargo, los porcentajes de colonizacidn registrados por estos autores

fueron sumamente bajos (2,8 a 5,9 %), pudiendo indicar que recién en ese momento se
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establecia la simbiosis. Es probable que la micorrizacién en las plantulas de Rauli analizadas
en este estudio se haya establecido préxima a la observacion realizada a los 6 meses, y que el
porcentaje de apices ectomicorricicos se haya incrementado progresivamente hasta el afio de
edad, momento en el que se detectdé una elevada colonizacién (superior al 65 %). Son
necesarios estudios con tiempos intermedios para confirmar el momento preciso en el que se
establece la simbiosis.

Ha sido descripto por diferentes autores que la elevada concentracién de fertilizantes
utilizada en el cultivo en vivero inhibe o al menos reduce la colonizacién ectomicorricica,
dado que suele resultar téxica para el hongo (Quoreshi 2003) o bien porque las plantas
desarrolladas bajo estas condiciones aparentemente no necesitan de una asociacion
simbiotica para la captacién de agua y nutrientes ya que los tienen en alta disponibilidad
(Chakravarty & Chatarpaul 1990, Smith & Read 2008). Por ejemplo, Rincén et al. (2007)
encontraron diferencias significativas en los porcentajes de colonizacion fingica de plantulas
de Pinus inoculadas con diferentes hongos ectomicorricicos dependiendo del método de
fertilizacidn utilizado, siendo algunas especies fingicas afectadas mas negativamente por los
fertilizantes que otras. Asimismo, Martinez et al. (2007) evaluaron la colonizacién micorricica
de plantas de P. ponderosa inoculadas con R. roseolus (un hongo ectomicorricico frecuente en
plantas de la familia Pinaceae) sometidas a 3 niveles de fertilizacién, y hallaron que el
porcentaje de EcM parece aumentar a medida que disminuye la cantidad de fertilizantes
(aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa). Estos autores concluyen que la
micorrizacién es inhibida incluso utilizando el 50 % de las dosis de fertilizante empleadas
generalmente en los viveros comerciales del lugar de estudio. Esta misma tendencia ha sido
reportada por otros autores y en distintas especies, tales como P. contorta, Picea glauca y
Picea mariana (Khasa et al. 2001, Smith & Read 2008). Este fendmeno explicaria los
resultados obtenidos en este estudio para N. nervosa y los registrados por Barroetaveia et al.
(2009) en la misma especie vegetal, segun los cuales los hongos ectomicorricicos forman esta
simbiosis en el sistema radical de las plantulas al término de la Rustificacion (Etapa 3),
cuando se reduce el fertirriego.

Si consideramos que las plantulas de un afio trasplantadas al cantero poseian
porcentajes de colonizacion similares a los registrados para ese tiempo de observacién en
tubete (To), puede decirse que a los 18 meses ambos tratamientos presentaron una
disminuciéon en el porcentaje de raices colonizadas por EcM, pudiendo deberse esta
diferencia a distintos factores segin la ubicacién de la plantula. En el caso de las que

permanecieron en el invernaculo, la observacién a los 18 meses de edad se realiz6 luego de la
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fertirrigacion correspondiente a la Etapa de Crecimiento rapido aplicada al nuevo lote de
plantulas (mientras que las utilizadas en este ensayo ya habian pasado por esta Etapa el afio
anterior), por lo que existe la posibilidad de que la elevada cantidad de fertilizantes a la que
fueron sometidas nuevamente las plantas haya reducido o inhibido la colonizacién de los
nuevos apices radicales. Por otro lado, la disminucién en la colonizacién ectomicorricica en
los ejemplares de Rauli luego del trasplante coincide con los resultados obtenidos por
Quoreshi (2003), quienes inocularon plantulas de Picea mariana con el hongo ectomicorricico
Laccaria bicolor y evaluaron el porcentaje de EcM segun distintas dietas de fertilizantes antes
y 18 semanas luego del trasplante. Estos autores observaron que para los 4 tratamientos de
fertilizantes analizados, el porcentaje de colonizacidn se redujo tras el trasplante en un 3 % a
45 %, dependiendo del tratamiento recibido y del lugar de implantacién. En plantas lefiosas,
aproximadamente el 20 % de los productos carbonados sintetizados durante la fotosintesis
son transferidos al hongo simbionte (Hobbie & Hobbie 2006). En condiciones normales y
como consecuencia de la simbiosis, la planta suele incrementar la tasa fotosintética para
poder abastecer los requerimientos energéticos de ambos organismos. Sin embargo, bajo
situaciones de estrés es posible que este costo energético sea demasiado elevado,
generandose entonces una reduccién en la tasa de crecimiento vegetal. Dado que la planta
tiene la capacidad de redireccionar el flujo de C hacia los tejidos que mas lo necesiten, frente a
una disminucién en la tasa de crecimiento utilizara el C disponible en subsistir, resultando en
un menor aporte al hongo y por lo tanto una reduccion en la colonizacién fingica de las raices
(Martin et al. 1987, Smith & Read 2008, Buscot et al. 2000). Esta situacién podria
corresponder a la observada en las plantulas instaladas en el cantero, las que pasaron de
encontrarse en un ambiente controlado, resguardado de los factores climaticos y con alta
disponibilidad de nutrientes a estar en la intemperie, en condiciones naturales y sin aporte de
fertilizantes. En este caso existe también la posibilidad de que el menor crecimiento de la
planta esté relacionado con factores intrinsecas de la misma como respuesta a estar expuesta
a los factores climaticos (radiacion, heladas, viento, amplia variacién de temperatura).

Otra explicacion posible para la reduccién en el porcentaje de micorrizacion
observado al afio y medio de edad y que aplica para ambos grupos de plantas (invernaculo y
cantero), es que el andlisis de las raices se realizé en Abril, es decir en otofio, cuando la
radiacion solar y longitud de los dias es menor y N. nervosa pierde sus hojas. Estos factores
(menor radiacidn, dias cortos) reducen la tasa de fotosintesis (Martin et al. 1987), en especial
la pérdida del follaje (Markkola et al. 2004, Pestafia et al. 2011), y por lo tanto la cantidad de

C que la planta hospedadora invierte en la simbiosis, disminuyendo asi la colonizacién
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ectomicorricica. En cualquier caso, al finalizar el efecto del factor que influenciaba
negativamente la simbiosis, el porcentaje de EcM de las plantulas volvié a incrementarse a los
dos afios de edad.

En ningdin momento del ensayo se observaron MA en los sistemas radicales de las
plantulas analizadas. Este hecho coincide con lo citado por numerosos autores que han
descripto a las especies del género Nothofagus como ectomicorricicas y sin colonizaciones
mixtas (Singer & Moser 1965, Singer 1971, Godoy et al. 1994, Flores et al. 1997, Godoy &
Palfner 1997, Fontenla et al. 1998, Diehl 2006, Tedersoo et al. 2009, Mestre 2012).

POSIBLES FUENTES DE INOCULO

La formacién natural de EcM (sin inoculacién intencional) en plantas de vivero es un
fendmeno que ha sido descripto en la region (Barroetavena et al. 2009) y en distintos lugares
del mundo (Dahlberg & Stenstrom 1991, Cram et al. 1999, El Karkouri et al. 2005). Un
interrogante comun que surge a partir de este hecho es el origen del in6culo micorricico.
Barroetaveiia et al. (2009) propusieron que, dado que el invernaculo donde desarrollaron el
ensayo es abierto, la entrada de esporas pertenecientes a hongos ectomicorricicos
conducidas por el viento es una via posible. Ademas, debido a que el agua utilizada para el
riego de las plantulas es tomada de un arroyo que atraviesa un bosque de Nothofagus, es
posible que ésta acarree propagulos. Por otro lado, El Karkouri et al. (2005) detectaron la
presencia de 4 especies de hongos del orden Boletales que desarrollan EcM naturalmente en
plantulas de Pinus bajo condiciones artificiales de vivero. Estos autores sugieren que el
inoculo puede tener 2 fuentes posibles: un bosque natural de Pinus proximo o bien que
existan propagulos de resistencia (micelio, esporas, rizomorfos, fragmentos de raices
micorrizadas) que permanecen en el invernaculo de una temporada a la préxima (de hecho
hallaron una especie que habia sido detectada en el mismo invernaculo 8 afios antes del
ensayo). Estos propagulos podrian encontrarse en los tubetes o en las herramientas
utilizadas para la siembra y repique de las plantulas.

En el ensayo llevado a cabo en este estudio, también existen diferentes posibles
fuentes de indculo. Por ejemplo, seria factible que el in6culo micorricico se hallara en la turba
utilizada para el cultivo de las plantulas, ya que ésta es extraida de Tierra del Fuego, lugar
donde existen bosques de Nothofagus y por lo tanto especies fungicas asociadas a estos
arboles. En el vivero del INTA EEA Bariloche, la turba es desinfectada (no esterilizada) antes
de su uso (A. Martinez, com. pers.), pudiendo entonces quedar en ella hongos resistentes a

este procedimiento capaces de formar micorrizas en el Rauli durante su cultivo en vivero. De
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igual forma que lo descripto por Barroetavefia et al. (2009), seria probable también que el
indculo fungico llegara a los tubetes por accién del viento, o bien a través de las herramientas
utilizadas para la siembra y repique de las plantulas. Dado el pequefio tamafio de las esporas,
éstas podrian ingresar al invernaculo de forma accidental con el calzado o la ropa, incluso con
las semillas utilizadas para el cultivo de N. nervosa. Otra posible fuente de inéculo seria el
agua de riego, aunque resultaria poco probable ya que el agua utilizada en el invernaculo para
tal fin es extraida del Lago Nahuel Huapi (A. Martinez, com. pers.) y la posibilidad de que la
misma acarree propagulos viables es sumamente reducida. Finalmente, debe analizarse la
posibilidad de que las micorrizas observadas hayan sido formadas por hongos propios del
invernaculo, es decir por aquellos que se encuentran asociados los elementos y herramientas
de cultivo o al sistema de riego. Tal como describié El Karkouri et al. (2005), los propagulos
podrian encontrarse en los tubetes (los cuales son limpiados y desinfectados, pero no
esterilizados -A. Martinez, com. pers.-), en el sistema de riego o en la misma infraestructura.
En el caso de las plantulas trasplantadas al cantero, la fuente de in6culo micorricico es el
mismo suelo, que posee comunidades naturales de hongos, muchos de los cuales deben ser

capaces de formar este tipo de simbiosis en N. nervosa.

DIVERSIDAD Y ABUNDANCIA DE ECTOMICORRIZAS EN EL VIVERO

A partir del estudio morfoldgico y molecular de los ectomorfotipos hallados en N.
nervosa, pudo determinarse que existen 2 especies fungicas dominantes. Una pertenece al
Phylum Basidiomycota y es afin a la especie T. ellisii (Figura 3.10), mientras que la segunda
esta incluida en el Phylum Ascomycota y los taxones filogenéticos mas préximos a la misma
correspondieron a hongos micorricicos no descriptos hasta el momento, indicando que
posiblemente sea una especie nueva. Dada su capacidad de colonizar tanto los ejemplares de
Rauli que permanecen en el invernaculo como aquellos que fueron llevados al cantero, y de
persistir en el tiempo con valores de colonizacidn relativamente altos, es evidente que ambas
especies estan adaptadas a las condiciones de vivero. Se han descripto otras especies de EcM
capaces de desarrollarse apropiadamente bajo las condiciones artificiales de cultivo en vivero
(principalmente bajo altas concentraciones de fertilizantes), tales como T. terrestres, C.
geophilum y distintas especies comprendidas en los géneros Laccaria, Hebeloma, Rhizopogon
y Suillus (Chakravarty & Chatarpaul 1990, Khasa et al. 2001, El Karkouri et al. 2005,
Barroetaveiia et al. 2009, Menkis & Vasaitis 2011).

Como se menciond anteriormente, distintos autores han sugerido que las condiciones

de vivero (fertirrigacién, control mecanico y quimico de malezas, sistemas radicales
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contenidos en tubetes, sustrato muy diferente al suelo) afectan negativamente el desarrollo
de muchos hongos micorricicos y el establecimiento de la simbiosis, favoreciendo entonces la
colonizacion por parte de algunas pocas especies tolerantes a estas condiciones (El Karkouri
et al. 2005, Rincon et al. 2007, Barroetaveiia et al. 2009, Menkis & Vasaitis 2011). Los
resultados obtenidos en este trabajo acuerdan con estos estudios, ya que se hallaron sélo 2
especies de hongos formadores de EcM colonizando las plantulas de N. nervosa en el vivero
del INTA EEA Bariloche, siendo Tomentella ellisii significativamente mas abundante que la
EcM Ascomicética sp. 1 en los distintos tiempos de observacién y tanto en el invernaculo
como en el cantero. Asimismo, Barroetaveifia et al. (2009) observaron una tendencia similar
entre las 2 especies flngicas que colonizaron las raices de las plantulas de N. nervosa, N.
obliqua y N. pumilio cultivadas en el invernaculo de la Estacion Agroforestal INTA Trevelin.
Estos autores hallaron que la especie T. terrestris era mas abundante que C. geophilum. Del
mismo modo, Menkis & Vassaitis (2011) describen en su estudio sobre EcM asociadas a
plantulas de P. sylvestris cultivadas en vivero, 9 morfotipos de los cuales sélo 3 son
abundantes, siendo las especies que los forman T. terrestris (39.7 %), Hebeloma sp. (17.8 %) y
S. luteus (6.1 %). Estos autores atribuyen la baja diversidad de ectomorfotipos a la
predominancia de T. terrestris, que ha sido considerada como excelente competidora bajo las
condiciones de vivero.

Luego de ser trasplantadas al cantero, se observan en las plantulas de N. nervosa
ectomorfotipos no descriptos previamente y en baja frecuencia (Tabla 3.2). Esto indica que al
encontrarse en el suelo, expuestas a un in6culo natural, las plantas establecen relaciones
simbidticas con hongos diferentes a los que colonizaron sus raices en el invernaculo. En las
plantulas de 2 afios de edad se identificaron 4 especies ectomicorricicas ausentes en el
invernaculo, 2 basidiomicéticas pertenecientes al orden Agaricales (Rickenella sp. 1 y
Hebeloma cavipes) y 2 ascomicéticas incluidas en el orden Pezizales (Peziza sp. 1 y Peziza sp.
2). Estos resultados acuerdan con otros autores, quienes han observado que las EcM
adaptadas a las condiciones de vivero suelen permanecer en el sistema radical de las plantas
durante un tiempo posterior al trasplante, pero son gradualmente reemplazadas por
micorrizas nativas propias del lugar donde se ha establecido la plantula y mejor adaptadas a
las nuevas condiciones a las que esta sujeta la misma (Dahlberg & Stenstrom 1991, Quoreshi
2003). Por ejemplo, el hongo T. terrestris ha sido descripto como una especie cosmopolita y
sumamente frecuente en sistemas de vivero, pero poco competitiva en ambientes naturales,
siendo desplazada facilmente por otros hongos ectomicorricicos (Colpaert 1999, Khasa et al.

2001, Menkis & Vasaitis 2011). Es decir que al cambiar las condiciones ambientales se alteran
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las comunidades micorricicas asociadas a las plantas y comienza asi una sucesion de especies
que estara determinada por los factores bidticos y abidticos donde sera establecida la misma
(Mikola 1989, Bowen 1994, Markkola et al. 2004, Rincoén et al. 2007, Pestafia et al. 2011).
Entre las especies flngicas identificadas en este estudio, se hallaron 3 que no se
encuentran relacionadas con la formacién de EcM. La presencia de estos hongos asociados al
ectomorfotipo podria explicar que en los geles correspondientes a los productos de PCR
obtenidos para diferentes muestras fuera frecuente observar mas de una banda, lo cual
coincide con lo descripto por otros autores (El Karkouri et al. 2005): una banda podria
corresponder al hongo que forma la EcM y la otra a algin tipo de hongo asociado al
ectomorfotipo (endofito, saprobio, patégeno). Entre estas especies no micorricicas se
encuentra Cryptococcus victoriae, una levadura que ha sido registrada como abundante en las
aguas del Lago Nahuel Huapi (Brandao et al. 2011), y es probable que se haya incorporado al
sistema de cultivo a través del riego. No es la primera vez que esta levadura es citada en
asociacién al sistema radical de especies vegetales. Vaz et al. (2011) menciona que aislaron
esta especie en diferentes sustratos de la Antartida (guano de pingiiino, suelo, sedimentos y
agua), pero en especial de la rizésfera de la graminea Deschampsia antarctica. Por otra parte,
distintas especies incluidas en los géneros Neonectria y Dendryphion han sido documentadas
como patogenas en distintas especies de plantas, tales como Vitis spp. (Halleen et al. 2006) y
Persea americana (Lenc et al. 2011). Entre las especies patégenas de estos géneros se
encuentran N. radicicola (Halleen et al. 2004, Zilberstein et al. 2007) y D. nanum (Vaartnou
1974, Lenc et al. 2011). Menkis & Vasaitis (2011) afirman que en los sistemas de vivero
existen distintos hongos que suelen no causar sintomas visibles en las plantulas. Por ejemplo,
estos autores aislaron numerosas cepas del hongo patégeno N. macrodidyma a partir de

apices radicales de Pinus colonizados por EcM y de aspecto saludable.

CONCLUSIONES PARCIALES

En este Capitulo se describio el comportamiento micorricico de N. nervosa durante su
cultivo en vivero. Se observd que los ejemplares de un afio de edad estaban colonizados por
EcM formadas por las especies Tomentella ellisii y EcM Ascomicética sp. 1, siendo la primera
la mas abundante. Dado que no se realizé una inoculacién previa, el indculo micorricico
estaria asociado al sistema de cultivo (en tubetes, herramientas, riego) o al aporte externo
accidental (esporas que ingresan al invernaculo con el viento, el calzado o el suelo). Las EcM
formadas por estos hongos permanecen en las raices de las plantulas durante los 2 afios de

cultivo, tanto en el invernaculo como en el cantero.
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En los ejemplares de N. nervosa de 2 afios de edad trasplantados al cantero se
registraron tanto las EcM que se habian establecido en su sistema radical en el invernaculo,
como especies de hongos ectomicorricicos nuevas (Hebeloma cavipes, Peziza sp. 1, Peziza sp.
2 y Rickenella sp. 1). El desarrollo de estas EcM esta probablemente asociado a la presencia
del in6culo adecuado en el suelo del vivero del INTA EEA Bariloche. En ningiin caso se
registraron MA. En base a estos resultados puede decirse que las plantulas de Rauli que son
llevadas a campo posiblemente presenten EcM en sus sistemas radicales, las cuales
permanecen en él al menos durante la primera etapa de establecimiento de la plantula.

La informacién presentada en este Capitulo es de relevancia para el cultivo de N.
nervosa en la regiéon. Ampliar los aspectos descriptos en esta seccion de la Tesis (origen del
inéculo, momento en el que se establece la simbiosis, beneficios que otorgan las EcM a las
plantulas, entre ellos) permitira plantear pautas de manejo que incluyan las micorrizas como
parte integral del desarrollo de las plantas durante los procesos de domesticacion de ésta y

otras especies nativas de importancia forestal en Patagonia.
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INTRODUCCION

IMPORTANCIA DE IDENTIFICAR Y DESCRIBIR LAS MICORRIZAS EN AMBIENTES NATURALES

Dada su capacidad de incrementar la aptitud y productividad vegetal (Capitulo 1), los
hongos micorricicos han sido el objetivo de distintos programas de investigacion en los que
se pretende utilizar estos organismos para recuperar areas degradadas o para incrementar la
productividad de especies de interés comercial. Estas practicas se han construido en base al
conocimiento empirico, y debido a ello se sabe desde hace tiempo que es necesario avanzar
en la descripcion de la bioecologia y de la diversidad taxondmica y funcional de estos hongos
simbiontes (Brundrett et al. 1996). Conocer el taxdén al que pertenece un hongo es importante
porque brinda informacién sobre su eco-biologia y permite acceder a la informacién
disponible para esa especie flingica y/o para taxones afines (ej. capacidad para sintetizar
enzimas, solubilizar fosfatos, actuar como patdégeno o promotor de crecimiento, formar
micorrizas o actuar como descomponedores). De esta forma, la caracterizacién taxondémica
de los organismos presentes en un ambiente particular representa el marco adecuando en el
cual basar posteriores investigaciones ecolégicas y aplicadas.

Las ectomicorrizas (EcM) se encuentran aproximadamente en el 10 % de las plantas
vasculares. Este tipo de micorrizas se asocian principalmente en especies arboreas, aunque
también pueden hallarse en algunos arbustos y herbaceas (ej. especies de los géneros Dryas,
Helianthemum, Polygonum, Kobresia y Campomanesia) (Moreira & Siqueira 2002, Wang & Qiu
2006, Smith & Read 2008). A nivel global, la superficie ocupada por estas especies arboéreas y
la importancia econémica de las mismas como recursos forestales y madereros hacen de esta
simbiosis una de las mdas importantes conocidas. Entre las familias de plantas que
comprenden especies generalmente colonizadas por EcM y que poseen gran relevancia en la
industria maderera, se encuentran la familia Pinaceae (95 % de las especies forman EcM),
que son el principal componente de los bosques boreales del hemisferio Norte, y
Nothofagaceae, especies dominantes o co-dominantes en los bosques templado-frios del
hemisferio Sur. En la actualidad se estima que existen aproximadamente 5000-6000 especies
de hongos capaces de formar EcM, perteneciendo la mayor parte de ellas a los Phylum
Basidiomycota y Ascomycota (Moreira & Siqueira 2002, Smith & Read 2008, Tedersoo et al.
2010).

Como se menciona en el Capitulo 1, las especies comprendidas en el género
Nothofagus presentan colonizaciéon ectomicorricica elevada en todos los casos estudiados
hasta el momento, generalmente superior al 70 %. Sin embargo, son escasos los trabajos que
han descripto la diversidad de las comunidades de hongos ectomicorricicos asociados a estas

especies en ambientes naturales. En Australia, Tedersoo et al (2010) estudiaron las
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comunidades de EcM asociadas a N. cunninghamii y compararon la diversidad de hongos
ectomicorricicos entre las raices de plantulas desarrolladas sobre madera y el sistema radical
de adultos de la misma especie. Estos autores observaron que las comunidades de hongos
formadores de EcM eran diferentes entre las raices desarrolladas sobre madera y aquellas
formadas en el suelo del bosque, tanto a nivel de especies como de linaje filogenético (e;j.
taxones fungicos tales como Cortinarius y el complejo Russula-Lactarius generalmente no
colonizaban las raices de las plantulas desarrolladas sobre madera). En Patagonia, Nouhra et
al. (2012) describieron la diversidad de esporocarpos hipégeos de hongos formadores de
EcM en bosques de N. dombeyi y N. pumilio. Esos autores hallaron un total de 27 especies de
hongos pertenecientes a los Phyla Basidiomycota, Ascomycota y Glomeomycota, incluyendo
el primero 9 géneros y los siguientes 2 y 1, respectivamente. Se desconoce hasta el momento
la diversidad taxonomica y funcional de las EcM presentes en las raices de N. nervosa y la
capacidad de esta especie de desarrollar micorrizas arbusculares (MA) en alguna de sus

etapas de desarrollo (plantula, joven, adulto).

TIPOS EXPLORATORIOS DE ECTOMICORRIZAS

Como se menciondé en la Introduccién (Capitulo 1), una raiz colonizada por EcM se
caracteriza por presentar tres componentes fungicos estructurales: un manto que cubre el
exterior de los apices radicales; un sistema de hifas intrarradicales que se desarrollan entre
las células epidérmicas y corticales denominada Red de Hartig y que constituye la interfase
entre el hongo y la planta, donde ocurre el intercambio de nutrientes entre ambos
simbiontes; y un sistema de hifas que se prolongan desde la superficie del ectomorfotipo
hacia el sustrato, denominado micelio extrarradical (hifas emanantes y rizomorfos) (Peterson
et al. 2004, Smith & Read 2008). El manto por si solo tiene un area de contacto limitada con el
sustrato, mientras que las hifas emanantes y rizomorfos incrementan significativamente el
volumen de sustrato explorado y explotado por el hongo (Read 1992, Smith & Read 2008).
Por ejemplo, se ha observado que los rizomorfos de las EcM formadas por el hongo Pisolithus
tinctorius pueden interconectar plantulas de Pinus a ~42 cm de distancia (Schramm 1966). La
importancia del micelio extrarradical en el transporte de nutrientes y agua ha sido
documentada por diferentes autores (Kammerbauer et al. 1989, Smith & Read 2008), incluso
se ha sugerido que la adquisicion y transporte de estos elementos es llevada a cabo
principalmente por estas estructuras (Unestam & Sun 1995, Raidl 1997, Smith & Read 2008).

Por lo tanto, la presencia, distribucion y diferenciacién del micelio extrarradical esta
relacionada con la diversidad funcional de las EcM y puede ser utilizada para distinguirlas en

grupos con diferentes estrategias de exploracion y explotacién del sustrato. En base a ello,
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Agerer (2001) ha sugerido una clasificacién de EcM segin Tipos exploratorios. Esta nos
permite clasificar los ectomorfotipos presentes en una muestra segun las caracteristicas
macromorfolégicas de los ectomorfotipos y nos brinda informaciéon sobre los posibles
patrones funcionales de exploracién del sustrato y explotacion de nutrientes. Los Tipos
exploratorios descriptos por este autor se detallan a continuacién y se esquematizan en la
Figura 4.1:

Tipo 1: Exploracion por contacto.- En este grupo se encuentran aquellas EcM que presentan
mantos lisos, sin estructuras extrarradicales o con escasas hifas emanantes, tales como
algunas formadas por hongos de los géneros Lactarius, Russula y Tomentella. Generalmente,
estos ectomorfotipos se encuentran en intimo contacto con la fuente de nutrientes, tales
como hojas y madera en descomposicién (Brand 1991b).

Tipo 2: Exploracion a corta distancia.- Estas EcM se caracterizan por presentar abundantes
hifas emanantes en la mayor parte de su superficie, pero no forman rizomorfos. La mayor
parte de las EcM formadas por hongos del Phylum Ascomycota presentan esta estrategia,
encontrandose entre ellas las asociadas a los géneros Genea y Tuber. El miembro mas
conocido de este grupo es Cenococcum geophilum. Entre los basidiomicetes, este Tipo
exploratorio ha sido observado en micorrizas formadas por hongos incluidos en los géneros
Descolea, Hebeloma, Inocybe y Tomentella.

Tipo 3: Exploracion a distancia moderada.- Las EcM presentes en este grupo forman
rizomorfos de diferentes tipos, e incluyen algunas de las formadas por hongos de los
géneros Cortinarius, Hysterangium, Lactarius, Thaxtrogaster y Tricholoma, entre otros.

Tipo 4: Exploracion a larga distancia.- Las EcM de este grupo suelen presentar ramificacion
monopodial, coraloide o tuberculada y mantos lisos, con pocos rizomorfos pero robustos y
diferenciados. Muchos hongos ectomicorricicos de importancia econémica y ecoldgica se
encuentran en esta categoria, entre ellos: Boletus, Paxilus, Pisothus, Rhizopogon y Suillus.

Tipo 5: Exploracién “Pick a back”.- Generalmente asociado a hongos de la familia
Gomphidiaceae (Phylum Basidiomycota, Orden Boletales). Estos hongos pueden formar
estructuras tipicas de EcM y en ocasiones ectendomicorrizas y haustorios en el hospedador.
Este Tipo exploratorio difiere de los demas en que los hongos que lo forman son capaces de

desarrollarse dentro de los rizomorfos y mantos de otras EcM.

La estrategia de absorciéon de nutrientes parece ser diferente entre los Tipos
exploratorios de EcM. Por ejemplo, se ha demostrado que especies de Russula y Lactarius, que
generalmente forman ectomorfotipos Tipo 1 (exploracidn por contacto), poseen la habilidad

de producir enzimas extracelulares (ej. fenoloxidasas) y de degradar lignina. Por el contrario,
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la mayor parte de los miembros del orden Boletales, que no poseen esta capacidad,
desarrollan ectomorfotipos Tipo 4 (exploracion a larga distancia), sugiriendo que una mayor
exploracién y explotacién del sustrato compensa la incapacidad de sintetizar enzimas
extracelulares que contribuyan a la degradacion de sustancias complejas (Agerer 2001, Smith
& Read 2008).

Se ha demostrado que el efecto de las EcM sobre el incremento de la aptitud vegetal y
de la adquisicion de nutrientes difiere entre especies de hongos e incluso entre cepas de una
misma especie (Burgess et al. 1993, Dell et al. 1994). Es evidente que la cantidad y
diferenciacion del micelio extrarradical contribuyen a esta variabilidad y constituyen factores
que influyen en el desarrollo y rendimiento de la especie arbérea (Thomson et al. 1994,
Agerer 2001). Por este motivo, es importante tener en cuenta esta informacién durante los
programas de domesticacion de especies forestales en las que se desee implementar la

aplicacion de EcM.

Xk

z

Figura 4.1.- Esquema de los diferentes Tipos exploratorios de ectomicorrizas. Los circulos representan
cortes transversales de apices radicales colonizados por EcM de algunos de los siguientes tipos
exploratorios: T1) Exploracién de contacto; T2) Exploraciéon de corta distancia; T3) Exploracion de
media distancia; T4) Exploracién de larga distancia; T5) Exploracién tipo “Pick a back” (modificado de

Agerer 2001).
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CARACTERIZACION E IDENTIFICACION DE ECTOMICORRIZAS

La caracterizacién e identificacion de los hongos formadores de EcM es uno de los
pasos mds importantes para poder describir la diversidad y comprender el funcionamiento
de esta simbiosis en ecosistemas naturales (Brand 1992, Smith & Read 2008).
Tradicionalmente, la identificaciéon de EcM se realizaba en base a las caracteristicas macro y
micromorfoldgicas de los ectomorfotipos y de los hongos que los forman, encontrandose
entre ellas el tipo y forma de ramificacion del ectomorfotipo, la presencia de fibulas y/o de
anastomosis entre las hifas y la presencia y la forma de cistidios en el manto, grosor de las
hifas, de sus paredes y tabiques (Agerer 1998-2006). Entre las caracteristicas mas
importantes a tener en cuenta para tal fin se hallan la morfoanatomia del manto y del micelio
extrarradical, que suelen ser similares a nivel del género fingico que forme el ectomorfotipo
(Smith & Read 2008). Existen dos tipos de mantos principales descriptos por Agerer (1998-
2006): plectenquimatoso o pseudoparenquimatoso. Los primeros corresponden a aquellos en
los que las hifas que lo conforman pueden diferenciarse individualmente, mientras que en los
pseudoparenquimatosos esto no es posible debido a que las hifas han incrementado su
didmetro considerablemente o bien desarrollaron células de forma regular o irregular dando
lugar a un patrén similar al de un parénquima. La importancia de considerar la presencia, el
tipo y la forma del micelio extrarradical para la clasificacién de las EcM radica en que estas
estructuras son facilmente visibles al microscopio estereoscépico y en que estan relacionadas
con la estrategia de exploracion del sustrato (Agerer 2001), tal como se describio
anteriormente. Sin embargo, la aproximacién taxonémica basada en caracteres
morfoanatémicos presenta algunas dificultades (Iotti & Zambonelli 2006). Una de ellas es que
en ocasiones las diferencias entre dos ectomorfotipos correspondientes a la misma especie
pueden ser tan marcadas como las observadas entre ectomorfotipos formados por especies
fingicas distintas (De la Bastide et al 1995). Ademads, el estudio tradicional de
ectomorfotipos basado en su morfoanatomia es una labor que requiere gran cantidad de
tiempo y resulta poco eficiente cuando se pretende examinar gran nimero de muestras,
impidiendo poder realizar estudios de comunidades a gran escala (Horton & Bruns 2001,
Gomes et al. 2002, Martin 2007, Tedersoo et al. 2010).

Si bien la identificacibn de hongos ectomicorricicos también se realiza
frecuentemente en base a los cuerpos fructiferos asociados a la especie en estudio (ej. Nouhra
et al. 2011), el desarrollo de estas estructuras esta fuertemente influenciado por distintos
factores ambientales, y ha sido demostrado que no existe una relaciéon directa entre el
numero o las especies de hongos que forman cuerpos fructiferos y la riqueza o diversidad de

EcM en las raices. De hecho, algunos autores han observado que la mayor parte de las
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especies fungicas que fructifican abundantemente no se encuentran entre las mas frecuentes
en el sistema radical de la especie en estudio, y a su vez las especies formadoras de
ectomorfotipos mas abundantes no estan bien representadas por los cuerpos fructiferos que
se hallan en el suelo (hipdgeos) o sobre la superficie (epigeos) (Horton & Bruns 2001, Gomes
etal. 2002, Tedersoo et al. 2010).

Se han desarrollado distintos métodos de biologia molecular que permiten identificar
de forma fiable y rapida los hongos ectomicorricicos, y esto ha revolucionado el estudio de la
diversidad y ecologia de EcM. En términos generales, la caracterizacién molecular de apices
colonizados por EcM se basa en amplificar el ADN flngico y obtener la secuencia nucleotidica
del hongo que lo forma. También es frecuente utilizar técnicas de polimorfismo de los
fragmentos de restriccidn (RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphisms) que permitan
analizar la similitud entre los hongos que forman los ectomorfotipos y asi reducir el nimero
de secuencias necesarias para describir la comunidad ectomicorricica en estudio (Horton &
Bruns 2001, Gomes et al. 2002, Martin 2007, Tedersoo et al. 2010, Mestre 2012). El
fragmento utilizado mas frecuentemente en estos estudios es el ITS (Internal Transcribed
Spacer o espaciador interno transcrito, en espafiol), regidn intergénica que se encuentra entre
los genes ribosomales de la subunidad menor (SSU) y mayor (LSU) y que contiene dos
regiones no-codificadoras separadas por el gen 5.8S (Figura 4.2). Esta region resulta
adecuada para el estudio taxonémico de EcM porque suele ser variable entre distintas
especies flngicas, pero en general se encuentra muy conservada intraespecificamente
(Gardes & Bruns 1993, Horton & Bruns 2001, Gomes et al. 2002). En los hongos, este
fragmento suele poseer entre 650 y 900 pares de bases (pb) y es amplificado con los primers
universales ITS1 e ITS4 (White et al. 1990), o con los primers ITS1F (especifico para hongos)
e ITS4B (especifico para basidiomicetes). Dado que con el par de primers ITS1-1TS4 es posible
amplificar también del ADN de la planta y que el primer ITS4B restringe en gran medida la
amplificacién de hongos ascomicéticos que podrian ser ectomicorricicos, suele ser
conveniente utilizar el par ITS1F-ITS4 (Gardes & Bruns 1993).

Segun diferentes autores, la forma mas conveniente de analizar las comunidades de
hongos formadores de EcM en ambientes naturales es utilizar una combinacién de técnicas
que consista en realizar clasificacion morfoanatémica de los ectomorfotipos (basada por
ejemplo en caracteristicas macromorfolégicas y tipos exploratorio -Agerer 2001-) y
finalmente secuenciar ejemplares de cada uno de los grupos conformados. De esta forma es
posible analizar un gran volumen de muestras en menor tiempo y con un elevado grado de

fiabilidad (Horton & Bruns 2001, Gomes et al. 2002, Martin 2007, Tedersoo et al. 2010).
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Figura 4.2.- Diagrama de la regién ITS y ubicacidn de los primers generalmente utilizados para estudiar

la diversidad de EcM.

OBJETIVO

Describir el comportamiento micorricico de N. nervosa e identificar los hongos
ectomicorricicos asociados a individuos nativos y a ejemplares cultivados en vivero y

llevados a campo bajo dos escenarios diferentes: bosque nativo y plantacion de pinos.

MATERIALES Y METODOS

MUESTREOS

Se estudiaron las EcM asociadas a N. nervosa en dos estaciones del afio. Los muestreos
se realizaron en otofio y primavera de 2008 en un bosque nativo mixto de N. nervosa, N.
obliqua y N. dombeyi de la region de Yuco y en una plantacién de Pinus ubicada en Meliquina
(Capitulo 1). En cada muestreo se tomaron muestras de los sistemas radicales y el suelo
asociado de 5 arboles de N. nervosa pertenecientes a cada una de las siguientes categorias de
edad: plantulas nativas (Pln - ejemplares de no mas de 50 cm de alto de aproximadamente 2-
5 anos de edad), jévenes nativos (Jvn - de altura equivalente a los comprendidos en los
ensayos de procedencias y de aproximadamente 10-15 afios), adultos nativos (Adn -
individuos que presentan las caracteristicas de arboles maduros tales como corteza estriada
y altura superior a 10 m) y jovenes provenientes de procesos de domesticacion e implantados
bajo bosque nativo (JvDom-n - 11 afios de edad) y en la plantaciéon de coniferas exéticas
(JvDom-e - 10 afios de edad) (25 individuos en total). Los ejemplares muestreados se

encontraban a una distancia superior a 25 m. A lo largo de este trabajo de Tesis se utilizara
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esta clasificacion por categorias de edad y la nomenclatura correspondiente (Pln, Jvn, Adn,
JvDom-n, JvDom-e) para referirse a las mismas.

Para tomar las muestras se retir6 la capa superficial de hojarasca y se extrajeron con
una sacabocado los primeros 30 cm de suelo. Se muestrearon 3 sacabocados por individuo
equidistantes entre si y a una distancia del tronco no mayor de 50 cm en los adultos y de 30
cm en los jovenes (submuestras). En el caso de las plantulas, los sistemas radicales fueron
extraidos en forma completa (Figura 4.3). Las submuestras fueron colocadas en bolsas de
plastico individuales, transportadas al laboratorio y conservadas a 4 °C hasta su
procesamiento. En caso de ser necesaria mayor cantidad de material para analisis

moleculares se realizaron a posteriori muestreos complementarios en las mismas estaciones.

Figura 4.3.- Muestreo de raices de Nothofagus nervosa. a) Sacabocado utilizado para tomar las

submuestras correspondientes a individuos jovenes y adultos; b) Extracciéon completa de la plantula.

DESCRIPCION DE LAS COMUNIDADES DE ECTOMICORRIZAS
Cuantificacion, clasificacion y caracterizacion de ectomorfotipos

Para la cuantificacién y andlisis de EcM en N. nervosa se utilizaron las raices frescas
contenidas en cada una de las submuestras, que fueron analizadas por separado. Para
obtener las raices se tamiz6 cada submuestra con una malla de 5 mm para separarlas del
suelo circundante y se lavaron las mismas con abundante agua corriente.

Para detectar la presencia de ectomorfotipos en los apices se observaron

cuidadosamente las raices, primero a ojo desnudo y luego bajo microscopio estereoscdpico
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(Olympus SZ30). En caso de observarse EcM la metodologia utilizada fue la misma que la

descripta en el Capitulo 3, y se resume a continuacioén:

a) Bajo microscopio estereoscopico se reconocieron los distintos ectomorfotipos presentes

en las raices de N. nervosa y se caracterizaron morfolégicamente segun el tipo de
ramificacion, aspecto y color del manto, presencia de hifas emanantes y rizomorfos y color
de las mismas (Agerer 1998-2006). En base a estas caracteristicas se formaron grupos de
afinidad morfolégica. Se realiz6 una descripcion de cada grupo de afinidad morfoldgica, se
fotografiaron los ectomorfotipos tal como sugiere (Agerer 1998-2006) y se conservaron
representantes de los grupos registrados en los distintos individuos para cada categoria
de edad en tubos plasticos de 1,5 mL a -20 °C para posteriores analisis morfologicos y/o

moleculares.

b) Se determiné el Tipo exploratorio al que pertenecia cada uno de los grupos de afinidad

morfologica definidos anteriormente en base a la presencia, el tipo y abundancia del
micelio extrarradical, tal como sugiere Agerer (2001).

Para cuantificar el porcentaje de colonizacién total (nimero de puntas colonizadas por
hongo ectomicorricicos respecto del total de puntas cuantificadas) se utilizé el método de
grilla descripto por Grand & Harvey (1982). Brevemente, este consistiéo en colocar las
fracciones de las raices de forma aleatoria sobre una placa de Petri y una grilla
cuadriculada de 1 x 1 cm en la base. En el lugar donde cada porcién de la raiz se
superponia con una de las lineas verticales de la grilla, se cuantific6 el niumero de puntas
colonizadas por el hongo. Luego, la placa se giraba 90° y volvian a cuantificase el nimero
de puntas con EcM que intersectaban las lineas verticales (Brundrett et al. 1996). El
porcentaje de colonizacion fue calculado a partir del numero de puntas con EcM respecto
del niimero total de puntas cuantificadas. Se cuantificaron al menos 250 intersecciones en
cada submuestra. En las plantulas y en aquellos individuos para los cuales se obtuvo una
menor cantidad de raices se cuantificaron las puntas colonizadas por hongos

ectomicorricicos en la totalidad de la muestra.

d) Luego de girar la placa de Petri se realizé una cuantificacién especifica para cada grupo de

afinidad morfoldgica, que consistié en registrar el nimero de puntas correspondientes a
cada grupo de ectomorfotipos. Esta informacion fue utilizada para calcular la abundancia
relativa de cada grupo de ectomorfotipos. Se incluyd en la categoria “Otros” aquellos
apices ectomicorricicos que aparecieron poco frecuentemente o no pudieron ser incluidos

en los grupos morfologicos previamente conformados.

e) Para los ectomorfotipos mas abundantes o ampliamente distribuidos, se complementé la

descripcién macromorfolégica con una caracterizaciéon micromorfolégica. Se consideraron
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como abundantes los grupos que presentaron una frecuencia relativa igual o superior al 5
% en alguna de las dos estaciones (otofio o primavera), y como ampliamente distribuidos
aquellos que estuvieron presentes en mas del 50 % de los ejemplares. Para el analisis
microscopico, se utilizaron ectomorfotipos frescos. Se hicieron preparados permanentes
colocando los ectomorfotipos enteros y cortes de los mismos realizados a mano alzada
sobre un portaobjetos en una soluciéon de Poli-vinil alchool (PVA). Una vez colocado el
cubreobjetos se aplastaron ligeramente los ectomorfotipos y las fracciones de los mismos
y se observaron al microscopio 6ptico con aumento de 400 y 1000x. Se registré y
fotografié el tipo de manto y el color de las hifas que lo formaban, la presencia, color y
morfologia de hifas emanantes y rizomorfos, y la presencia de cistidios y fibulas (Agerer
1998-2006). Para caracterizar microscépicamente los grupos de afinidad morfoldgica se

procuré utilizar ectomorfotipos correspondientes a diferentes categorias de edad.

Identificacion molecular de ectomicorrizas

Se planted obtener al menos 2 secuencias para cada grupo de ectomorfotipos de
afinidad morfolégica. Para identificar los hongos formadores de EcM se probaron diferentes
protocolos de extraccion, amplificacién y purificacion. La metodologia que se utiliz6 se

resume a continuacién y corresponde a la detallada en el Capitulo 3:

a) Extraccién de ADN gendmico: Se utilizaron apices frescos y conservados en tubos plasticos
de 1,5 mL a -20 °C y la técnica descripta por Bent & Taylor (2010) modificada. Esta
consistid en afiadir 38 pL de buffer TE (Anexo II) y 12 pL de una solucién de Proteinasa K
de 3,24 mg/mL TE (50 pL finales) a los tubos conteniendo 1-5 ectomorfotipos (se utilizé
mas de un apice cuando el ectomorfotipo era ramificado y existia certeza de que
estuvieran formados por el mismo hongo). Luego se agitaron las muentras en vortex a
maxima velocidad por 2 min e incubar en bafio termostatico por 3 hs a 55 °C y luego por 1
h a 75 °C. Se purificé el ADN extraido con cloroformo-isoamilico en proporcién 24:1 y
luego con etanol 70 %. Se resuspendid el pellet en 20 pL de agua MiliQ estéril.

b) Amplificacién y secuenciacién: Se amplificé la region ITS utilizando los primers ITS1F e
ITS4 (Sigma). La reacciéon de PCR (Multigene, Labnet) fue realizada en 50 plL segun las
siguientes concentraciones: 6 mM MgCl;, 0,32 mM dNTPs, 0,2 uM de cada primer, 0,06
mg/ml albiimina de suero bovino (BSA), 1U Taq polimerasa (Invitrogen), 1X buffer de
reacciéon y 5 uL. de ADN de dilucién: 1:50, 1:100 o 1:200 v/v (ADN stock/agua estéril),
dependiendo de la muestra. Las condiciones de PCR fueron: un ciclo de desnaturalizacién
de 94 °C por 4 min, 35 ciclos de 30 sa 94 °C,45sa55°Cy 70 s a 72 °C, y una extension

final de 10 min a 72 °C. Los fragmentos amplificados fueron separados por electroforesis
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en geles de agarosa 1,4 % (p/v), teflidos con GelRed (Biotium) y observados en
transiluminador con luz UV (DNR Minibis Pro). Los productos de PCR que presentaran una
Unica banda fueron purificados (kit purificacién Bioneer) y enviados a secuenciar con el
primer ITS1F por la Unidad de Gendmica del INTA Castelar (Secuenciador ABI 3700) y la
empresa MACROGEN, Setl, Corea.

c) Andlisis filogenéticos: Se utiliz6 el programa MEGA4 (http://www.megasoftware.net) para

corregir, alinear y realizar analisis filogenéticos de las secuencias nucleotidicas obtenidas.
Para identificar el taxén al que correspondian las secuencias, éstas fueron comparadas con
las disponibles en la base de datos publicos GenBank del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST /Blast.cgi). Los arboles filogénicos se realizaron en

base al algoritmo Neighbor Joining y al modelo Kimura de 2 parametros.

A diferencia de la metodologia descripta en el Capitulo 3, para obtener las secuencias
de hongos ectomicorricicos en este Capitulo también se utiliz6 la técnica desarrollada por la
Dra. Felicia Gherguel en el Department of Systematic Botany & Mycology, de la Universidad
de Marburg en Alemania (no publicada), donde se llevo a cabo esta experiencia. Esta consistio
en amplificar el ADN del hongo simbionte con un kit denominado Phire Plant Direct PCR Kit
(BioLabs). Este esta disefiado para llevar a cabo la reaccién de PCR directamente a partir del
material vegetal, sin necesidad de realizar una extracciéon de ADN previa. Para ello se utiliz6
una pequena fraccion del ectomorfotipo (~ 1 mm2) o una dilucién del mismo, segin
correspondiera. En este ultimo caso se colocaba la fraccién del ectomorfotipo en un tubo
plastico de 1,5 mL, se agregaba una bolilla de metal de 5 mm, se agitaba el mismo en vortex a
velocidad maxima durante 1 min y luego se agregaba al tubo 25 pL del buffer contenido en el
Kit. En caso de ser necesario se realizaron posteriores diluciones a partir de la anteriormente
mencionada (1:20, 1:50, 1:100, 1:200).

En primer lugar, se amplificéd la regiéon ITS utilizando los primers ITS1F e ITS4
(Sigma). A partir del producto de PCR obtenido se realizé una dilucién 1:100 y se corri6é una
segunda PCR con los primers ITS1F e ITS2 (Sigma) (PCR anidadas o nested PCR). Las
reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un volumen final de 50 pl segutn las siguientes
concentraciones: 0,5 uM de cada primer, 1 X Phire® Plant PCR Buffer (el cual contenia el
MgCl; y los dNTPs), 1U de la Phire Hot Start DNA Polymerase y la fraccién de ectomorfotipo
de ~ 1 mmz2 o 5 pL de la dilucién realizada a partir del mismo, dependiendo de la muestra. Las
condiciones de PCR fueron: un ciclo de 98 °C por 5 min, 40 ciclos de 5sa98°C,45sa50°Cy
20 s a 72 °C, y una extension final de 1 min a 72 °C. Los visualizados en geles de agarosa 1.4 %
(p/v). Los productos de PCR que presentaran una nica banda fueron purificados y enviados

a secuenciar con el primer ITS1F.
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Andlisis de comunidades
Para llevar a cabo estos andlisis se asumié que cada grupo de ectomorfotipos de

afinidad morfolégica correspondia a una especie diferente.

Riqueza
Se defini6 la riqueza de EcM como el nimero de grupos de ectomorfotipos presentes

en los ejemplares analizados de N. nervosa y se analizé la misma a distintos niveles:

a) Entre ambientes: Se observaron las diferencias en el nimero de EcM presentes en las raices
de los ejemplares de N. nervosa en el bosque nativo y en la plantacion de pinos.

b) Entre categorias de edad teniendo en cuenta la riqueza promedio de cada una de ellas: Se
registré el nimero de grupos de ectomorfotipos de afinidad morfolégica hallados para
cada ejemplar de N. nervosa y se compararon estos valores entre las distintas categorias
de edad (Pln, Jvn, Adn y JvDom-n) para cada una de las estaciones. Esta comparacion fue
realizada sdlo entre los individuos de Rauli analizados en el bosque nativo.

c) Entre categorias de edad segun la riqueza total de cada una de ellas: Se comparé el nimero
total de grupos de ectomorfotipos de afinidad morfolédgica registrados para cada categoria
de edad (es decir la suma de los distintos grupos observados en los 5 individuos de cada
una de ellas) para cada estacidn.

d) Entre estaciones: Para cada ambiente se compardé el nimero de grupos de ectomorfotipos

registrados en otofio y primavera.

Abundancia relativa

La abundancia relativa de cada grupo de ectomorfotipos de afinidad morfolégica se
calculé segun se describe en el Capitulo 3 y se resume a continuacién: se registr6 el nimero
de apices radicales correspondientes a cada ectomorfotipo, se dividié esta cantidad por el
total de apices colonizados y se expresé el valor en porcentaje. En este Capitulo se utilizé este
valor para definir qué grupos de ectomorfotipos fueron los mas abundantes en cada ambiente
y estacion. De igual forma, se calculé la abundancia relativa de los Tipos exploratorios
hallados dividiendo la cantidad de apices ectomicorricicos correspondientes a cada Tipo
exploratorio respecto del total de puntas colonizadas y expresando el valor en porcentaje. El
calculo de la abundancia relativa se realiz6 en cada estacién por separado (otofio y
primavera), por lo que los valores correspondientes a los distintos grupos de ectomorfotipos

de afinidad morfolégica y a los diferentes Tipos exploratorios sumaban 100 % en cada una.
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Diversidad
La diversidad de EcM en N. nervosa también se analizé a diferentes niveles:
a) Entre categorias de edad en el bosque: Pln, Jvn, Adn y JvDom-n, para cada estacion.
b) Entre las tres categorias de jévenes: Jvn, JvDom-n y JvDom-e, en cada estacion.
c) Entre estaciones: Se tomaron en cuenta todos los individuos de N. nervosa analizados en

cada estacion para los dos diferentes ambientes (bosque y plantacién de pinos).

Para calcular la diversidad en cada caso se utilizaron los indices de Shannon (H") y

Simpson (D)°. Las férmulas correspondientes a cada uno de ellos son las siguientes:

Donde S es el nimero de especies (riqueza) y pi la proporcién de

S
H'=- Z:lpi-logz-pi individuos de la especie i respecto del total de individuos (abundancia
- relativa).
S
i=21 ni.(ni-1) Donde n es el nimero de ejemplares por especie, S el nimero de
B N.(N-1) especies y N el total de organismos presentes.
Similitud

También se evalué la similitud de la composicién de EcM entre las distintas categorias
de edad analizadas en el bosque y para cada estacién. Para ello se utilizaron los indices de
similitud Jaccard clasico (J) y modificado (Jmed) (que varian entre 1 cuando las comunidades

son iguales y 0 cuando no comparten ninguna especie), siendo sus formulas de calculo:

A Donde A es el numero de especies compartidas, B el nimero de especies
J=
A+B+C en la Comunidad 1y C el nimero de especies en la Comunidad 2.
Donde U es la abundancia relativa de las especies compartidas en la
Jmod = UV Comunidad 1 y V la abundancia relativa de las especies compartidas en
(U+V-U.V)

la Comunidad 2.
Los indices de diversidad y similitud fueron calculados con el programa EstimateS 8.2,

de acceso libre y gratuito (http://viceroy.eeb.uconn.edu/EstimateS).

9 Se utilizaron dos indices dado que cada uno de ellos evalta diferentes cosas. El indice de Shannon es
una medida del grado de incertidumbre asociada a la seleccién aleatoria de un individuo en la
comunidad. Esto es, si una comunidad de S especies existe una claramente dominante y S-1 especies
raras), el grado de incertidumbre serd mas bajo que si las S especies fueran igualmente abundantes
(Shannon & Weaver 1949). El indice de Simpson representa la probabilidad de que 2 individuos
seleccionados al azar dentro de un habitat pertenezcan a la misma especie (Simpson 1949). El indice
de Shannon es mas sensible a la ocurrencia de especies raras que el de Simpson.
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MICORRIZAS ARBUSCULARES

Se examino la presencia de MA en las raices de todos los individuos de N. nervosa
analizados en cada una de las categorias de edad. Esta analisis se realiz6 en las mismas raices
que las utilizadas para el estudio de EcM y de la misma forma que la descripta en el Capitulo

3, que se resume a continuacion:

a) Las raices se limpiaron cuidadosamente bajo microscopio estereoscépico (Olympus SZ30)
y se fijaron en alcohol etilico 70 %.

b) Las tincion de las raices se llevé a cabo siguiendo las etapas de clarificacion, decoloracion,
acidificacion, tincién y conservacion (Phillips & Hayman (1970).

c) El porcentaje de raiz colonizada fue estimado en todos los individuos segun el método de
interseccion de McGonigle et al. (1990) modificado. Se realizaron 4 preparados por
muestra y en cada uno fueron observados con un aumento de 200X no menos de 100
campos. Se cuantifico el nimero de campos en los que se observan estructuras

micorricicas colonizando la raiz respecto del total.

ANALISIS ESTADISTICOS

Para analizar los porcentajes de colonizacién ectomicorricica y la riqueza y diversidad
de EcM en el bosque se utilizaron anadlisis factoriales de dos vias (ANOVA), donde se
consideraron los factores categoria de edad (4 niveles: Pln, Jvn, Adn Y JvDom-n) y estacion (2
niveles: otoflo y primavera). También se realiz6 un ANOVA de dos vias para evaluar la
diferencia entre los porcentajes de colonizacion y los valores de riqueza y diversidad
registrados en los ejemplares de N. nervosa implantados bajo pino respecto de los observados
en los jovenes nativos y provenientes de procesos de domesticaciéon e implantados en el
bosque (factor categoria de joven con 3 niveles: Jvn, JvDom-n Y JvDom-e; factor estacion con
dos niveles: otofio y primavera). En aquellos casos en los que las diferencias eran
significativas se utilizé una Prueba de Tukey como analisis a posteriori.

Se realizaron 2 pruebas de Chi-cuadrado para evaluar si existia dependencia entre
distintos pares de variables consideradas en el bosque nativo: a) entre el nimero de grupos
de ectomorfotipos de afinidad morfologica y las categorias de edad de las plantas de N.
nervosa (Pln, Jvn, Adn Yy JvDom-n), y b) entre el nimero de grupos de ectomorfotipos de
afinidad morfologica y las estaciones analizadas (otofio y primavera). Para analizar la
relacion entre estas variables se llevd a cabo un Analisis Factorial de Correspondencias
Multiples (AFCM). En este ultimo se consideraron la totalidad de los individuos analizados y

las siguientes variables cualitativas activas: categoria de edad (4 modalidades: Pln, Jvn, Adn y
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JvDom-n), estacion del afio (2 modalidades: otofio y primavera) y ocurrencia de los distintos

grupos de ectomorfotipos de afinidad morfoldgica (2 modalidades: presencia y ausencia).

RESULTADOS

ECTOMICORRIZAS ASOCIADAS A NOTHOFAGUS NERVOSA EN EL BOSQUE NATIVO Y EN LA PLANTACION DE
PINOS
Porcentajes de colonizacion total y grupos de ectomorfotipos conformados

Se analizaron un total de 50 individuos de N. nervosa, 25 en cada estacion. Se
registraron EcM en todos ellos, siendo en muchas ocasiones visibles a simple vista. El nimero
de apices radicales promedio cuantificado por individuo fue de ~200 en las plantulas (PIn),
~800 en los ejemplares jovenes (Jvn y JvDom-n) y adultos (Adn) del bosque y ~400 en los
jovenes implantados bajo pino (JvDom-e).

En el bosque, los valores de colonizacion total registrados fueron elevados, superando
el 90 % en todos los individuos (Figura 4.4a). En base al ANOVA de dos vias realizado se
determiné que los ejemplares adultos presentaron un porcentaje de colonizacion
significativamente superior al de las plantulas (p < 0,001), al de los jévenes nativos (p <
0,001) y al de los jévenes provenientes de procesos de domesticacién (p = 0,003). Los
porcentajes correspondientes a cada categoria de jovenes fueron significativamente
superiores al de las plantulas (pjn = 0,005, pypomn < 0,001), pero semejantes entre si. Los
valores registrados en otofio fueron significativamente superiores a los obtenidos en
primavera (p < 0,001).

Los porcentajes de colonizacién ectomicorricica registrados en los jovenes instalados
bajo la plantaciéon de pinos (JvDom-e) fueron mayores en otofio (p < 0,001). Al comparar
estos valores con los obtenidos para los jovenes analizados en el bosque nativo (Jvn y JvDom-
n), se determind que estos ultimos eran superiores tanto en otofio (pyn < 0,001, pyvpomn <
0,001) como en primavera (pjwn < 0,001, pjvpom-n < 0,001) (Figura 4.4b).

En las raices de los ejemplares de N. nervosa estudiados se observaron diferentes
grupos de ectomorfotipos. En la Tabla 4.1 y Tabla 4.2 se muestran los distintos grupos
conformados en base a caracteristicas macromorfoldgicas en el bosque nativo y en la
plantacion de pinos, respectivamente. En el bosque se registraron 27 grupos de
ectomorfotipos de afinidad morfolégica: 14 de ellos correspondieron al Tipo exploratorio 1
(52 %), 7 al Tipo 2 (26 %) y 6 al Tipo 3 (22 %), siendo el tipo de exploracién por Contacto, a
Corta distancia y a Distancia moderada, respectivamente. En la plantacién de pinos se
hallaron 4 grupos de ectomorfotipos: 3 (75 %) del Tipo exploratorio 1y el restante del Tipo 2

(25 %). Los ectomorfotipos hallados en la plantaciéon de pinos fueron diferentes a los
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registrados en el bosque. Como se indica en las Tablas 4.1 y 4.2, algunos ectomorfotipos se
encontraron asociados a todas las categorias de edad en ambas estaciones, y otros se
observaron en escasos individuos y/o durante s6lo una estacién. Se analizaran estas
asociaciones en la proxima seccion (Andlisis de poblaciones de ectomicorrizas), luego de haber

presentado los resultados sobre los analisis moleculares realizados.
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Figura 4.4.- Porcentajes medios de colonizacién ectomicorricica de Nothofagus nervosa en otofio y
primavera. Se indican los valores registrados para las categorias de edad pertenecientes a: a) Bosque
nativo (PIn = Plantula; Jvn = Joven; Adn = Adulto; JvDom-n = J6venes provenientes de procesos de
domesticacién e implantados bajo bosque nativo) y b) Las 3 categorias de jovenes estudiadas (Jvn =
Joven nativo; Jévenes provenientes de procesos de domesticacién e implantados bajo bosque nativo =
JvDom-n =y bajo pino = JvDom-e) (las barras de error indican la desviacién estandar de las muestras

analizadas).
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Tabla 4.1.- Caracteristicas macromorfoldgicas, Tipo exploratorio y ocurrencia de los diferentes grupos de ectomorfotipos registrados en el bosque nativo en las distintas
categorias de edad y estaciones. MT = Nombre del ectomorfotipos; Tipo Exp = Tipo exploratorio (Tipo 1: Contacto, Tipo 2: Distancia corta, Tipo 3: Distancia moderada); N2
de Individuos = Numero de individuos de N. nervosa de los 5 analizados en cada categoria de edad y estacion en los que se registro la ocurrencia de cada ectomorfotipo;

Pln = Plantula nativa; Jvn = Joven nativo; Adn = Adulto nativo; JvDom-n = Joven cultivado e implantado bajo bosque nativo; O = Otofio; P = Primavera.

Ne DE INDIVIDUOS
GRUPO ; MANTO HIFAS EMANANTES RIZOMORFOS TiPo
MT RAMIFICACION Exp Pln Jvn Adn JvDom-n
Textura Color Frecuencia Color Frecuencia Color (0] P (0] (0] (0) P
I 1 Rojo cl
EcM1-n r.regu ar Lanudo ) oo claroa Abundantes Rojo No se observaron Tipo2 0 0 2 2 3 1
pinnada intenso
Irregular - . ~ .
EcM2-n pinnada Lanudo Castafio Abundantes Castafas Moderada Castafas Tipo3 0 0 3 4 5 2
I 1
EcM3-n pl;;ef;dzr Lanudo Naranja Abundantes Naranja Moderada Naranja Tipo3 0 1 1 1 2 0
Irregular , . .
EcM4-n pinnada Algodonoso Marrén claro Abundantes Miel No se observaron Tipo2 0 0 0 1 1 0
. Negro, brillo Escasas a .
EcM5-n Simple Granulado Negras No se observaron Tipo2 2 4 4 4 5 3
carbonoso abundantes
Liso a
M dial N , brill P t
EcM6-n .onopo 14 ligeramente egro- o resentes o Castafias No se observaron Tipo2 3 1 3 4 4 5
pinnada metalizado ausentes
granulado
Monopodial Abundantes, Castafias
EcM7-n ) p Fibroso Castafio dirigidas hacia No se observaron Tipo2 1 2 3 4 5 4
pinnada claras
el extremo
Monopodial Negro
EcM8-n piramidal a Liso a rugoso g Escasas Caramelo No se observaron Tipol 1 0 2 0 2 2
) amarronado
Coraloide
Monopodial Negro . )
EcM9-n ) Lanudo Abundantes Castafias No se observaron Tipo2 0 2 0 1 2 3
pinnada amarronado
I 1 Li t
EcM10-n r.regu ar \geramente Miel / Blanco Escasas Blancas Abundantes Blancos Tipo3 1 4 3 4 4 4
pinnada algodonoso
I 1 Li t Amarill Amarill
EcM11-n ouar IBEramente -\ marillo Escasas martias Abundantes martras Tipp3 0 1 1 1 10
pinnada algodonoso claras doradas
Simples a . .
. Liso, semi- .
EcM12-n monopodial L Blanco No se observaron No se observaron Tipol 3 0 1 1 0 1
pinnada traslicido
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Monopodial Blanco a
EcM13-n pinnada o Liso amarrillo No se observaron No se observaron Tipo 1 0 0
piramidal claro
Simples a Miel a
EcM14-n monopodial Liso . No se observaron No se observaron Tipo 1 1 0
. amarillo claro
pinnada
EcM15-n Monopodlal Liso Carar’ne-lo, No se observaron No se observaron Tipo 1 3 5
pinnada traslucido
Monopodial Marrén
EcM16-n innaga Liso oscuro a No se observaron No se observaron Tipo 1 5 5
P grisaceo
Marro
EcM17-n Coraloide Liso arron No se observaron No se observaron Tipo 1 3 2
0scuros
Simples a
monopodial . Miel claro a . .
EcM18-n ) Liso Escasas Miel claras No se observaron Tipo 1 4 5
pinnado acanalado
M dial
EcM19-n .onopo 1 Liso Miel No se observaron No se observaron Tipo 1 3 4
pinnado
I 1
EcM20-n pl;:lerlg;dzr Algodonoso Canela Abundantes Miel claras No se observaron Tipo 2 2 0
Simples a Violeta
EcM21-n monopodial Liso extremo distal  No se observaron No se observaron Tipo 1 1 1
pinnados blanco/crema
M dial Marroén
onopodia
EcM22-n ) g Liso oscuro brillo No presentan o son escasas No se observaron Tipo 1 2 1
innado
P acerado
M dial Marrén claro, N t Bl i
EcM23-n .onopo 1@ Liso z.arron caro O presentan ancas st No se observaron Tipo 1 2 5
pinnado brillo acerado o son escasas presentes
M dial
EcM24-n pizﬁzgg @ Liso Marrén rojizo  No presentan o son escasas No se observaron Tipo 1 1 2
Irregular Lanudo :
EcM25-n : Crema Escasas Crema Abundantes Crema Tipo 3 3 1
pinnada
Irregular Tiza y fondo )
EcM26-n , Lanudo Escasas Crema Abundantes Crema Tipo 3 4 0
pinnada oscuro
M dial Amarill
EcM27-n ,OHOPO 1a Liso marttio No se observaron No se observaron Tipo 1 2 3
pinnado verdoso
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Tabla 4.2.- Caracteristicas macromorfoldgicas, Tipo exploratorio y ocurrencia de los diferentes grupos de ectomorfotipos en los ejemplares de Nothofagus nervosa cultivados

en vivero e implantados bajo la plantacion de pinos. MT = Nombre del grupo de ectomorfotipos; Tipo Exp = Tipo exploratorio (Tipo 1: Contacto, Tipo 2: Distancia corta);

JvDom-e = Joven proveniente del vivero e implantado bajo pino; * = Numero de individuos de los 5 analizados en los que se registr6 cada ectomorfotipo; O = Otofio; P =

Primavera.
GRUPO ) MANTO HIFAS EMANANTES RIZOMORFOS JvDoMm-E*
RAMIFICACION - - TiPOExXp ———
MT Textura Color Frecuencia  Color Frecuencia  Color 0 P
. o . Marrén a )
EcM28-e Simples a monopodial pinnado  Liso ., No se observaron No se observaron Tipo 1 4 5
grisaceos

Liso (a veces

EcM29-e Simples . ( ) Negro No se observaron No se observaron Tipo 1 3 1
discontinuo)

EcM30-e Simples a Monopodial pinnado  Liso Miel claros No se observaron No se observaron Tipo 1 5 5
Lanud Miel

EcM31-e Irregular pinnado anudo / € , Abundantes  Crema No se observaron Tipo 2 5 5
algodonoso traslacido
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Identificacion molecular de los hongos formadores de ectomicorrizas

Se obtuvo al menos una secuencia para la mayor parte de los grupos de
ectomorfotipos conformados. De un total de 31 grupos (27 descriptos en el bosque y 4 en la
plantacion de pinos), se identificé el hongo formador de la EcM en 25 de ellos (81 %). La
mayoria de estos hongos presentaron un bajo porcentaje de homologia con las secuencias
disponibles en el GenBank (Tabla 4.3). Entre las muestras secuenciadas se encontraron
distintos hongos no relacionados con la simbiosis ectomicorricica, tales como saprobios de
suelo (ej. Trichoderma sp.), patogenos vegetales (ej. Neonectria sp.) y levaduras (ej. Candida
sp., Cryptococcus sp.).

Se identificaron 26 especies formadoras de EcM. El 81 % de las especies estan
incluidas en cinco Ordenes del Phylum Basidiomycota y el resto (19 %) en el Phylum
Ascomycota (Figura 4.5, Tabla 4.3). La mayor parte de las especies fungicas formadoras de
EcM en N. nervosa estuvieron comprendidas en el orden Agaricales (54 % del total de
especies). El resto de las mismas se incluyen en los 6rdenes Cantharellales (8 %), Russulales
(4 %), Sebacinales (8 %), Thelephorales (8 %) y Helotiales (8 %). Un grupo de especies
ascomicéticas (10 %) pertenecieron a hongos de afinidad incierta a los que no se ha podido
asignar un orden (Insertae sedis). Las especies fingicas formadoras de EcM en el bosque
nativo fueron diferentes a las de la plantacion de pinos (Figura 4.5, Tabla 4.3).

Tal como se observa en los arboles construidos para ilustrar la posicion filogenética
de los hongos formadores de EcM en N. nervosa (Figura 4.5), en aquellos casos en los que se
obtuvo mas de una secuencia por grupo de ectomorfotipos de afinidad morfolégica se
observaron dos situaciones: a) secuencias que alineaban en un 100 %, significando que
correspondian a la misma especie flngica, tales como: Cortinarius sp. 2, Hymenogastraceae 1
y Tomentella sp. 1, y b) para algunos grupos de ectomorfotipos las secuencias presentaban
diferencias entre si, existiendo la posibilidad de que pertenezcan a diferentes hongos, entre
ellas: Cortinarius sp. 1, Cortinarius sp. 3 y Tricholoma sp. 2. En el caso de las EcM formadas
por el hongo Cortinarius sp. 5, es posible que se hayan incluido dentro del mismo grupo
morfolégico ectomorfotipos similares, pero formados por diferentes hongos de gran afinidad
taxonomica (Cortinarius sp. 5a y Cortinarius sp. 5b). Es importante resaltar que no se hall6
una misma especie fingica para diferentes grupos de ectomorfotipos.

En los arboles filogenéticos también se observa que los hongos analizados
presentaron taxones filogenéticamente afines: otros hongos ectomicorricicos u hongos
pertenecientes a drdenes en los que se incluyen numerosas especies ectomicorricicas (ej.

Agaricales, Helotiales, Sebacinales) (Figura 4.5).
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Tabla 4.3.- Taxones fiingicos asociados a los grupos de ectomorfotipos conformados, pares de bases alineadas, porcentaje de homologia y nombre con el que se
denominard al grupo en base a estos resultados. MT = Nombre del grupo de ectomorfotipos; N2 Seq = Nuimero de secuencias obtenidas para cada grupo de
morfotipos; A = Phylum Ascomycota; B = Phylum Basidiomycota; % Id = Homologia con taxén mas afin filogenéticamente; 2 = El porcentaje de homologia en este
grupo vari6 segun la secuencia considerada; * = Secuencia de buena calidad pero corta; * = Secuencias que permitieron aproximar un taxén pero que no seran

utilizadas en los arboles filogenéticos debido a su calidad regular.

PHYLUM ORDEN MT SI:QQ TAXON FUNGICO ASOCIADO EN GENBANK % ID NOMBRE ASIGNADO
Basidiomycota Agaricales EcM1-n 1 Tricholoma saponaceum 90 % Tricholoma sp. 1
Tricholoma sejunctum 89 %
v ol s OS97% Grtnarsp.
EcM3-n" 2 Sl};lr;zrll;g;straceae SP- 32 ?;Z Hymenogastraceae 1
EcM4-n 1 le};lrir;irll;g;straceae SP- gg ij Hymenogastraceae 2
BeMi0n T s iscoviidis sgo  Cornariussp.2
Bttt ed BeM (Cortinarius) o607 s COTNarius p.3
EcM13-n™ 1 Descolea antarctica 83 % Descolea sp. 1
R e
EcM23-n ' f]crllctzcll‘ll:iz‘géaggﬁe(sl,accaria) g; ij Laccariasp. 1
BeM2sn ' oo beteatocumatiis o7of  Cortnariussp.4
sanzen  * prlond pesdtun oo rehomasy.?
Bz S ars baleatocumatil sgo  Corinariussp.Sa
P o
e oas  cortnariuss.5h
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Agaricales Hebeloma mesophaeum 99 %
EcM31-e Uncultured EcM fungus (Hebeloma) 99 % Hebeloma sp. 1
Cantharellales  EcM20-n Uncultured EcM (Clavulinaceae) 88% Clavulina sp. 1
Uncultured Clavulina 84%
Uncultured Basidiomycota 91 %
EcM22-n Uncultured EcM (Clavulinaceae) 88 0/2 Clavulina sp. 2
Russulales Uncultured Russulaceae 100 %
EcM14-n Russula atroviridis 95 % Russula sp. 1
Sebacinales Uncultured EcM fungus 96 % ,
EcM17-n Sebacina sp. 92 % Sebacina sp. 1
Uncultured Sebacina 100 % .
EcM30-e Uncultured mycorrhiza (Sebacinaceae) 98 % Sebacina sp. 2
Thelephorales Uncultured Tomentella 95 %
EcM6-n Uncultured Thelephoraceae 94 % Tomentella sp. 1
Uncultured basidiomycete 94
EcM12-n Pseudotomentella larsenii 93 (; Thelephoraceae 1
0
Uncultured EcM 100 %
Ascomycota Helotiales EcM7-n Uncultured Hyaloscyphaceae 99 % Hyaloscyphaceae 1
Uncultured EcM (Helotiales) 96 % .
EcM19-n Uncultured Helotiales 95 % Helotiales 1
. i 0,
Insertae sedis EcMS-n Uncultured EcM [Dc?thldeomycetes) 99 % Cenococcum sp. 1
Cenococcum geophilum 98 %
Uncultured Trichocladium 97 % o
EcM24-n Uncultured EcM fungus 97 % EcM ascomicética sp. 1
Uncultured EcM 97 % .
_a¥k
EcM28-e Uncultured EcM (Leotiomycetes) 95 % Leotiomycetes sp. 1
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a
60[ Tricholoma pessundatum SMI303
65 ' Tricholoma muricatum trh610

57 Uncultured EcM (Tricholoma)

EcM26-n Tricholoma sp. 2
00 ' EcM26-n Tricholoma sp. 2
EcM26-n Tricholoma sp. 2
99 - EcM26-n Tricholoma sp. 2

EcM1-n Tricholoma sp. 1

[ Tricholoma saponaceum BD39
99

Tricholoma sejunctum

EcM23-n Laccaria sp. 1
Laccaria glabripes PDD:95783
Uncultured EcM (Laccaria) RT30-1

Uncultured EcM (Clavulinaceae) SWUBC436

EcM20-n Clavulina sp. 1
100

s EcM22-n Clavulina sp. 2

56 58 Uncultured Clavulina 2007BDG2

64 Uncultured EcM (Clavulinaceae) 12-13

88 Uncultured Basidiomycota BH3589F

ﬁ[: Uncultured EcM (Inocybe) L234 |15

100 Inocybe tenebrosa EL8204

EcM18-n Inocybe sp. 1

Hebeloma mesophaeum SR-108
Uncultured EcM (Hebeloma) NEU4
EcM31-e Hebeloma sp. 1

83

Hebeloma theobrominum JV02-782
EcM4-n Hymenogastraceae 2
Hymenogastraceae sp. PBM3420

99 " Uncultured Alnicola BH2047F

|— Russula sp. PDD 89034

100 EcM14-n Russula sp. 1

55 — Russula atroviridis PDD:88997
Pseudotomentella larsenii
100 EcM12-n Thelephoraceae 1
69 Uncultured basidiomycete BF-OTU32
EcM6-n Tomentella sp. 1
= EcM6-n Tomentella sp. 1
EcM6-n Tomentella sp. 1
Uncultured Tomentella 2007BCF1

5 99 " Uncultured EcM fungus clone PC02-09

93

Uncultured Tomentella Ir59
Uncultured Thelephoraceae 4 62M5

58 Uncultured Sebacinales 6390
55

100

EcM17-n Sebacina sp. 1
Sebacina sp. F6
Uncultured EcM TW260

100 Uncultured Sebacina 9597

100 EcM30-n Sebacina sp. 2
100 i Uncultured mycorrhiza (Sebacinaceae) 4078

62" Uncultured Sebacina TUB019445

0.05

Ceratobasidium bicorne AF200514.1
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69 EcM19-n Helotiales 1 b
100 LUncuItured EcM (Helotiales) 70
88 Uncultured Helotiales LP100015

| EcM7-n Hyaloscyphaceae 1

100

100 L Uncultured Hyaloscyphaceae RELIS

Uncultured Helotiales clone 2

|' EcM5-n Cenococcum sp. 1

100

100 Uncultured EcM (Dothideomycetes) RT99-3

62 = Cenococcum geophilum cl2.19

EcM24-n EcM Ascomicética sp. 2
I Uncultured Trichocladium RELIS K6 C02

79! Uncultured EcM fungus M52

0.05

Dendryphion nanum AY387657.1

63 Cortinarius napivelatus PDD:98354
Cortinarius subcastanellus PDD:88961
Thaxterogaster sp. H6558

Cortinarius stephanopus TUB011875
EcM2-n Cortinarius sp. 5b

EcM2-n Cortinarius sp. 1

,— Cortinarius viscoviridis PDD:27257

Cortinarius cycneus PDD:88966

EcM10-n Cortinarius sp. 2
EcM10-n Cortinarius sp. 2

99 | EcM10-n Cortinarius sp. 2
EcM10-n Cortinarius sp. 2

— Cortinarius alienatus PDD:27180

b8 Dermocybe cramesina PDD:27173

59 L Cortinarius chrysma PDD:68469

{ EcM2-n Cortinarius sp. 1
8

8 EcM25-n Cortinarius sp. 4

Cortinarius carbonellus PDD:70502

50
78 l: EcM11-n Cortinarius sp. 3
53

EcM2-n Cortinarius sp. 5a

70 Cortinarius variosimilis VMS26
EcM11-n Cortinarius sp. 3
Uncultured EcM (Cortinarius) RBDEM 005

— Cortinarius balteatocumatilis TUB011440

i |
0.02

Alnicola macrospora AY900103.1

Figura 4.5.- Arboles filogenéticos construidos en base al algoritmo Neighbor Joining y al modelo Kimura

de 2 pardmetros para estimar las distancias evolutivas entre las secuencias de la regién ITS. Los nimeros

sobre las ramas corresponden a la frecuencia con la que esa rama se ubic6 de tal forma en 1000

repeticiones (bootstrap), los valores inferiores al 50 % no se muestran. Secuencias correspondientes a

las especies Ceratobasidium bicorne, Dendryphion nanum y Alnicola macrospora fueron utilizadas como

raices (outgroup) de los siguientes arboles: a) Phylum Basidiomycota; b) Phylum Ascomycota; y c)

género Cortinarius, respectivamente.
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ANALISIS DE POBLACIONES DE ECTOMICORRIZAS
Riqueza

Del total de puntas de N. nervosa cuantificadas en el bosque, se clasificaron en los
grupos de ectomorfotipos de afinidad descriptos anteriormente 13788 d&pices
ectomicorricicos, perteneciendo 4614 de ellos a los jovenes provenientes de los procesos de
domesticacion e implantados en este ambiente. El ndmero de puntas clasificadas en los
individuos implantados bajo pino fue 1113. En los andlisis de riqueza realizados a distintos

niveles se observé que:

a) Entre ambientes: En el bosque se hallaron 27 grupos de ectomorfotipos diferentes (87 %
del total de grupos observados), 24 de ellos estuvieron asociados a Jévenes nativos y 26 a
Jévenes provenientes de procesos de domesticacion e implantados en bosque. Para los
joévenes implantados bajo pino se conformaron sélo 4 grupos (13 % del total). Por lo tanto,
asumiendo que cada grupo de ectomorfotipos corresponde a por lo menos una especie
fingica, la riqueza de EcM asociada a los ejemplares jovenes del boque nativo es superior a
la registrada en los jévenes ubicados en la plantacién. No se observaron especies fingicas
en comun entre estos dos ambientes.

b) Entre categorias de edad teniendo en cuenta la riqueza promedio de cada una de ellas
(Bosque): Los jovenes nativos (Jvn), los adultos (Adn) y los jévenes provenientes de los
procesos de domesticaciéon (JvDom-n) presentaron en promedio 10, 9 y 13 grupos de
ectomorfotipos en sus raices, respectivamente. La riqueza ectomicorricica en estas
categorias de edad fue significativamente mayor que la de las plantulas (Pln), en las que se
hallaron en promedio 6 grupos de ectomorfotipos por individuo (pjvn = 0,008, padn =
0,034, pjvpom-n < 0,001) (Tabla 4.1). La riqueza de EcM asociada a los jovenes provenientes
de los procesos de domesticacion resulto significativamente mas elevada que la observada
en jovenes nativos (p = 0,041) y adultos (p = 0,008). Para ninguna de las categorias de
edad se registr6 un cambio significativo en la riqueza de EcM entre otofio y primavera.

c¢) Entre categorias de edad segtin la riqueza total de cada una de ellas (Bosque): En este caso
se repiti6 la tendencia descripta en el inciso anterior (Tabla 4.4), presentando los jovenes
provenientes de los procesos de domesticacion el mayor nuimero de grupos de
ectomorfotipos asociados, los jovenes nativos y adultos valores intermedios y las plantulas
los valores mdas bajos, tanto en otofio como en primavera. La riqueza de grupos de
ectomorfotipos de cada categoria de edad tendié a ser mayor en otofio, a excepcion de las

plantulas, en las que la mayor riqueza se registré en primavera (Tabla 4.4).
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Tabla 4.4.- Numero de grupos de ectomorfotipos observados en cada categoria de edad analizada en el
bosque para cada estacién estudiada. Pln = Plantula; Jvn = Joven; Adn = Adulto; JvDom-n = Joven

cultivado e implantado bajo bosque nativo.

PLN ]VN ADN ]VDOM-N
Otoiio 10 21 21 25
Primavera 15 17 18 20

d) Entre estaciones: En el bosque, se registraron 27 grupos de ectomorfotipos de afinidad
morfoldgica en otofio y 23 en primavera. Es decir que en la primera estacidn se hallaron 4
ectomorfotipos que no fueron observados en primavera. Estos correspondieron a aquellos
formados por los hongos Hymenogastraceae 2 (EcM4-n), Descolea sp. 1 (EcM13-n),
Clavulina sp. 1 (EcM20-n) y Tricholoma sp. 2 (EcM26-n). Estos resultados indican que la
riqueza de EcM fue mayor en esta estacion (Tabla 4.1). La riqueza de EcM en los
ejemplares de N. nervosa implantados bajo pino no varié entre las estaciones, ya que se

detectaron los mismos grupos de ectomorfotipos en cada estacion.

Abundancia relativa

Al calcularse la abundancia relativa de los grupos de ectomorfotipos registrados en el
bosque, se observd que existian marcadas diferencias entre los mismos (Figura 4.6a).
Teniendo en cuenta que en este trabajo se definieron como abundantes aquellos grupos que
igualaban o superaban el 5 % del total de puntas analizadas en alguna de las estaciones de
muestreo, de los 27 grupos conformados, 6 fueron considerados abundantes en otofio y 6 en
primavera, siendo 3 de ellos comunes a ambas estaciones. En el bosque nativo se hallaron un
total de 9 grupos de ectomorfotipos abundantes, mientras que el resto de las EcM
pertenecieron a grupos minoritarios (Figura 4.6a). El grupo de ectomorfotipos de afinidad
morfologica formados por el hongo EcM16-n fue el mas abundante en ambas estaciones,
principalmente en primavera, pero a pesar de multiples esfuerzos no fue posible identificar
molecularmente el hongo simbionte. Las otras especies ectomicorricicas abundantes
comunes a ambas estaciones fueron Cenococcum sp. 1 (EcM4-n) y Cortinarius sp. 2 (EcM10-
n). Las EcM mas abundantes en otofio fueron las identificadas como Cortinarius sp. 1 (EcM2-
n), Inocybe sp. 1 (EcM18-n) y Tricholoma sp. 1 (EcM1-n), mientras que en primavera fueron
Clavulina sp. 2 (EcM22-n), Laccaria sp. 1 (EcM23-n) y Tomentella sp. 2 (EcM5-n). En los
individuos jévenes de N. nervosa implantados bajo pino (JvDom-e), 3 de los 4 ectomorfotipos
descriptos resultaron abundantes (Figura 4.6b), y la abundancia relativa de cada grupo fue
diferente para cada estacion. En otofio, los valores correspondientes a los grupos EcM30-e y

EcM31-e fueron los mas elevados, seguidos por el EcM28-e. En primavera, el grupo de
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ectomorfotipos mas abundante fue el EcM31-e, seguido por el EcM28-e y luego por el EcM30-
e. En ambas estaciones la menor abundancia relativa correspondié al EcM29-e (Figura 4.6b).
La abundancia relativa correspondiente al Tipo exploratorio 1 fue mayor que la registrada
para los Tipos 2 y 3 respectivamente, tanto en el bosque nativo como en la plantacién de

pinos y en ambas estaciones (Tabla 4.5).

Tabla 4.5.- Abundancia relativa de los distintos Tipos exploratorios de EcM registradas en el bosque
nativo y en la plantacién de pinos. Tipo 1 = Contacto; Tipo 2 = Exploracién a corta distancia; Tipo 3 =
Exploracién de distancia moderada (para cada ambiente por estacién los valores correspondientes a

los distintos Tipos exploratorios suman 100 %).

BOSQUE NATIVO PLANTACION PINOS

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 1 Tipo 2
Otofio 46,6 28,1 25,3 58,9 41,1
Primavera 60,7 25,6 13,7 52,7 47,3

Diversidad
La diversidad de grupos de ectomorfotipos de afinidad morfoldgica registrada en N.

nervosa también fue analizada a diferentes niveles:

a) Entre categorias de edad en el bosque: Se observo en ambas estaciones que los valores de
diversidad tendieron a ser mayores en los jovenes provenientes de procesos de
domesticacion (JvDom-n), disminuyendo en los jovenes nativos (Jvn) y los adultos (Adn) y
siendo menor en las plantulas (PIn). Segun el indice se Simpson, en el otofio las diferencias
fueron significativas entre los jovenes provenientes de procesos de domesticacion y los
adultos (p = 0,039) y entre los primeros y las plantulas (p < 0,001). El indice de Shannon
marc6 diferencias significativas entre los joévenes provenientes de procesos de
domesticacion y las plantulas en otofio (p < 0,001) y primavera (p = 0,034) (Tabla 4.6).

b) Entre las tres categorias de jovenes: Al comparar la diversidad de EcM entre los Raulies
jovenes creciendo en el bosque y en la plantacién, ambos indices indicaron que tanto los
jovenes nativos (Jvn) como los provenientes de procesos de domesticacién e implantados
en el bosque (JvDom-n) presentaron valores de diversidad significativamente mayores
que los jovenes de la plantacion de pinos, tanto en otofio como en primavera (p < 0,001
para ambos indices y categorias de jdvenes y en cada estacion) (Tabla 4.6).

c) Entre estaciones: Al calcular los valores de diversidad de EcM para cada estaciéon, ambos
indices mostraron que en el bosque la diversidad de EcM es mayor en otofio (H"= 2,88, D =

13,45) que en primavera (H = 2,49, D = 6,85). Si bien en los jévenes implantados bajo pino
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se observé una tendencia similar, la diferencia entre los indices obtenidos para otofio (H" =

1,04, D = 2,67) y primavera (H" = 1,01, D = 2,27) fue menor.

Tabla 4.6.- Valores medios de los indices de diversidad de Shannon y de Simpson correspondientes a las
categorias de edad en cada ambiente y estacién. Pln = Plantula; Jvn = Joven; Adn = Adulto; JvDom-n =
Joven cultivado e implantado bajo bosque nativo; JvDom-e = Jévenes implantados en la plantacién de

coniferas exoticas; O = Otorio; P = Primavera.

AMBIENTE CATEGORIA SHANNON (D) AMBIENTE CATEGORIA SIMPSON (H')
DE EDAD 0 P DE EDAD 0 P
Bosque Pln 1,29 1,40 Bosque Pln 3,10 3,65
nativo Jvn 1,88 1,70 nativo Jvn 5,50 4,42
Adn 1,79 1,68 Adn 5,14 4,60
JvDom-n 2,21 1,92 JvDom-n 7,67 4,86
Plantacion JvDom-e 0,76 0,67 Plantacion JvDom-e 2,02 1,77
Similitud

Los indices de similitud de Jaccard (/) y Jaccard modificado (Jmes) mostraron que las
plantulas presentaron en todos los casos los valores menores de similitud respecto de las
otras categorias de edad consideradas. Por otro lado, los valores correspondientes al indice
de Jaccard modificado (Jmod) fueron siempre mayores a los del indice de Jaccard clasico (J),
indicando que al tener en cuenta la frecuencia con la que aparece cada grupo de
ectomorfotipos, la similitud aumenta. Esto se debe a que las EcM mas abundantes son las
mismas para las categorias que se estdn comparando. Ambos indices indicaron que la
similitud de las poblaciones de EcM descriptas en otofio y primavera fue elevada (Tabla 4.7).
Dado que no se hallaron especies ectomicorricicas compartidas entre el bosque nativo y la

plantacion de pinos, la similitud entre estos ambientes fue nula.

Tabla 4.7.- Indices de similitud calculados para las distintas categorias de edad en el bosque nativo para
ambas estaciones. Se muestran en negrita los valores correspondiente al Indice de Jaccard clasico () y
en cursiva los pertenecientes al Indice de Jaccard modificado (Jmoq). PIn = Plantula nativa; Jvn = Joven

nativo; Adn = Adulto nativo; JvDom-n = Joven cultivado e implantado bajo bosque nativo.

OToNOo PRIMAVERA

Pln Jvn Adn JvDom-n Pln Jvn Adn JvDom-n
Pln 0473 0,544 0,455 0,715 0,611 0,802
Jvn 0,409 0,771 0,878 0,684 0,863 0,857
Adn 0,409 0,615 0,784 0,571 0,75 0,905
JvDom-n 0,296 0,769 0,704 0,591 0,682 0,727

Similitud entre estaciones J=0,852

Jmod = 0,931
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Frecuencia relativa (%)
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Figura 4.6.- Abundancia relativa de cada grupo de ectomorfotipos de afinidad
morfolégica descripto en Nothofagus nervosa en cada estacién y ambiente. a)
Ectomorfotipos pertenecientes al bosque nativo; b) Ectomorfotipos registrados en la
plantacion de pinos. Se sefialan con una flecha de color oscuro los ectomorfotipos
considerados abundantes (frecuencia relativa igual o superior al 5 %) y con una flecha
de color claro los ampliamente distribuidos (presentes en mas del 50 % de los

individuos). Para cada estacion los valores correspondientes a los distintos grupos de

ectomorfotipos registrados suman 100 %.
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Relacion entre las ectomicorrizas, las categorias de edad y las estaciones

Los analisis de Chi-cuadrado realizados indicaron que la distribucién de las EcM en el
bosque estan significativamente relacionadas con las categorias de edad consideradas (p <
0,001) y con la estacidn del afio (p < 0,001). Para evaluar las relaciones entre estas variables
se realiz6 un AFCM, cuyo resultado se muestra en la Figura 4.7. El plano factorial seleccionado
para analizar la relacién entre estas variables fue el formado por los ejes 1 y 2, ya que fue el
que mayor informaciéon brindaba y en el que mejor representados se encontraron tanto los
individuos como las variables a estudiar. En este plano factorial se distinguen 4 grupos. En el
Grupo [ se asocian el otofio y los grupos de ectomorfotipos denominados EcM4-n, EcM12-n,
EcM13-n, EcM14-n, EcM20-n, EcM21-n y EcM24-n, significando que su ocurrencia es mayor
durante esta estacion. También en el Grupo I se incluye la modalidad EcM23-n(-), ya que este
grupo de ectomorfotipos tuvo baja representatividad durante esta estacion. En el Grupo II se
observa que existe asociacion entre la primavera y los siguientes grupos de ectomorfotipos
de afinidad morfolégica: ECM9-n, EcM22-n, EcM23-n, EcCM27-n, y que durante esta estacion es
reducida la representatividad del grupo EcM12-n. En el Grupo III se asocian los ejemplares
jovenes provenientes de procesos de domesticacién (JvDom-n) y los grupos de
ectomorfotipos de afinidad morfolégica hallados principalmente en ejemplares de esta
categoria de edad: EcM2-n, EcM17-n, EcM19-n, EcM25-n, EcM26-n. Lo que se observa en el
caso del Grupo IV es que las plantulas de N. nervosa (Pln) se caracterizaron por estar
asociadas a la ausencia (EcM1-n, EcM2-n, EcM22-n) o menor representatividad (EcM7-n,

EcM15-n, EcM16-n) de distintos grupos de ectomorfotipos (Figura 4.7, Tabla 4.1).

DESCRIPCION MORFOLOGICA DE LOS ECTOMORFOTIPOS MAS ABUNDANTES

Luego de definirse los grupos de ectomorfotipos mas abundantes (Cenococcum sp. 1,
Clavulina sp. 2, Cortinarius sp. 1, Cortinarius sp. 2, EcM16-n, Inocybe sp. 1, Laccaria sp. 1,
Tomentella sp. 2, Tricholoma sp. 1) y los de amplia distribucién (EcM15-n, Hyaloscyphaceae
1), se realizaron las descripciones micromorfoldgicas de los mismos. Dado que las secuencias
obtenidas para las EcM formadas por el hongo Hymenogastraceae 1 (EcM3-n) fueron muy
cortas (~200 pb), dificultando su identificacion molecular, se decidié6 también describir
micromorfolégicamente a este ectomorfotipo para realizar una caracterizacion mas completa.
Las descripciones se presentan a continuacion, clasificadas segun el Tipo exploratorio al que
pertenecen. Se incluye en la caracterizacion la informacién presentada en las Tablas 4.1, 4.2
(ocurrencia de ectomorfotipos por edad, estacién y ambiente) y 4.3 (identificacion
molecular), en la Figura 4.6 (abundancia relativa) y en la Figura 4.7 (Andlisis Factorial de

Correspondencias Multiples - AFCM).
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Factor 2
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Figura 4.7.- Primer plano factorial del AFCM realizado considerando como variables activas los grupos de ectomorfotipos, las categorias de edad y las estaciones (se
muestran sélo los puntos que estuvieron bien representados). JyDom-n = Jovenes provenientes de procesos de domesticacion e implantados en el bosque; Pln =

Plantulas; (-) = Ausencia / menor representatividad, dependiendo del ectomorfotipo (ver Tabla 4.1).
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Tipo Exploratorio 1: Contacto
Clavulina sp. 2 (EcM23-n)

Ectomorfotipo marrén oscuro grisaceo de superficie lisa y con brillo acerado.
Presentd ramificaciéon monopodial pinnada, con puntas rectas o ligeramente onduladas y
extremo distal redondeado. No se observaron hifas emanantes ni rizomorfos. El manto es
pseudoparenquimatoso compuesto por células redondeadas hialinas. No se observaron
cistidios (Figura 4.8).

Este morfotipo se observé en el 37 % de los individuos del bosque nativo, incluyendo
jovenes (Jvn y JvDom-n) y adultos (Adn) (no fue registrado en las plantulas). La ocurrencia de

esta EcM se detect6 en ambas estaciones, siendo mas abundante en primavera.

L7
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Figura 4.8.- Ectomorfotipo formado por el hongo Clavulina sp. 2 en Nothofagus nervosa. a,b) Aspecto
general de la EcM y detalle de la misma, respectivamente; c) Aspecto general del manto cubriendo el

apice radical; c y d) Detalle del manto pseudoparenquimatoso observado en esta EcM.
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EcM15-n

Ectomorfotipo marrén caramelo, de superficie lisa y ramificaciéon monopodial
pinnada. Las puntas son rectas o ligeramente onduladas. No present6 hifas emanantes ni
rizomorfos. El manto es muy delgado y traslicido, formado por hifas color ambar. El patrén
del mismo no se diferencié claramente, aunque se asemeja al tipo plectenquimatoso ya que
pueden distinguirse algunas hifas. No se observaron cistidios (Figura 4.9.

Si bien esta EcM presentd frecuencia relativa ligeramente inferior al 5 %, tuvo amplia
distribucién entre los ejemplares de las distintas categorias de edad analizadas (53 % del
total de los individuos analizados en el bosque). Fue registrado en ambas estaciones, siendo

mas abundante en primavera.

Figura 4.9.- Caracteristicas macro y micromorfoldgicas correspondientes al ectomorfotipo denominado
EcM15-n. a,b) Aspecto general del ectomorfotipo y detalle del mismo, respectivamente; c) Aspecto
general del manto poco definido; d) Red de Hartig presente entre las primeras capas de células

corticales.
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EcM16-n

Ectomorfotipo marrén oscuro, de superficie lisa y ramificacién monopodial pinnada.
Las puntas son tortuosas y de apice ligeramente mas angosto que la base. Hifas emanantes y
rizomorfos ausentes. El manto estd formado por hifas hialinas y es de tipo
pseudoparenquimatoso. No se observaron cistidios (Figura 4.10).

Esta EcM fue hallada en la totalidad de los jovenes (Jvn y JvDom-n) y adultos (Adn), y
en el 50 % de las plantulas analizadas. Este ectomorfotipo fue de los mas ampliamente
dsitribuidos, ya que se encontré presente en el 89 % del total de ejemplares estudiados en el

bosque. Fue registrado en ambas estaciones, siendo mas frecuentemente en primavera.

Figura 4.10.- Caracteristicas macro y micromorfolégicas correspondientes al ectomorfotipo denominado
EcM16-n. a) Aspecto general del ectomorfotipo; b y ¢) Aspecto general del manto

pseudoparenquimatoso hialino y sin cistidios.
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Inocybe sp. 1 (EcM18-n)

Ectomorfotipo marrén claro a veces color canela, de superficie lisa, ramificacion
monopodial pinnnada y puntas rectas a levemente tortuosas. Hifas emanantes ausentes o
escasas. Si presentaba hifas emanantes eran blancas y delgadas. No se observaron rizomorfos.
El manto es pseudoparenquimatoso, formado por hifas hialinas, y se caracterizé6 por
presentar cistidios capitados (Figura 4.11).

Esta EcM se hall6 en todas las categorias de edad (71 % de los individuos del bosque

nativo) y en ambas estaciones, siendo mas abundante en otofio.

Figura 4.11.- Ectomorfotipos formados por el hongo Inocybe sp. 1. a) Grupos de ectomorfotipos

asociados a las raices de Nothofagus nervosa; b) Detalle de las puntas correspondientes a esta EcM; c)
Cistidio capitado de formacidn lateral sobre una hifa presente en la superficie del mando; d y e) Detalle
del manto pseudoparenquimatoso en el que se observa el mismo de forma mas laxa y compacta

respectivamente.
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Laccaria sp. 1 (EcM22-n)

Esta EcM es de color marrén claro, superficie lisa y brillo acerado. Su ramificacion es
monopodial pinnada y sus puntas rectas y de extremo distal redondeado. Hifas emanantes
ausentes o escasas, si presentes delgadas y de color blanco. No se observaron rizomorfos. El
manto es plectenquimatoso y esta formado por hifas hialinas tabicadas. No se observaron
cistidios (Figura 4.12).

El 42 % de los individuos de N. nervosa estudiados en el bosque nativo presentaron
esta EcM, encontrandose éstos comprendidos en las cuatro categorias de edad consideradas.

Este ectomorfotipo también fue mas abundante en primavera que en otofio.

Figura 4.12.- Caracteristicas anato-morfolégicas del ectomorfotipo formado por el hongo Laccaria sp. 1.

a) Aspecto general de la EcM mostrando su brillo acerado y las escasas hifas emanantes; b) Aspecto
general del manto; ¢ y d) Detalle del manto plectenquimatoso; e) Red de Hartig formada por esta

especie fingica en Nothofagus nervosa.
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Leotiomycetes sp. 1 (EcM28-e)

Ectomorfotipo marrén oscuro, poco conspicuo, de superficie lisa, puntas simples o de
ramificacion monopodial pinnnada. Las puntas son ligeramente tortuosas y el apice del
ectomorfotipo mas angosto que la base. Hifas emanantes y rizomorfos ausentes. El manto
estd formado por hifas hialinas y el patréon del mismo no se diferencié claramente, aunque se
asemeja a los de tipo pseudoparenquimatoso. No se observaron cistidios (Figura 4.13).

Esta EcM fue hallada en el 90 % de los individuos estudiados en la plantacién de pinos

y en ambas estaciones, siendo mas abundante en primavera.

Sebacina sp. 2 (EcM30-e)

Ectomorfotipo marrén claro (miel) semitraslicido, de superficie lisa, simple o con
ramificacién monopodial pinnada, y puntas rectas. Hifas emanantes y rizomorfos ausentes. El
manto es de tipo plectenquimatoso, estd constituido por hifas hialinas y se caracteriz6é por
presentar cistidios capitados (Figura 4.14).

Esta EcM se hall6 en todos los ejemplares analizados en la plantacién de pinos. Se

observo en ambas estaciones, pero mas frecuentemente en otofio.

Figura 4.13.- Caracteristicas del ectomorfotipo formado por el hongo Leotiomycetes sp. 1. a) Aspecto

general de la EcM; b) Detalle de punta tortuosa; c) Detalle del manto (pseudoparenquimatoso).
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Figura 4.14.- Ectomorfotipos formado por el hongo Sebacina sp. 2. a) Aspecto general del morfotipo; b)

Cistidios capitados presentes en el manto; ¢) Detalle del manto plectenquimatoso.

113



Capitulo 4

Tipo Exploratorio 2: Corta distancia
Cenococcum sp. 1 (EcM5-n)

Ectomorfotipo de puntas rectas y simples, color negro acarbonado y superficie
rugosa. Se caracteriz6 por presentar hifas emanantes negras, gruesas, tortuosas y rigidas,
generalmente abundantes. Las hifas emanantes poseian paredes engrosadas y tabiques, sin
fibulas. No se observaron rizomorfos ni esclerocios. El manto es plectenquimatoso de patrén
estrellado, formado por hifas castafias también de paredes engrosadas. No se observaron
cistidios asociados al mismo (Figura 4.15).

Este ectomorfotipo se observd en la mayoria de los ejemplares de N. nervosa

estudiados en el boque (79 %), en las distintas categorias analizadas y en ambas estaciones.

Figura 4.15.- Ectomicorriza formada por el hongo Cenococcum sp. 1 en Nothofagus nervosa. a y b)

Aspecto general de las puntas caracteristicas de esta EcM, en especial las hifas emanantes negras,
gruesas, rigidas y tortuosas c) Hifas emanantes tabicadas sin fibulas y anastamosandose; d y e) Detalle

del manto plectenquimatoso de patrén estrellado formado por hifas castafias de paredes gruesas.
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Hebeloma sp. 1 (EcM31-e)

Ectomicorriza de color miel claro, lanuda a ligeramente algodonosa. Present6
ramificacion irregularmente pinnada y puntas levemente onduladas. Las hifas emanantes
eran delgadas y de color blanco, con fibulas. El manto es plectenquimatoso, formado por hifas
hialinas y sin cistidios (Figura 4.16).

Esta EcM tuvo amplia distribucién en los ejemplares de N. nervosa observados en la

plantacion de pinos (90 % de los individuos) y fue hallada en ambas estaciones.
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Figura 4.16.- Caracteristicas del ectomorfotipo formado por Hebeloma sp. 1. a y b) Aspecto general del
ectomorfotipo con abundantes hifas emanantes y detalle de una punta, respetivamente; c¢) Hifas
emanantes tabicadas con fibulas; d y e) Detalle del manto plectenquimatoso formado por hifas

hialinas.
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Hyaloscyphaceae 1 (EcM7-n)

Esta EcM de color marrén oscuro, superficie fibrosa y ramificacién monopodial
pinnnada se caracterizé por presentar puntas rectas con abundantes hifas emanantes rigidas,
color caramelo y dirigidas hacia el extremo distal del morfotipo. Las hifas emanantes no
poseian las paredes engrosadas ni fibulas, y podian ser lisas u ornamentadas. No se
observaron rizomorfos. El manto es pseudoparenquimatoso, compuesto por células
angulares de color castafio. No se observaron cistidios (Figura 4.17).

Si bien la frecuencia relativa de este morfotipo fue inferior al 2.6 % en ambas
estaciones, present6 una amplia distribucién entre los ejemplares analizados en bosque (61

% del total) incluyendo arboles de todas las categorias de edad.

Figura 4.17.- Ectomorfotipo formado por el hongo Hyaloscyphaceae 1. a y b) Aspecto general y detalle

de las puntas colonizadas por este hongo, respectivamente; c) Detalle de las hifas emanantes rigidas
dirigidas hacia el extremo distal del ectomorfotipo; d y e) Hifas emanantes tabicadas y sin fibulas de
superficie lisa y ornamentada, respectivamente; f) Hifas emanantes origindndose en las células del

manto; g) Detalle del manto pseudoparenquimatoso formado por células angulares de color castafio.
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Tomentella sp. 1 (EcM6-n)

Este ectomorfotipo de color negro y brillo metalizado presenté una superficie lisa o
ligeramente granulada y ramificacion monopodial pinnada. Las puntas son rectas y de
extremo distal redondeado. Hifas emanantes ausentes y si estaban presentes se hallaban
distribuidas en la mayor parte del morfotipo, eran de color blanco, delgadas y con fibulas. No
se observaron rizomorfos. El manto de esta EcM es pseudoparequimatoso formado por
células angulares de color castafio. No se registraron cistidios (Figura 4.18).

Ectomicorriza de amplia distribucion en los ejemplares de N. nervosa analizados en el
bosque nativo. Fue observada en todas las categorias de edad, abarcado el 76 % de los

individuos. Se registré en ambas estaciones, siendo mas abundante en primavera.

Figura 4.18.- Caracteristicas anato-morfoldgicas del ectomorfotipo correspondiente a Tomentella sp. 1.

a) Aspecto general de la EcM; b) Detalle de algunas puntas del ectomorfotipo agregando particulas de
suelo; ¢) Hifa con fibula sobresaliendo del manto; d) Aspecto del manto peudoparenquimatoso

rodeando el dpice radical; e y f) Detalle del patrén del manto.
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Tricholoma sp. 1 (EcM1-n)

Ectomorfotipo lanudo de puntas ramificacién irregular pinnada, de puntas onduladas
castafio a rojo oscuro. Present6 abundantes hifas emanantes delgadas y de color rojo, a veces
mas claras (rosa). Las hifas emanantes poseian fibulas y superficie lisa u ornamentada. No se
observaron rizomorfos. El manto plectenquimatoso estaba formado por hifas castafio-rojizas
y present6 un patrén poco definido. No se observaron cistidios asociados al mismo.

Este morfotipo se observé en el 29 % de los individuos de N. nervosa analizados en el
bosque nativo. No se hallé en las plantulas. Se registré en ambas estaciones, pero fue mas

abundante en otofio (Tabla 4.1, Figura 4.19).

Figura 4.19.- Ectomicorriza formada por el hongo Tricholoma sp. 1. a) Aspecto general del

ectomorfotipo con abundantes hifas emanantes rojas a su alrededor; b) Puntas onduladas de extremo
distal redondeado (a las que se les retiraron las hifas emanantes para poder observarlas
detalladamente); ¢ y d) Hifas emanantes de superficie lisa y ornamentadas con fibulas; d) Aspecto del
manto poco definido; e) Detalle del patrén del manto plectenquimatoso en donde pueden distinguirse

hifas individuales.
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Tipo Exploratorio 3: Distancia moderada
Cortinarius sp. 1 (EcM2-n)

Ectomicorriza de color castafio, lanuda y de ramificacién irregular pinnada. Puntas
onduladas. Present6 hifas emanantes abundantes, color castafio, tabicadas, con fibulas y en
ocasiones ornamentadas. Los rizomorfos son también de color castano y de abundancia
moderada. El manto es pseudoparenquimatoso, formado por hifas castafias y sin cistidios
(Figura 4.20).

La ocurrencia de este ectomorfotipo se detect6 en el 45 % de los ejemplares de N.
nervosa analizados en el bosque nativo. No se observé en plantulas, pero si en las restantes
categorias de edad, siendo mas frecuente en los jovenes provenientes de los procesos de

domesticacion. Su abundancia fue mayor en primavera que en otofio.

Figura 4.20.- Caracteristicas morfolégicas y anatémicas de la EcM formada por el hongo Cortinarius sp. 1. a)

Aspecto general del ectomorfotipo, con abundantes hifas emanantes y rizomorfos; b) Detalle de las puntas
colonizadas y del rizomorfo asociado a la misma; c) Detalle de las hifas emanantes con fibulas, siendo algunas de
ellas de superficie lisa y otras ornamentadas; d) Detalle de fibulas; e) Aspecto general del mando

pseudoparenquimatoso formado por hifas castafias; f) Detalle del patrén del manto.
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Cortinarius sp. 2 (EcM10-n)

Este ectomorfotipo es de color miel claro y/o blanco, ligeramente algodonoso. Es
irregularmente pinnado y de puntas levemente onduladas. Presentd hifas emanantes
delgadas y de color blanco, con fibulas y en ocasiones ornamentadas. Esta EcM posee
rizomorfos relativamente abundantes y de color blanco, su insercién en el manto es puntual.
El manto es plectenquimatoso, formado por hifas hialinas y sin cistidios (Figura 4.21).

Esta EcM tuvo amplia distribucion en los individuos de N. nervosa del bosque nativo,

hallandose en 68 % de los mismos y en todas las categorias de edad en ambas estaciones.
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Hymenogastraceae 1 (EcM3-n)

Ectomorfotipo de color naranja, lanudo y de ramificacién irregular pinnada. Se
caracterizd por poseer abundantes hifas emanantes y rizomorfos, también de color naranja.
Las hifas emanantes presentaron fibulas. El manto es pseudoparenquimatoso, formado por
hifas color naranja y sin cistidios (Figura 4.22).

Este morfotipo fue hallado en el 21 % de los ejemplares analizados en el bosque,
incluyendo plantas de las 4 categorias de edad (Pln, Jvn, JvDom-n, Adn). Cuando estaba
presente generalmente se encontraba en alta frecuencia. Aunque se observé en ambas

estaciones, fue mas abundante en otofio.

Figura 4.22.- Caracteristicas del ectomorfotipo formada por el hongo Hymenogastraceae 1. a) Aspecto

general del ectomorfotipo, con abundantes hifas emanantes y rizomorfos; b) Detalle de las punta
colonizadas y del rizomorfo asociado; c) Detalle de las hifas emanantes de superficie lisa y con fibulas;
e) Aspecto general del manto pseudoparenquimatoso e hifas emanantes; f) Detalle del patréon del

manto.

121



Capitulo 4

ANALISIS DE MICORRIZAS ARBUSCULARES

En los ejemplares de N. nervosa analizados, se observaron por fuera de las raices hifas
cenociticas y vesiculas, que corresponderian a estructuras flingicas comparables a las
desarrolladas por micorrizas arbusculares (MA) (Figura 4.23).

El 53 % de las plantulas (PIn), el 61 % de los jovenes nativos (Jvn), el 62 % de los
adultos (Adn) y el 72 % de los jévenes del ensayo instalado en el bosque nativo (JvDom-n)
presentaron hifas intrarradicales, tanto en otofio como en primavera. Los valores de
colonizacion fueron inferiores al 1 % y no se registraron los rulos ni los arbusculos
generalmente desarrollados por MA. En ocasiones se observaban estructuras similares a
vesiculas, pero éstas no se encontraban asociadas a hifas. Por lo tanto, se consider6 que estas
estructuras no corresponderian al desarrollo de MA funcionales, y que posiblemente estaban
relacionadas con otros hongos o con colonizaciones micorricico arbusculares no exitosas.

Por otro lado, se detectaron en las raices de N. nervosa otro tipo de hongos endéfitos,
denominados hongos septados marrones. Como se muestra en la figura Figura 4.24, estos
hongos se caracterizaron por presentar hifas intrarradicales regularmente septadas,

estructuras cerebriformes asociadas a las mismas y esclerocios intracelulares.
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Figura 4.23- Estructuras fingicas similares a las desarrolladas por micorrizas arbusculares en
Nothofagus nervosa. a y b) Hifas y vesiculas sobre la superficie de la raiz; c-g) Colonizacién fingica
intrarradical en la que pueden observarse hifas y vesiculas asociadas a las mismas; Detalle de las
puntas colonizadas y del rizomorfo asociado; c) Detalle de las hifas emanantes de superficie lisa y con

fibulas; h) Estructuras similares a vesiculas con cuerpos lipidicos pero que no estan asociadas a hifas.
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Figura 4.24- Hongos septados marrones presentes en las raices de Nothofagus nervosa. a y b)

Estructuras cerebriformes asociadas a hifas intracelulares; ¢) Hifa tabicada comenzando a formar un
esclerocio intracelular; d) Esclerocio de hongo septado marrén ocupando la totalidad del volumen

celular.

DISCUSION

PORCENTAJES DE COLONIZACION MICORRICICA

En este Capitulo se evaluaron los porcentajes de colonizacién ectomicorricica en
ejemplares de N. nervosa de distintas edades y tanto nativos como provenientes de procesos
de domesticacion. Se analizaron un total de 50 individuos de N. nervosa (25 en cada estacién)
y todos ellos presentaron EcM. El nimero de apices radicales cuantificados en las plantulas
(~200) y en los jovenes implantados bajo pino (JvDom-e) (~400) fue inferior al analizado en
las demas categorias de edad (~800). En las plantulas este hecho se debe al menor tamafio
del sistema radical respecto de los ejemplares jévenes y adultos, mientras que en los jovenes
de N. nervosa analizados en la plantacién de pinos esta diferencia se debe a la menor cantidad
de raices extraidas por muestra (en ocasiones los sacabocados no contenian raices),
sugiriendo que en este ambiente los jovenes presentan un menor desarrollo del sistema

radical.
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Entre los individuos del bosque, los porcentajes de colonizacién fueron elevados (> 90
%) para todas las categorias de edad consideradas (Pln, Jvn, Adn y JvDom-n). Estos valores
son comparables al 89 % registrado para N. pumilio en distintos bosques comprendidos en el
Parque Nacional Nahuel Huapi (Longo et al. 2011), pero superiores a los descriptos por Diehl
(2006) y Diehl et al. (2008) en distintas especies de Nothofagus (N. antarctica, N. dombeyi, N.
nervosa, N. obliqua y N. pumilio). Estos ultimos autores registraron que el porcentaje de EcM
en estas especies oscila entre 72 % y 79 %, siendo el correspondiente a N. nervosa 74 %. El
hecho de que hayan llevado a cabo su estudio en verano podria explicar esta diferencia en los
valores de colonizacidén respecto de los de este trabajo de Tesis. Porcentajes de EcM
superiores al 90 % también han sido registrados en otras especies forestales, tales como
Picea sitchensis (Palfner et al. 2005) y Quercus rubra (Gebhardt et al. 2007). Por otro lado, los
porcentajes de EcM correspondientes a los jovenes instalados en la plantacién de pinos
(JvDome-e), fueron significativamente menores que los observados en los jévenes analizados
en el bosque nativo (Jvn y JvDom-n), tanto en otofio como en primavera. Estos resultados
concuerdan con otros estudios en los que se ha determinado que la colonizacién micorricica
se encuentra directamente influenciada por distintos tipos de disturbios (Allen 1988,
Gebhardt et al. 2007, Longo et al. 2011), entre los que se encuentra el establecimiento de
plantaciones monoespecificas de especies exoticas. En Patagonia, Longo et al. (2011)
estudiaron la influencia de incendios forestales sobre las comunidades de EcM de N. pumilio,
y hallaron que el porcentaje de colonizacién es significativamente superior en los bosques
que no han sido afectados por este disturbio. Como se discutird mas adelante en este Capitulo
y en el Capitulo 5, esta disminucién en la colonizacién ectomicorricica estd probablemente
relacionada con las diferentes propiedades fisico-quimicas y las diferencias en la composicién
de las comunidades fuingicas del suelo de la plantacion de pinos respecto de las observadas en
el bosque nativo.

Entre los ejemplares estudiados en el bosque, se detectaron los mayores valores de
colonizacion en los adultos y los mas bajos en las plantulas, presentando ambas categorias de
jovenes (Jvn y JvDom-n) valores intermedios. Una tendencia similar fue observada en la
especie Quercus liaotungensis, en la que los porcentajes de colonizacion fueron de 84-89 % en
plantulas, 90-91 % en jovenes y 93 % en adultos, aunque las diferencias entre las distintas
categorias de edad no fue significativa (Wang et al. 2011). Gebhardt et al (2007)
determinaron que el porcentaje de colonizaciéon ectomicorricica en ejemplares jovenes de Q.
rubra (5 afios de edad) era significativamente menor que el de los adultos (de 21, 33, 43 y 46
afios de edad) y Palfner et al. (2005) hallaron que las plantulas de Picea sitchensis

presentaban menores valores de colonizacién que los arboles de mayor edad. Esta variacion
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en la ocurrencia de EcM entre plantas de diferente edad podria estar relacionada con el
tamafio del sistema radical, que es considerablemente menor en las plantulas, de forma que
sistemas radicales de menor extension estan en contacto con menor cantidad y/o diversidad
de propagulos micorricicos. Esta diferencia entre edades también podria estar relacionada
con el tiempo que la planta haya estado expuesta al in6culo micorricico, siendo posible que a
mayor tiempo de exposicion al indculo las plantas posean porcentajes de colonizacién mas
elevados. Para poder describir y explicar en mayor detalle este fendmeno son necesarios
posteriores analisis.

En este trabajo se determind que tanto en el bosque nativo como en la plantacion de
pinos los valores de colonizaciéon de EcM fueron mas elevados en otofio, siendo mayor la
diferencia en este ultimo ambiente. Estos resultados acuerdan con distintos trabajos en los
que se han senalado diferencias estacionales en los valores de colonizacién micorricica,
encontrandose entre ellos el llevado a cabo por Longo et al. (2011), quienes hallaron que N.
pumilio suele presentar porcentajes de colonizacién ectomicorricica mas elevados en otofio
que en primavera. Asimismo, Fontenla et al (1998, 2001) observaron en bosques de
Austrocedrus chilensis de la region Andino-patagénica que los valores de colonizacion de
micorrizas arbusculares (MA) fueron mayores en otoflo e invierno que en primavera y
verano. Por el contrario, Becerra et al. (2005) observaron en el Noroeste de Argentina que la
colonizacion micorricico-arbuscular de Alnus acuminata era mayor en primavera que en
otofio. De igual forma, Diehl & Fontenla (2010) sefialaron en Araucaria araucana una mayor
colonizacion de MA en primavera respecto del otofio. En base a esta informacién puede
decirse que los valores de colonizaciéon micorricica pueden seguir patrones de estacionalidad,
pero las tendencias son diferentes dependiendo de la especie y del ambiente en que se lleve a
cabo el estudio. Uno de los factores que podria estar relacionado con este fendmeno es la
dindmica de crecimiento de las raices de la especie hospedadora, siendo posible que durante
la época en la que el sistema radical se encuentra sumamene activo y se forman raices nuevas
la planta presente mayores porcentajes de colonizacion.

En cuanto a la ocurrencia de MA en N. nervosa, se considerd a esta especie no
hospedadora debido al bajo porcentaje (< 1%) de estructuras fungicas caracteristicas de este
tipo de simbiosis y a la ausencia de arbusculos. Estos resultados acuerdan con los descriptos
en el Capitulo 3 de este trabajo de Tesis (ausencia de MA en plantulas de esta especie
cultivadas en vivero) y con trabajos previos en los que se indica que las especies arboéreas
estudiadas hasta el momento en los bosques Andino-patagénicos presentan un tnico tipo de
micorrizas: EcM en especies del género Nothofagus (Singer & Moser 1965, Singer 1971,
Godoy et al. 1994, Godoy & Palfner 1997, Fontenla et al. 1998, Diehl 2006, Tedersoo et al.
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2009, Longo et al. 2011) y MA en A. chilensis y A. araucana (Fontenla et al. 1998, Diehl et al.
2008, Diehl & Fontenla 2010). Esta tendencia también coincide con la descripta para la mayor
parte de las especies arbdreas de América del Norte y Europa (Wang & Qiu 2006, Smith &
Read 2008), pero difiere de la observada en algunos ejemplares de especies forestales
comprendidas en los géneros Pinus, Tsuga y Pseudotsuga (Wang & Qiu 2006), Quercus
(Dickiel et al. 2001) y Eucalyptus (Lapeyrie & Chilvers 1985, Boudarga et al. 1990, Adjoud et
al, 1996, Adjoud-Sadadou & Halli-Hargas 2000), que presentan tanto EcM como MA. Las
escasas estructuras flungicas similares a las desarrolladas por MA detectadas en las raices de
N. nervosa podrian deberse a colonizaciones no exitosas por parte de estos hongos (Smith &
Read 2008) o bien a la presencia de otras especies flingicas capaces de formarlas, lo que ha
sido previamente descripto en otras plantas (Brundrett 2002), incluyendo 10 especies de
pteridophytas no hospedadoras analizadas en un bosque valdiviano comprendido en el
Parque Nacional Nahuel Huapi (Fernandez et al. 2010). La presencia de hongos septados
marrones tales como los observados en este trabajo se ha descripto en las raices de distintas
especies vegetales de Patagonia (Diehl 2006, Fernandez et al. 2008, 2010, Bruzone 2010).
Estos hongos son capaces de desarrollarse en diversos habitats (ej. tropicales, templados,
esteparios, costeros) y en un amplio rango de hospedadores (ej. angiospermas,
gimnospermas, pteridofitas). Es comudn hallarlos en especies no hospedadoras asi como en
aquellas tipicamente micorricicas (Jumpponen & Trappe 1998, Jumpponen 2001, Peterson et
al. 2004).

Como se mencion6 en el Capitulo 1, los bosques Andino-patagénicos estan
desarrollados sobre Andisoles, que se caracterizan por una baja disponibilidad de P para las
plantas (Mazzarino & Gobbi 2005). A pesar de ello, las especies arbdreas que se desarrollan
en los mismos no presentan estrategias de conservacion para el P. En base a ello, Diehl
(2006) y Diehl et al. (2008) plantearon que las micorrizas constituyen uno de los mecanismos
de facilitacion en la absorcidn de nutrientes en estos bosques, principalmente de P. Los altos
porcentajes de EcM hallados en este estudio asi como los reportados por otros trabajos
(Singer & Moser 1965, Singer 1971, Godoy et al. 1994, Godoy & Palfner 1997, Fontenla et al.
1998) sustentan esta afirmacion y remarcan la importancia de esta simbiosis en la dinamica
de nutrientes y la necesidad de tenerla en cuenta durante los programas de domesticacion de

especies forestales nativas.

HONGOS FORMADORES DE ECTOMICORRIZAS EN NOTHOFAGUS NERVOSA
Como se mencion6 anteriormente, identificar los hongos formadores de EcM de N.

nervosa requiri6 evaluar diferentes protocolos de extraccién, purificacién y amplificacién de

127



Capitulo 4

ADN, por lo que comprendié un proceso laborioso y extenso. La dificultad de amplificar el
ADN de estos hongos ha sido también descripta por Mestre (2012), quien analizé los hongos
formadores de EcM en N. antarctica y N. pumilio. Estos inconvenientes impidieron que en el
tiempo de desarrollo de esta Tesis pudieran obtenerse mas de una secuencia para algunos de
los grupos de ectomorfotipos, como se habia planteado. Sin embargo, los resultados
obtenidos permitieron realizar interesantes andlisis sobre la diversidad y composicién de las
comunidades ectomicorricicas asociadas a N. nervosa, las cuales serdn discutidas a
continuacién y a lo largo de esta seccién del Capitulo.

En todos los ejemplares de N. nervosa estudiados se reconocieron mas de un grupo de
ectomorfotipos. Se definieron un total de 31 grupos, 27 de ellos en el bosque y 4 en la
plantacion de pinos, y se identificaron los hongos formadores de EcM en 25 de ellos (81 %).
Se observd, al comparar las secuencias obtenidas con las disponibles en el GenBank, que la
mayoria de ellas presentaron un bajo porcentaje de homologia con las de esta base de datos
(Tabla 4.3). Esta observacion acuerda con lo observado por otros autores que han estudiado
las comunidades de EcM en diferentes regiones del mundo (Jonsson et al. 2002, Smith et al.
2007, Tedersoo et al. 2007, Tedersoo et al. 2009b, Wang et al. 2011), pero especialmente con
Mestre (2012) y Tedersoo et al. (2009a), quienes analizaron las EcM asociadas a diferentes
especies de Nothofagus y también hallaron baja homologia entre muchas de sus secuencias y
las disponibles en las bases de datos publicas (Genbank, UNITE). Entre las principales
razones de la baja homologia observada entre las secuencias obtenidas a partir distintos
hongos ambientales y especies fungicas conocidas se encuentra el hecho de que
correspondan a especies nuevas no descriptas hasta el momento, o bien a especies que no
forman cuerpos fructiferos o conidiéforos, que son las estructuras en las que se basa la
taxonomia y descripcidn tradicional de los hongos y que permiten asignarles un nombre
(Ryberg et al. 2009). Ademas, a pesar de que la region ITS corresponde a una de las mas
utilizadas para la identificacion molecular de hongos, se estima que las secuencias
disponibles correspondientes a especies descriptas (cuerpos fructiferos) es menor al 1 % del
numero total de especies estimadas para el Reino Fungi (Nilsson et al. 2005). Por lo tanto,
existen muchas secuencias ambientales que no pueden ser ligadas a especies de identidad
taxonomica conocida (Horton et al. 2005, Bastias et al. 2006, Kjgller 2006, Ryberg et al.
2009). De acuerdo a la revision realizada por Ryberg et al. (2009), en Sudamérica el nimero
de secuencias de hongos disponibles para la region ITS es significativamente menor que en
otros lugares del mundo (Norteamérica, Europa del Este, China, Japén), dificultando asi la
identificacion molecular de estos organismos y la realizacién de estudios bioecolégicos y

biogeograficos en un marco taxonémico adecuado.
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Se identificaron 26 hongos formadores de EcM, perteneciendo la mayor parte de ellos
al Phylum Basidiomycota (81 %) y el resto al Phylum Ascomycota (19 %). Esta tendencia
coincide con la descripta por distintos autores que sefialan que la mayor parte de las EcM
estan formadas por hongos pertenecientes al Phylum Basidiomycota (Horton & Bruns 2001,
Peterson et al. 2004, Smith & Read 2008, Wang et al. 2011). También acuerda con los trabajos
llevados a cabo por Tedersoo et al (2010) en N. cunninghamii y Mestre (2012) en N.
antarctica y N. pumilio, quienes determinaron que la mayor parte de las EcM asociadas a estas
especies (88 % y 63%, respectivamente) estan formadas por hongos basidiomicéticos. Tal
como describen estos autores, en este trabajo se observo que los hongos formadores de EcM
comprendidos en el orden Agaricales fueron dominantes tanto a nivel de especies (54 %)
como de abundancia relativa (Figura 4.6, Tabla 4.3), siendo el género Cortinarius el mas
ampliamente representado (Tabla 4.3).

Las secuencias de los hongos obtenidas a partir de los ectomorfotipos de N. nervosa se
asociaron a especies y/o géneros flingicos generalmente ectomicorricicos (incluidos en la
lista de hongos formadores de EcM publicada por Rinaldi et al. 2008). La mayor parte de los
taxones fungicos hallados en este trabajo han sido previamente citados en bosques de
Nothofagus. Por ejemplo, Singer (1971) ha descripto que algunas especies comprendidas en
los géneros Inocybe y Cortinarius son micorricicas obligadas en estos bosques, ya que
requieren del establecimiento de la simbiosis para la formacién de sus cuerpos fructiferos.
Descolea antarctica es una especie ectomicorricica que coloniza las raices de N. dombeyi
(Alberdi et al. 2007), N. nervosa (Palfner 1998) y N. obliqua (Valenzuela et al. 2008). Por otro
lado, Mestre (2012) hallé6 EcM formadas por hongos incluidos en los géneros Cenococcum,
Cortinarius, Descolea e Inocybe en ejemplares de Lenga y Nire, mientras que Tedersoo et al.
(2010) describieron numerosos hongos asociados a EcM de N. cunninghamii pertenecientes a
los géneros Clavulina, Cortinarius, Descolea, Hebeloma, Inocybe, Laccaria, Russula, Sebacina y
Tomentella, entre otros. Ninguna de las EcM halladas en los ejemplares de N. nervosa
analizados en el bosque o en la plantacién coincidieron con las descriptas previamente en las
plantulas cultivadas en el vivero del INTA y desciptas en el Capitulo 3 (EcM Ascomicética sp.
1, Hebeloma cavipes, Peziza sp. 1, Peziza sp. 2, Rickenella sp. 1, Tomentella ellisii). En base a
esta informacién puede decirse que las especies del género Nothofagus establecen simbiosis
ectomicorricicas principalmente con hongos del Phylum Basidiomycota, y que la ocurrencia
de los distintos ectomorfotipos en sus raices es muy diversa.

En general, en aquellos grupos de ectomorfotipos que presentaron mas de una
secuencia, se determind que éstas pertenecian a la misma especie fungica (ej. Cortinarius sp.

2, Hymenogastraceae 1, Tomentella sp. 1). Sin embargo, para algunos grupos se observaron
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las siguientes situaciones: I) secuencias que presentaban diferencias nucleotidicas entre si
pero cuyos taxones e incluso las secuencias mas filogenéticamente afines eran las mismas
(Cortinarius sp. 1, Cortinarius sp. 3, Tricholoma sp. 2), y 1I) secuencias que pertenecian a
distintas especies fungicas (Cortinarius sp. 5a 'y Cortinarius sp. 5b)19. En cuanto al primer caso
(I), es posible que las diferencias nucleotidicas observadas entre los distintos ejemplares
considerados dentro de un mismo grupo sean consecuencia de la variacién genética
intraespecifica del hongo simbionte, lo cual ha sido descrito en algunos hongos formadores
de EcM. Por ejemplo, Karén et al. (1997) hallaron polimorfismos intraespecificos en la region
ITS de 7 especies formadoras de EcM, siendo 4 de ellas Cortinarius. Estos polimorfismos
correspondian a mutaciones de longitud y oscilaban entre 5y 15 pb. Asimismo, Smith et al.
(2007) hallaron variabilidad genética en el fragmento ITS en 27 especies de hongos
ectomicorricicos (el 40 % del total analizado). Estas diferencias variaban entre 1-47 pb
dependiendo del hongo y de la estructura fingica analizada (esporocarpo, dpice radical
ectomicorricico, esclerocio). Si bien las razones de este fendmeno no han sido claramente
enunciadas hasta el momento, se ha sugerido que la variacion en la regién ITS es mayor en
aquellos grupos taxonémicos que han experimentado una reciente radiacién evolutiva o que
presentan una elevada diversidad de especies, tal como se observa en el género Cortinarius
(Karén et al. 1997, Smith et al. 2007). Con respecto a la segunda situaciéon (II), existe la
posibilidad de que se hayan incluido en un mismo grupo de afinidad ectomorfotipos de
aspecto macro y microscdpico similar pero formados por diferentes hongos (Cortinarius sp.
5a y Cortinarius sp. 5b). Como se menciond en la Introduccién de este Capitulo, es posible
que hongos taxondmicamente afines formen ectomorfotipos de caracteristicas muy similares,
haciendo dificultosa su diferenciacion morfolégica. El hecho de que este tipo de dificultades
hayan ocurrido principalmente con ejemplares del género Cortinarius se debe probablemente
a la enorme diversidad y complejidad de esta taxdn, y resalta la necesidad de estudiarlos mas
detalladamente (Karén et al. 1997).

Resulta interesante mencionar que entre las muestras secuenciadas se encontraron
distintos hongos no relacionados con la simbiosis ectomicorricica, tales como saprobios de
suelo (ej. Trichoderma sp.), patdgenos vegetales (ej. Neonectria sp.) y levaduras (ej. Candida
sp., Cryptococcus sp.). Estos resultados acuerdan con los enunciados en el Capitulo 3 y con

otros estudios en los que ha descripto la presencia de hongos no ectomicorricos en intima

10 Cabe aclarar que se denominaros estas dos especies fungicas como Cortinarius sp. 5a y Cortinarius
sp. 5b en lugar de Cortinarius sp. 5 y Cortinarius sp. 6 para destacar el hecho de que durante la
cuantificacion y caracterizaciéon de EcM se consideré a las mismas como pertenecientes al mismo
grupo de ectomorfotipos (EcM27-n).
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asociacidn con los ectomorfotipos analizados (El Karkouri et al. 2005, Landeweert et al. 2005,

Menkis & Vasaitis 2011, Mestre 2012).

DINAMICA DE COMUNIDADES DE ECTOMICORRIZAS

En el bosque se hallaron 27 grupos de ectomorfotipos, 24 de ellos estuvieron
asociados a Jévenes nativos y 26 a Jévenes provenientes de procesos de domesticacién e
implantados en el bosque, mientras que en los jovenes implantados bajo pino se observaron
s6lo 4 grupos de ectomorfotipos. Estos ambientes no presentaron EcM en comun, aunque en
ambos dominaron las especies ectomicorricicas pertenecientes al Phylum Basidiomycota.
Entre las principales causas de esta alteracion en las comunidades ectomicorricicas se
encuentra el cambio en las caracteristicas fisico-quimicas del suelo (detalladas en Capitulo 5),
ya que bajo la plantaciéon de pinos los valores de pH, la granulometria, el contenido de
diferentes nutrientes (principalmente el C y N) y la actividad microbiana del suelo son
menores que en bosques nativos, reduciéndose entonces las tasas de descomposiciéon y
mineralizaciéon de la materia organica (Ross 1996, Guo & Gifford 2002, Satti et al. 2003,
Bastias et al. 2007, Burton et al. 2007a,b, Richards et al. 2007, Rivas et al. 2009). Estos
aspectos seran discutidos en mayor detalle en el Capitulo 5. De acuerdo a distintos autores,
otro factor que afecta la composicién de las comunidades microbianas del suelo, entre las que
se encuentran las micorrizas, son las EcM asociadas a la especie forestal que se implante. Por
ejemplo, Bastias et al. (2007) estudiaron la composicién flngica del suelo en un bosque
nativo de Eucalyptus spp.y en una plantacion de P. elliottii adyacente al mismo. Estos autores
hallaron que el establecimiento de esta ultima alter6 las comunidades de hongos del suelo, y
atribuyen parte del fenémeno al cambio en las EcM asociadas a la especie vegetal dominante.
Por otro lado, Dunstan et al. (1998) y Chapela et al. (2001) demostraron que la riqueza de
especies de hongos formadores de EcM en plantaciones monoespecificas de Pinus es
considerablemente menor que la descripta para el género en lugares del mundo donde éste
es autdctono. Por lo tanto, resulta evidente que una especie que es implantada fuera de su
area natural de distribucién genera cambios en la composiciéon de las comunidades de EcM
presentes tanto en el suelo donde sera establecida como en sus propias raices. Estos cambios
varian de acuerdo al clima, tipo de suelo, vegetacion e intensidad de las practicas de manejo
(Lugo & Brown 1993, Guo & Gifford 2002). En este estudio se observo que el establecimiento
de una plantacion de coniferas exoticas altera las comunidades de EcM presentes en las raices
del Rauli, disminuyendo significativamente los porcentajes de colonizacién, la riqueza y

diversidad de las mismas.
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La riqueza de ectomorfotipos registrada en los individuos del bosque fue comparable
a la registrada por Longo et al (2011) en N. pumilio, quienes hallaron 23 grupos de
ectomorfotipos. Por otro lado, los valores de riqueza obtenidos en este trabajo fueron
superiores a los observados anteriormente por Diehl (2006), que describi6 8 grupos de
ectomorfotipos en N. nervosa, 9 en N. obliqua y 10 en N. pumilio y N. dombeyi. También resultd
mas elevada que la descripta en los ejemplares de vivero cultivados en el INTA durante los
procesos de domesticacion de esta especie (Capitulo 3), en los que se describieron 2 grupos
de ectomorfotipos de afinidad morfolégica. En base a esta informacién puede sugerirse que al
estar expuesta a un indculo micorricico apropiado y sin fertirriego esta especie es capaz de
desarrollar EcM con un amplio rango de hongos. Una observacién comun a los Raulies
estudiados en el vivero y en el bosque nativo es que existié una o unos pocos (9) grupos de
ectomorfotipos dominantes (mayor abundancia relativa) respectivamente, mientras que el
resto correspondian a grupos minoritarios. Este hecho es consistente con lo reportado por
Mestre (2012) en N. antartica y N. pumilio y por diversos autores en distintos lugares del
mundo (Horton & Bruns 2001, Smith et al. 2002, 1zzo et al. 2005, Saari et al. 2005, Martin
2007, Wang & Guo 2010, Wang et al. 2011).

Con respecto a los Tipos exploratorios de las EcM presentes en las raices de N.
nervosa, se observé que tanto en el bosque como en la plantaciéon predominaron las EcM del
Tipo 1 (Contacto), seguidas por las de Tipo 2 (Corta distancia) y, en el bosque, las de Tipo 3
(Distancia moderada), tanto a nivel del nimero de especies comprendido en cada grupo
como de la abundancia relativa de cada uno de ellos (Tabla 4.5). Mestre (2012) también
registr estos tres Tipos exploratorios en Lenga y Nire. Esta informacién sefiala que las
diferentes especies de Nothofagus se asocian a diversas EcM con caracteristicas diferentes,
probablemente relacionadas con una absorcidn diferencial de nutrientes y agua. Es necesario
profundizar los estudios en estos aspectos funcionales de las EcM ya que aportarian
informacién de relevancia en el momento de seleccionar aquellas que pudieran utilizarse
como indculo durante los procesos de domesticacion de la especie forestal.

En base a los distintos analisis realizados, pudo determinarse que existen ciertas
tendencias en la riqueza y diversidad de grupos de ectomorfotipos respecto de la edad de las
plantas y de la estacion del afio en que se las estudie, ya que algunos ectomorfotipos se
encontraron en todas las categorias de edad en ambas estaciones, mientras que otros se
observaron asociados a alguna de ellas y/o durante s6lo una estaciéon. En cuanto al efecto de
la edad sobre las comunidades de EcM, se determin6 que las plantulas presentaban menor
riqueza y diversidad de EcM que el resto de las categorias de edad estudiadas en el bosque.

De hecho, en el AFCM realizado se observa que el grupo en el que se incluye esta categoria de
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edad (Figura 4.7, Grupo IV) se caracterizo por carecer de algunos ectomorfotipos (EcM1-n,
EcM2-n, EcM22-n) y por presentar una menor proporcién de otros (EcM7-n, EcM15-n,
EcM16-n) (Tabla 4.1). La baja riqueza y diversidad de EcM en las plantulas respecto de las
demas categorias de edad se ve reflejada también en los indices de Jaccard clasico (J) y
modificado (Jmod), ya que las plantulas presentaron los menores valores de similitud al
compararlas con los demas grupos de plantas (Jvn, Adn, JvDom.n). Esta tendencia coindice
parcialmente con la descripta en trabajos realizados en distintas especies vegetales. Twieg et
al. (2007) estudiaron las comunidades de hongos ectomicorricicos asociadas a Pseudotsuga
menziesii y Betula papyrifera en base a 4 categorias de edad: 5, 26, 65 y 100 afios. Estos
autores hallaron que en P. menziesii la diversidad de hongos formadores de EcM era
significativamente menor en las plantas de 5 afos y se incrementaba con la edad de los
arboles siendo similar en los ejemplares de 65 y 100 afios, mientras que no detectaron
diferencias entre las categorias de edad de B. papyrifera. Palfner et al. (2005) estudiaron la
diversidad de EcM en Picea sitchensis segun las categorias: < 1 afo, 6, 12, 30 y 40 afios, y
determinaron que la riqueza de hongos formadores de EcM se incrementaba a lo largo de esta
cronosecuencia, siendo mayor en los adultos de 40 afios. De igual forma Rao et al. (1997) y
Gebhardt et al. (2007) demostraron en Pinus kesiya y Quercus rubra respectivamente que la
riqueza y diversidad de EcM se incrementa con la edad de planta. Una de las posibles
explicaciones para esta tendencia es que cuando la planta crece se desarrolla el dosel de la
misma, incrementandose la superficie foliar y consecuentemente la cantidad de C que la
planta asimila, que transporta a las raices y que “invierte” en la simbiosis (Twieg et al. 2007).
Otra explicacién posible es que a medida que la planta se desarrolla las raices también son
mas abundantes y se distribuyen de forma mas regular debajo del dosel, pudiendo asociarse
entonces a mayor diversidad de hongos edaficos (Kranabetter et al. 2005), influyendo asi
positivamente en la diversidad de EcM en las raices (Twieg et al. 2007). En este trabajo, los
ectomorfotipos observados en las raices de las plantulas fueron también hallados en
ejemplares de las demas categorias de edad. Esta similitud entre las EcM asociadas a
individuos de diferente edad ha sido previamente descripta en otras especies forestales, tales
como P. sylvestris (Jonsson et al. 2002) y Q. liaotungensis (Wang et al. 2011). Este fenémeno
podria ser consecuencia de que las plantas de distinta edad estan expuestas a un mismo
inéculo micorricico, o bien a que las EcM presentes en los jovenes y adultos circundantes a las
plantulas actiian como fuente de indculo. De hecho, ha sido sugerido que las plantulas
podrian adquirir C y N a partir de los adultos al establecer conexiones hifales entre si (Simard
et al. 1997, He et al. 2006, Wang et al. 2011). Cabe destacar que la riqueza y diversidad de

EcM asociada a los jévenes provenientes de los procesos de domesticacion fue mas elevada
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que la observada en los jovenes nativos y adultos, y que se hallaron algunas EcM asociadas
principalmente a esta categoria de edad (4.EcM2-n, EcM17-n, EcM19-n, EcM25-n, ECM26-n -
Figura 4.10). Esto podria deberse a que la parcela en la que se encuentra el ensayo presenta
cierto manejo respecto del bosque nativo. Por ejemplo, se encuentra rodeado por un
alambrado que impide la entrada de distintos animales que podrian influir en las
comunidades flingicas, como los jabalies. Ademas, se retiran de las parcelas las ramas de gran
tamafio y los troncos caidos que interfieren con el desarrollo de las plantas, lo que también
podria afectar las comunidades fingicas del suelo y de las ectomicorricicas en particular. Es
necesario llevar a cabo posteriores estudios que nos permitan hallar la razén de una mayor
diversidad de EcM en estos ejemplares de Rauli.

En este trabajo se observd que la riqueza, diversidad y composiciéon de EcM estan
asociadas a determinados patrones de estacionalidad. En términos generales, la riqueza y
diversidad de EcM tendi6 a ser mayor en el otofio, tanto en el bosque como en la plantacion
de pinos. Ademas, en el bosque se observd que algunas EcM se hallaban Gnicamente en el
otofio o bien que presentaban mayor ocurrencia durante esta estaciéon (EcM4-n, EcM12-n,
EcM13-n, EcM14-n, EcM20-n, EcM21-n y EcM24-n), mientras que otras se encontraron mejor
representadas en primavera (Figura 4.7). En la plantacion de pinos, la abundancia relativa de
cada grupo de ectomorfotipos cambié segin la estacién. Si bien algunos autores no han
detectado diferencias en la riqueza o diversidad de EcM entre distintas estaciones del afo
(Smith et al. 2007, Wang et al. 2011), existen distintos estudios que demuestran patrones de
estacionalidad tal como se describe en este estudio. Por ejemplo, Walker et al (2008)
compararon la distribuciéon de EcM en los sistemas radicales de Quercus spp. en otofio y
verano, y notaron cambios significativos en la composicién y dominancia de los hongos
ectomicorricicos, de forma que la riqueza de Cortinarius y Russulaceae disminuian en el
verano, mientras que la de Tricholoma y Thelephoraceae aumentaba durante esta estacion.
En Brasil, Giachini et al. (2004) estudiaron la diversidad de esporocarpos formados por
hongos ectomicorricicos bajo Pinus taeda y Eucalyptus dunnii, y hallaron que la diversidad era
mayor en otofio respecto de las otras tres estaciones del afio. En un trabajo reciente,
Jumpponen et al. (2010) utilizaron la técnica de pirosecuenciacion para explorar la dinamica
de las comunidades flngicas asociadas a las EcM de Quercus spp. Estos autores determinaron
que la riqueza y diversidad fungica disminuia a lo largo del periodo de crecimiento de las
especies (primavera). En Patagonia, Longo et al. (2011) observaron que la diversidad de EcM
en N. antarctica y N. pumilio fue mayor en primavera, mientras que Nouhra et al. (2012)
observaron que la riqueza de esporocarpos de hongos ectomicorricicos hipégeos en bosque

de N. dombeyi y N. pumilio tendi6é a ser mayor en otofio (aunque las diferencias no fueron
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significativas) y que la biomasa flngica en esta estacidn fue significativamente mayor a la
registrada en primavera. En base a esta informacion, resulta evidente que existen patrones
estacionales y que la variaciéon de los mismos no es homogénea ni presenta una tendencia
general, por lo que las causas de la misma también seran variables segin la especie y
ambiente que se estudie. Debido a las caracteristicas ambientales del area de estudio
considerada en ente trabajo, puede sugerirse que la mayor riqueza y diversidad de hongos
ectomicorricicos en otoilo estaria asociada a las abundantes lluvias de esa estacion, en la que
las temperaturas no alcanzan adn los valores minimos. La mayor diversidad y cantidad de
cuerpos fructiferos observadas en otofio tanto en este bosque de N. nervosa (observacion
personal) como en los bosques de N. dombeyi y N. pumilio estudiados por Nouhra et al. (2012)

sustentarian esta hipotesis.

CONCLUSIONES PARCIALES

En base a los resultados presentados en este Capitulo, puede afirmarse que las
comunidades de hongos formadores de EcM asociadas a N. nervosa en el bosque nativo son
diferentes a las observadas en ejemplares de la misma especie implantados bajo una
plantacién de pinos. Un menor porcentaje de colonizacion, riqueza y diversidad fungica en
este ultimo ambiente indicaria que si bien las plantas son capaces de establecerse y crecer, las
condiciones para que esta especie desarrolle EcM con diferentes hongos simbiontes no
parecen ser las dptimas, lo que a largo plazo podria resultar en una baja productividad de la
plantacion forestal.

En el bosque nativo se observd que la dindmica de las comunidades de EcM es
compleja y responde a distintos factores bidticos y abiodticos. Se detectaron diferencias en los
valores de colonizacion, riqueza y diversidad de EcM respecto de la edad de las plantas
analizadas y de la estacion del afio en la que se estudiaron, aunque deben estudiarse mas
detalladamente las causas de las mismas. Cabe destacar que los jovenes provenientes de los
procesos de domesticacion e implantados en el bosque presentaron mayor riqueza y
diversidad ectomicorricica que el resto de las categorias de edad consideradas en este
Capitulo. Este hecho resulta novedoso y requiere ser estudiado en mayor detalle debido a que
podria aportar informacién relevante para los procesos de domesticacion de la especie.

La informacion presentada en este estudio junto a otros trabajos llevados a cabo en la
region Andino-patagénica permiten afirmar que las diferentes especies de Nothofagus
presentan estrategias comunes de adaptacion al ambiente donde se desarrollan. La formaciéon
de EcM y los elevados valores de colonizaciéon corresponden a una de ellas, y sustentan la

importancia del rol de esta simbiosis en la adquisicidn de nutrientes, principalmente de P. La
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presencia de diversas especies fungicas que dan lugar a ectomorfotipos de distintas
caracteristicas también es un factor comun a las especies comprendidas en este género, y
podria indicar la necesidad de las mismas de formar relaciones simbié6ticas con EcM que les
brinden distintos beneficios (ej. acceder a variadas fuentes de nutrientes, explorar mayor

cantidad de sustrato y proteccioén contra patégenos vegetales, entre otros).
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Capitulo 5

INTRODUCCION

EL AMBIENTE DINAMICO DEL SUELO Y SUS INTERACCIONES

El suelo es una matriz natural compleja compuesta por so6lidos (minerales y materia
organica), liquidos y gases. La distribucién diferencial de estos elementos da lugar a distintas
interfaces biogeoquimicas (Ding 2011). La existencia de estas interfaces junto a diferentes
factores bioticos y abidticos (temperatura, pH, potencial redox), afectan la distribucién y
composicidn de las comunidades edaficas (Moreira & Siquiera 2006, Smalla & Van Elsas 2010,
Ding 2011). El suelo constituye entonces uno de los ambientes mas heterogéneo, complejo y
dindmico conocido, en el que se encuentran distintos micrositios que brindan gran diversidad
de nichos posibles de ser habitados por distintos seres vivos, entre los que se encuentran los
microorganismos (Moreira & Siquiera 2006, Smalla & Van Elsas 2010). Estos ultimos no se
distribuyen al azar sino que siguen patrones espaciales de agregacién, a diferentes escalas
(desde mm a km) y de forma dindmica (Ettema & Wardle 2002, Nogales 2005). Estudiar estos
aspectos de la microbiologia del suelo brindaria la posibilidad de utilizar los organismos
edaficos para la produccion de especies vegetales de interés, a fin de promover la
sustentabilidad de sistemas agricolas y forestales (Moreira & Siquiera 2006).

Los microorganismos se encuentran tanto sobre la superficie de las particulas del
suelo como en los espacios porosos (Figura 5.1), ocupando aproximadamente el 0,5 % de
estos ultimos. Son los principales conductores de los ciclos biogeoquimicos y de los procesos
de biotransformacion y estructuracion del suelo. Entre ellos, las bacterias son las mas
numerosas (~101* UFC/m2), mientras que los hongos (levaduras, hongos filamentosos y
dimoérficos) poseen la mayor biomasa (~100 g/m2) (Moreira & Siquiera 2006). Entre los
hongos del suelo, se encuentran aquellos capaces de formar ectomicorrizas (EcM). Se ha
demostrado en bosques boreales dominados por arboles del género Pinus que el micelio
extrarradical de las EcM corresponde aproximadamente al 32 % de la biomasa microbiana
total (Hogberg & Hogberg 2002). Asimismo, diferentes autores han estimado que la biomasa
de EcM asociada a diferentes especies arbdreas varia entre 25-107,8 g/m? en bosques de
Picea abies, entre 30,2-132 g/m? en bosques de Pinus sylvestrisi'(Dahlberg et al. 1997,
Helmisaari et al. 2009) y entre 113-185 g/m2 en bosques de Abies amabilis (Vogt et al. 1982).

11 Dado que en este Capitulo se mencionan los géneros Picea y Pinus, se utilizara la abreviatura Pi. Para
el primero y P. para el tltimo.
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Microorganismos en

pelicula de agua Microorganismos asociados

a fraccién organica

Materia organica

Particulas minerales

Microorganismos
asociados a poro con aire

Microorganismos

Poro con aire adheridos a la particula

Figura 5.1.- Esquema de la distribucion de los componentes del suelo y de los microorganismos asociados

a los mismos.

Entre las caracteristicas mas importantes e interesantes del suelo se encuentran las
complejas y diversas interacciones existentes entre los microorganismos que lo habitan
(Moreira & Siquiera 2006). Entre estas interacciones se encuentran las micorrizas, que
establecen distintos tipos de asociaciones no so6lo con las plantas que colonizan sino también
con las comunidades microbianas circundantes. En condiciones naturales, las micorrizas
estan rodeadas por comunidades bacterianas y fingicas complejas que interactian con el
sistema micorriza-planta a niveles fisicos, metabdlicos y funcionales. Es por ello que en la
actualidad deberia considerarse a las raices micorricicas y a las comunidades microbianas
asociadas como “complejos micorricicos multitroficos” (Frey-Klett et al. 2005, Frey-Klett &
Garbaye 2005) (Figura 5.2). A pesar de que estos complejos micorricicos influyen en la
productividad de las comunidades vegetales y en los ciclos de nutrientes, la estructura y
funcionalidad de los mismos ha sido escasamente estudiada (Frey-Klett & Garbaye 2005).
Existen trabajos que describen la interacciéon entre micorrizas y bacterias u hongos
filamentosos presentes en el suelo (Andrade et al. 1997, Filion et al. 1999, Soderberg et al.
2002, Johansson et al. 2004), siendo sumamente escasos aquellos que analizan la relacién
entre estas simbiosis y las levaduras del suelo (Fitter & Garbaye 1994, Garcia-Romera et al.
1998, Fracchia et al. 2000). Entre ellos se destaca el trabajo de Renker et al. (2004), quienes
reportan la existencia de gran diversidad de levaduras asociadas a raices colonizadas por
micorrizas arbusculares (MA) y a las esporas de estas ultimas, y los de otros autores quienes
afirman que algunas especies de levaduras incrementan la colonizacién de MA y la resistencia
de la planta a patégenos radicales (Singh et al. 1991, Chand-Goyal & Spotts 1996b, Vassilev et
al. 2001, Fracchia et al. 2003, El-Tarabily 2004, Medina et al. 2004, Sampedro et al. 2004). En
relacion a las EcM, se ha demostrado que existen diversos microorganismos que interactdan

con ellas de forma antagdnica o sinérgica (Garbaye 1994) (Figura 5.2). De esta forma, es
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posible que una determinada especie microbiana pueda afectar el establecimiento y
crecimiento de las plantas favoreciendo el desarrollo de determinadas EcM y/o limitando la
ocurrencia de otros microorganismos (Zacchi et al. 2003). Algunos trabajos han descripto la
interaccion entre EcM y las denominadas “bacterias facilitadoras de la micorrizacién”
(“Mycorrhiza Helper Bacteria“) (Founoune et al. 2002, Duponnois & Plenchette 2003,
Bonfante & Anca 2009). Entre los estudios que contemplan la interacciéon entre EcM y
levaduras edaficas se encuentra el realizado por Garbaye & Bowen (1989), quienes hallaron
una levadura en el manto de las EcM presentes en las raices de P. radiata capaz de promover
el desarrollo de la micorriza. Por otro lado, Zacchi et al. (2003) hallaron distintas especies de
levaduras asociadas a cuerpos fructiferos de Tuber y a apices ectomicorricicos colonizados
por este hongo, y estudiaron la capacidad de las mismas de sintetizar diferentes enzimas
extracelulares (celulasas, quitinasas, proteasas). Recientemente, Mestre (2012) ha descripto
en la region Andino-patagénica la diversidad de levaduras asociadas al suelo, la rizésfera y la
ectomicorrizésfera de distintos bosques de N. antarctica y N. pumilio, encontrandose entre
ellas algunas capaces de producir compuestos auxinicos y sider6foros y de solubilizar
fosfatos. Se desconocen hasta el momento las especies de levaduras asociadas a las EcM de N.
nervosa y el efecto que podrian tener las mismas sobre la colonizacién micorricica y la aptitud

general de la planta.

Tejidos de la raiz Micelio extrarradical

Bacterias del suelo

Manto fungico

Red de Hartig

4

: %( Otros hongos del suelo

40
A

Bacterias intrafiingicas

Figura 5.2.- Esquema del “complejo micorricico multitréfico” en el caso de las EcM (modificado de Frey-

Klett & Garbaye 2005).

LA RIZOSFERA, LA ECTOMICORRIZOSFERA Y EL ECTOMICORRIZOPLANO
Como se menciond anteriormente, las poblaciones microbianas interactian entre si y

con las plantas circundantes, siendo principalmente en la rizésfera donde se establecen estas
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relaciones entre los microorganismos del suelo y la planta. La rizésfera se define como la
delgada porcién de suelo (de apenas unos milimetros) que rodea las raices de las plantas y
que se encuentra bajo la influencia directa de éstas. Se caracteriza por presentar cualidades
fisico-quimicas diferentes y mayor actividad bioldgica respecto del suelo que la rodea, debido
a que las raices liberan distintos exudados (azucares, acidos orgdnicos y compuestos
volatiles) que favorecen el desarrollo microbiano (Linderman 1988, Grayston et al. 1997,
Barea et al. 2002, Botha 2006). Por otro lado se encuentra el rizoplano, que corresponde a la
epidermis radicular y a las particulas de suelo y microorganismos fuertemente adheridos a la
misma (Sylvia et al. 2005, Singer & Munns 2006).

La presencia de micorrizas influye en la fisiologia vegetal y en la composicién de los
exudados radicales, constituyendo entonces otro factor que modifica el ambiente que rodea a
las raices. Estos cambios afectan, tanto cualitativa como cuantitativamente, a las poblaciones
microbianas presentes en la rizésfera (Linderman 1988, Grayston et al. 1997, Barea et al.
2002, Calvaruso et al. 2007). Por ello, algunos autores han definido una nueva fraccién
llamada micorrizdsfera, que representa la regién directamente influenciada por las raices
micorrizadas (Figura 5.3) (Garbaye 1991, Liasu & Shoshanya 2007). En el caso de las raices
colonizadas por EcM, esta fraccion se denomina ectomicorrizésfera. De igual forma, la
superficie de los ectomorfotipos y las particulas y microorganismos adheridos a la misma es
denominada ectomicorrizoplano (Arocena et al. 1998). Linderman (1988) afirma que existen
diferentes formas, tanto beneficiosas como perjudiciales, en las que los microorganismos
rizosféricos o micorrizosféricos influyen sobre las interacciones micorricicas e
indirectamente sobre el crecimiento y desarrollo de la planta hospedadora. Por ello, se
considera que tanto la rizésfera como la micorrizosfera y el micorrizoplano representan un
punto clave para el estudio de las interacciones planta-microorganismo (Kowalchuk et al.
2010).

Un mejor entendimiento de los fendmenos que ocurren en la rizdésfera permitiria
utilizar y manipular los microorganismos presentes en ella para mejorar el crecimiento y la
produccion vegetal (Linderman 1988, Lucy et al. 2004), dos aspectos fundamentales para la
sustentabilidad de ecosistemas naturales, agrosistemas y sistemas forestales (Barea et al.
2002). Ademas, dado que la microbiota asociada a las micorrizas esta adaptada a convivir con
el hongo simbionte, el manto de las EcM constituiria un lugar apropiado para buscar
microorganismos capaces de estimular esta asociaciéon y de cumplir con las funciones
mencionadas (Garbaye & Bowen 1989).

Debido a las marcadas diferencias fisico-quimicas entre las superficies de las

fracciones aérea (filosfera) y subterranea de las plantas (rizésfera, micorrizosfera), la
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microbiota asociada a cada una de ellas suele ser diferente (Lindow & Brandl 2003). Por
ejemplo, en la filésfera dominan las bacterias y levaduras pigmentadas, que rara vez son
halladas en la rizésfera (Lindow & Brandl 2003, Fonseca & Inacio 2006). Por otro lado,
existen diferentes microorganismos asociados a las raices que no se hayan en la filésfera,
tales como Rhizobium y Azospirillum (Lindow & Brandl 2003). Resulta interesante entonces
estudiar si las levaduras asociadas a las EcM de N. nervosa presentan algun tipo de relacion
(morfolégica, taxonémica) con las descriptas en la superficie de sus frutos (Capitulo 2).

En conjunto, estos hechos hacen que resulte interesante la descripcién de las
levaduras asociadas a las EcM de una especie maderera de importancia forestal como el Rauli,
ya que esta informacién permitiria en el futuro estudiar el potencial rol de estos
microorganismos en las estrategias de facilitacién de la implantacién y subsistencia de las

plantas post-tratamiento de viverizacion.

Filbsfera

Ectomicorrizosfera
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Figura 5.3- Esquema en el que se sefialan las diferentes fracciones de suelo asociadas a las raices de las

plantas y su relacidn respecto de la filésfera (Capitulo 2) (modificado de Fernandez et al. 2009).

INFLUENCIA DEL GENOTIPO DE LA PLANTA SOBRE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS
Los distintos genotipos de una especie suelen estar asociados a diferentes tasas de
crecimiento, a distinta composiciéon quimica de hojas, raices y/o exudados, y/o a variaciones

en algunos procesos ontogenéticos y fisiolégicos (tasa de fotosintesis, regulacion hidrica,
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resistencia a estrés). Por lo tanto, la variabilidad genética de cada individuo puede influir
directamente sobre las distintas especies asociadas al mismo, incluyendo plantas, insectos,
animales y microorganismos (Whitham et al. 2006, Bossdorf et al. 2009). Tal es asi que
Shuster et al. (2006) han definido el término “efecto genético indirecto interespecifico”
(Interspecific Indirect Genetic Effects - 11GEs), en el que la influencia ambiental sobre el
fenotipo de una o un conjunto de especies se debe a la expresién de los genes de otra especie,
de forma que existen diferentes comunidades de organismos asociadas a plantas con
distintos genotipos. En la revision realizada por Whitham et al. (2006) se describen distintos
ejemplos y se discuten las implicancias de este tipo de efectos genéticos indirectos sobre los
ecosistemas y las relaciones evolutivas de los organismos que componen el mismo. Otros
trabajos sefialan que determinados genotipos vegetales se asocian a diferentes comunidades
de artrépodos (Bailey et al. 2006, Crutsinger et al. 2006, Barbour et al. 2009). Por otro lado,
[ason et al. (2005) observaron que la variabilidad genética de la especie P. sylvestris esta
relacionada con la sintesis de monoterpenos, los que a su vez regulan la riqueza de especies
vegetales presente debajo del arbol (Iason et al. 2005). De igual forma, ha sido documentado
que la variabilidad genética de una especie vegetal tiene un impacto significativo en la
composicidn y dindmica de las comunidades microbianas del suelo (Schweitzer et al. 2008,
Karst et al. 2009, Madritch & Lindroth 2011). Por ejemplo, Schweitzer et al. (2008)
determinaron que el genotipo de diferentes individuos de Populus angustifolia influye en la
biomasa y estructura de las comunidades microbianas presentes en el suelo bajo los mismos.
Incluso algunas especies vegetales de interés comercial modificadas genéticamente alteran la
biota edafica (Donegan et al. 1999, Griffiths et al. 2000). En este sentido, se determind que
plantas de papa genéticamente modificadas cambian el perfil fisiolégico de las comunidades
microbianas de la rizosfera (O’callaghan & Glare 2001), y que las plantas de canola
modificadas para tener mayor resistencia al glifosato alteran la composiciéon de los
microorganismos en zona radical (Siciliano & Germida 1999). También se ha descripto que
existe relacion entre los genotipos de P. contorta (Karst et al. 2009) y P. sylvestris (Leski et al.
2010) y los porcentajes de colonizacién y diversidad de las EcM presentes en el sistema
radical de cada especie.

En conjunto, esta informacién sugiere que la composiciéon genética de las
comunidades vegetales puede tener un impacto directo tanto a nivel del individuo como de
las comunidades de organismos asociadas al mismo, por lo que esta fuertemente ligada a
distintos procesos ecosistémicos, tales como la productividad, el flujo de energia y los ciclos
de nutrientes (Rhoades 1997, Smith et al. 1999, Treseder & Vitousek 2001, Schweitzer et al.
2004, Bailey et al. 2006, Madritch et al. 2006, 2009, Whitham et al. 2006, Schweitzer et al.
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2011). Ademas, es posible que existan comunidades unicas asociadas a los genotipos
individuales de distintas especies vegetales, lo que estaria directamente relacionado con la
biodiversidad de ambientes naturales y modificados (Schweitzer et al. 2011). Resulta
importante considerar esta informacién en planes de conservacién y manejo de bosques
naturales a fin de preservar la diversidad genética y biolégica de los mismos (Whitham et al.

2006).

TECNICAS MOLECULARES APLICADAS AL ESTUDIO DE COMUNIDADES MICROBIANAS

Tradicionalmente, el analisis de comunidades microbianas de ambientes naturales se
ha basado en técnicas de cultivo, en las que se utilizan diferentes medios y condiciones para
recuperar el mayor nimero de especies posible. Sin embargo, se estima que con las técnicas
de cultivo disponibles en la actualidad sélo el 0,1-1 % de los microorganismos son capaces de
desarrollarse, incluyendo los presentes en el suelo. Este hecho limita la posibilidad de
identificar la mayor parte de las especies presentes en el ambiente, lo que a su vez reduce la
posibilidad de estudiar en forma integral el rol de las comunidades microbianas en los
ecosistemas (Muyzer & Smalla 1998, Muyzer 1999, Hill et al. 2000).

En los ultimos afios se han desarrollado diferentes técnicas que revolucionaron el
estudio de las comunidades microbianas de ambientes naturales (Muyzer 1999, Hill et al.
2000). La extraccion directa de ADN a partir de una muestra ambiental junto con la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR - Polymerase Chain Reaction) permitieron el desarrollo de
técnicas moleculares que nos brindan nuevos conocimientos sobre la diversidad genético-
funcional de los microorganismos presentes en el ambiente (Muyzer 1999, Hill et al. 2000,
Anderson & Cairney 2004). En base a la utilizacién de estas técnicas en estudios de
microbiologia de suelos, se ha determinado que las comunidades microbianas edaficas son
mas diversas y complejas de lo que se pensaba (Hill et al. 2000, Anderson & Cairney 2004). La
mayor parte de los trabajos en los que se estudi6 la ecologia microbiana del suelo estan
focalizados en bacterias, por lo que las comunidades fingicas permanecen relativamente
poco estudiadas respecto de estos microorganismos (Anderson & Cairney 2004).

Existen diferentes técnicas moleculares que suelen aplicarse al estudio de ecologia
microbiana del suelo (clonacion, hibridacion). Entre las mas utilizadas se encuentran aquellas
que permiten establecer patrones de “huellas moleculares” de las comunidades
(fingerprinting). Este tipo de técnicas proveen un perfil caracteristico de la comunidad en
base a la separacién fisica de las secuencias de ADN correspondientes a las diferentes
especies presentes en la muestra. Estas técnicas nos brindan informacién sobre la riqueza y

diversidad microbiana en el ambiente en estudio y la posibilidad de monitorear el
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comportamiento de las comunidades a lo largo del tiempo. En general, estas técnicas
consisten en extraer el ADN total de la muestra, amplificar una regiéon del mismo y luego
analizar los productos de PCR con el método de Electroforesis en Gel con Gradiente
Desnaturalizante (DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) o con Gradiente de
Temperatura (TGGE - Temperature Gradient Gel Electrophoresis) (Muyzer & Smalla 1998,
Muyzer 1999), siendo esta dltima la técnica que fue utilizada para desarrollar el objetivo
planteado en este Capitulo.

La técnica de TGGE permite separar productos de PCR que presenten la misma
longitud pero que difieran en secuencia. El fundamento de la misma se basa en el
comportamiento de desnaturalizacion de la doble cadena de ADN, el cual esta determinado
por la secuencia de nucleétidos de cada una de las especies presentes en la muestra. De esta
forma, a medida que las moléculas de ADN avanzan en el gel sometido a un gradiente
continuo de temperatura, se mantienen como moléculas helicoidales hasta alcanzar el punto
térmico de desnaturalizacion. En ese momento, la molécula de ADN comienza a
desnaturalizarse, se abren las cadenas y como consecuencia deja de migrar en el gel. Por lo
tanto, las moléculas de ADN que presenten diferentes secuencias nucleotidicas (ej. distintos
contenido de C+G) se desnaturalizaran en distintos puntos del gel (Muyzer & Smalla 1998,
Muyzer 1999, Hill et al. 2000, Escalante 2007). Con la técnica de TGGE pueden detectarse
hasta 50 % de las diferencias nucleotidicas en secuencias de hasta de 500pb. Este valor se
incrementa aproximadamente al 100 % si se agrega una secuencia corta y rica en GC (llamada
CGclamp) en uno de los extremos del fragmento de ADN (este fragmento es agregado al
extremo 5" de uno de los primers) (Muyzer & Smalla 1998). Otra forma de mejorar los
resultados obtenidos por esta técnica es correr en el gel fragmentos cortos de ADN (<500 bp),
lo que generalmente resulta en una mejor resoluciéon de las bandas del perfil (Anderson &
Cairney 2004). El resultado obtenido con esta técnica es un perfil en el que el niumero de
bandas corresponde al niimero de miembros dominantes en la comunidad microbiana
(Muyzer & Smalla 1998) (Figura 5.4). Si se realizaron los pasos necesarios para optimizar la
definicion de los perfiles (agregado de CGclamp y amplificacion de fragmentos cortos), puede
considerarse que cada banda corresponde a una especie distinta y que la intensidad de la
misma es un reflejo de la abundancia de cada especie en la comunidad (Hill et al. 2000,
Escalante 2007). Asi, el nimero de bandas de cada perfil puede considerarse una medida de
la riqueza de la muestra (Muyzer 1999, Nubel et al. 1999). En la actualidad, el TGGE es una
herramienta molecular de amplio uso en la microbiologia ambiental, ya que es una técnica
confiable, reproducible, rapida y de costo reducido que permite analizar numerosas muestras

en forma simultanea (Muyzer 1999). Estas caracteristicas llevaron a que sea una de las
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técnicas mas utilizadas (junto con el DGGE) para analizar y describir las complejas

comunidades del suelo (Anderson & Cairney 2004).
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Figura 5.4- Esquema en el que se muestra la migracion diferencial de distintas moléculas de ADN en un

gel sometido a un gradiente de temperatura contintio. a) Migracion de las secuencias nucleotidicas de
los microorganismos A, B, C y D donde se observa que aquellas moléculas que presentan puntos de
desnaturalizacion mas elevados migran mas lejos; b) Patron de bandas obtenido para cada
microorganismo (A, B, C y D), para la suma de los mismos (S) y para una muestra ambiental en la que

éstos se hallan presentes (M). A ambos lados se encuentra el marcador de peso molecular (L - Ladder).

Si bien las técnicas moleculares permiten explorar las comunidades microbianas con
un detalle que no es posible a través de los métodos de cultivo, el hecho de aislar, identificar y
poder mantener en cultivo los microorganismos nos brinda la posibilidad de estudiarlos en
detalle y de utilizarlos para realizar tareas experimentales, otorgandonos informacion sobre
su evolucion, ecologia, fisiologia, interacciones con otros organismos y sobre su potencial
aplicacion biotecnoldgica (Escalante 2007). Por lo tanto, para analizar y describir las
comunidades microbianas es recomendable utilizar sinérgicamente técnicas dependientes e
independientes de cultivo, dado que la informacién que nos brindan es complementaria (Hill
et al. 2000, Nichols 2007). Por ello, en este Capitulo se plante6 abordar el estudio de las
comunidades fungicas asociadas al sistema radical de ejemplares jovenes de N. nervosa
nativos y cultivados a partir de semillas provenientes de poblaciones con distinto grado de
diversidad genética aplicando técnicas moleculares y métodos tradicionales de aislamiento y

cultivo.

OBJETIVO

Describir las comunidades flngicas asociadas a los ectomorfotipos y al suelo
circundante a las raices de ejemplares jévenes de N. nervosa en distintos ambientes (bosque

nativo y plantaciéon de pinos) y en relacién a la diversidad genética de la especie.
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MATERIALES Y METODOS

En este Capitulo se trabajo sé6lo con individuos jovenes, ya que es la tinica categoria en
la que podrian realizarse comparaciones entre ejemplares nativos y cultivados e implantados
en los dos ambientes de estudio: el bosque nativo y la plantacién de pinos. Se abordé el
estudio de las comunidades flngicas asociadas a N. nervosa desde dos perspectivas
diferentes. En primer lugar, se cuantificaron, aislaron e identificaron las levaduras asociadas
a los ectomorfotipos mas abundantes en los ejemplares jovenes nativos (Jvn) y en los jévenes
de la misma procedencia (Yuco) cultivados en vivero e instalados en ensayos bajo bosque
(JvDom-n) y bajo la plantaciéon de pinos (JvDom-e). Por otro lado, se utilizaron analisis de
TGGE para evaluar la riqueza de los hongos asociados al suelo circundante a las raices de
ejemplares jovenes de distinta procedencia y diversidad genética implantados en el bosque

(JvDom-n) y en la plantacion (JvDom-e).

COLECCION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Como se mencion6é en la Introduccion (Capitulo 1), el INTA EEA Bariloche ha
instalado diferentes ensayos de progenies y procedencias tanto bajo bosque nativo como bajo
plantaciones de exoticas (pinos). Las poblaciones a partir de las cuales se coleccionaron las
semillas (procedencias) utilizadas para cultivar las plantulas de estos ensayos presentan
distinta diversidad genética (elevada, intermedia o baja), lo cual fue determinado en base al
analisis de distintos parametros de diversidad genética, tales como el nimero de alelos, la
riqueza alélica, la heterocigosis y su comparacion entre distintas poblaciones de la especie
(Marchelli & Gallo 2004).

Para poder evaluar la existencia de algin tipo de asociaciéon entre la diversidad
genética de N. nervosa y las comunidades de hongos en su sistema radical, se seleccionaron en
el ensayo de la region de Yuco (instalado bajo bosque nativo en el afio 1999) y en el de
Meliquina (instalado en la plantacién de pinos en el afio 2000) 3 procedencias: a) la
correspondiente al area de estudio considerada en este trabajo de Tesis (Yuco), que posee
diversidad genética intermedia; b) la procedencia que presentaba mayor diversidad genética
(Hua-Hum en el ensayo bajo bosque nativo y Quefii en la plantacién de pinos); y c) la
procedencia que tuviera menor diversidad genética (Pudu-pudud). Para seleccionar las
procedencias segun este criterio se utilizaron los datos obtenidos a partir de 2 técnicas que
utilizan marcadores moleculares previamente descritos para la especie: isoenzimas Marchelli
& Gallo (2004) y microsatélites (Unidad de Genética Ecoldgica y Mejoramiento Forestal INTA
EEA Bariloche, no publicada). Las procedencias utilizadas en cada ensayo y su descripcion se

muestran en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1.- Ubicacidén y caracteristicas genéticas (basadas en isoenzimas) de las poblaciones de Rauli
seleccionadas en los ensayos de progenies y procedencias a partir de las cuales se colectaron las semillas
utilizadas para cultivar las plantas ubicadas en los mismos. Ensayo = Ensayo de procedencias en el que
se selecciono esa poblacidn; Y = Yuco; M = Meliquina; DivGen = Diversidad genética de la poblacion; P
= Porcentaje de loci polimérficos; AL = Nimero promedio de alelos por locus; v = Diversidad genética

de la poblacién (Gregorius 1978); He = Heterocigosis esperada (Nei 1973) (Marchelli & Gallo 2004).

NOMBRE CUENCA ENSAYO DIVGEN LAT LoNG P Ay |4 H:
POBLACION (LAGO) S (0]

Hua Hum Lacar Y Elevada 40°10° 71°40° 100 2,75 1,32 0,24
Queiii Lacar M Elevada 40°10° 71°46° 75,0 1,75 1,23 0,19
Yuco Lacar Y-M Intermedia  40°14" 71°49° 625 1,75 1,23 0,19
Pudi- Puda Hermoso Y-M Baja 40°22° 71°28 62,5 1,75 1,23 0,12

A fines de la primavera del afio 2010 se escogieron al azar 5 individuos jévenes de
cada una de las 3 procedencias seleccionadas para cada ensayo (Tabla 5.1). Para el
aislamiento de levaduras se consideraron ademas 5 ejemplares jovenes pertenecientes al
bosque nativo, obteniéndose un total de 35 individuos. De cada uno se tomaron 3
submuestras del sistema radical y el suelo circundante a éste utilizando un sacabocado y de la
misma forma que la descripta en el Capitulo 4. El sacabocado era desinfectado con alcohol 70
% cada vez que se muestreaba un arbol diferente. Las muestras de suelo y raices fueron
colocadas en bolsas de plastico individuales y previamente rotuladas, transportadas al
laboratorio y analizadas a la brevedad (1-2 dias). Para cada individuo se hizo un pool con las
3 submuestras.

Para los andlisis de TGGE se analizaron un total de 30 individuos jévenes (5
ejemplares por cada una de las 3 poblaciones seleccionadas en los ensayos de Yuco y
Meliquina), mientras que para llevar a cabo el aislamiento de levaduras a partir de los
ectomorfotipos de N. nervosa se estudiaron un total de 15 arboles (5 ejemplares nativos y los
5 ejemplares correspondientes a la procedencia Yuco comprendidos en cada uno de los
ensayos). De cada uno de los ejemplares muestreados se coleccionaron 10-15 hojas para
realizar la caracterizacion genética del individuo. Para ello se seleccionaron aquellas que
estuvieran en buen estado (no senescentes, ni afectadas por insectos) y se conservaron en
bolsas de papel, donde se dejaron secar a temperatura ambiente

Para el analisis de las muestras se separaron las mismas en tres fracciones: 1) para
realizar los andlisis de TGGE se homogeneiz6 la muestra y se fraccionaron 10 g de suelo en
bolsas plasticas estériles que se conservaron a -20 °C hasta su procesamiento; 2) para llevar a
cabo el aislamiento de levaduras a partir de los ectomorfotipos presentes en las raices frescas

de N. nervosa se tamizo el resto de la muestra y se separaron las raices en cajas de Petri
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estériles; y 3) el suelo tamizado se conservo para realizar la caracterizacion fisico-quimica del

mismo, la cual se describe a continuacion.

CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL SUELO

Para caracterizar el suelo en el que se desarrollan los diferentes ejemplares jovenes
de N. nervosa utilizados para el aislamiento de levaduras se determiné el Carbono total (Cr),
el Nitrégeno total (Nt), el Fosforo extraible (Pg), el pH en agua, la granulometria y la Clase
textural del suelo. Para los 4 primeros parametros (Cr, N, Pz y pH) los andlisis se realizaron a
nivel individual, es decir para la muestra de suelo correspondiente a cada uno de los 5
individuos analizados por categoria (Jvn, JvDom-n y JvDom-e). La granulometria y la clase
textural se determinaron en una muestra conjunta del suelo perteneciente a los 5 individuos
incluidos en una misma categoria (es decir, para un total de 3 muestras: Jvn, JvDom-n y
JvDom-e).

Para realizar los andlisis se secaron las muestras de suelo a temperatura ambiente.
Luego, se tamizaron con una malla de 2 mm (pH, Pg) o0 0.5 mm (Cr, Nt), segun requiriera cada
andlisis. El Cr se analizé por digestion de Walkley-Black, el Nt por el método de Kjeldahl
(Nelson & Sommers 1996) y el Pg se analiz6 en solucién alcalina tamponada (0.5 N NaHCO3)
por el método del acido ascérbico (Kuo 1996). Estos andlisis fueron llevados a cabo en el
Laboratorio de Suelos del Centro Regional Universitario Bariloche, Universidad Nacional del
Comahue. La granulometria y clase textural del suelo se determind por el método de Day
(1965) en el Laboratorio de Suelos del INTA EEA Bariloche. El pH se midié en una suspension
suelo:agua (1:2.5) con un pHchimetro en el Laboratorio de Microbiologia Aplicada y

Biotecnologia (Page et al. 1982).

LEVADURAS Y HONGOS DIMORFICOS ASOCIADOS A ECTOMORFOTIPOS
Seleccion de los ectomorfotipos y aislamiento y agrupamiento de las cepas

Como se menciond anteriormente, este andlisis se realizé para un total de 15
individuos. Para cada uno de ellos se lavaron las raices cuidadosamente en agua estéril y se
observaron bajo microscopio estereoscépico (Olympus SZ30) en condiciones de asepsia. A fin
de poder evaluar si la presencia de micelio extrarradical influye en las comunidades de
levaduras asociadas a la EcM, se seleccionaron en cada individuo 2 ectomorfotipos: uno liso
sin micelio extrarradical (de Tipo Exploratorio 1) y otro con abundante micelio extrarradical
(de Tipo 2 o 3 segun el individuo). Todos los ectomorfotipos seleccionados correspondieron a

alguno de los grupos de afinidad morfoldgica descriptos en el Capitulo 4.
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Para cada individuo se tomaron de la muestra todos los apices ectomicorricicos
correspondientes a cada uno de los 2 ectomorfotipos seleccionados y se colocaron en tubos
plasticos de 1,5 mL estériles y previamente pesados (uno para los ectomorfotipos
correspondientes al Tipo exploratorio 1 y otro los de Tipo 2 y 3). Es decir que se contd con un
total de 30 tubos, 15 correspondientes a ectomorfotipos lisos y 15 a aquellos con abundante
micelio extrarradical. A cada tubo se le agreg6 solucion fisiologica (NaCl 0,9 % p/v) hasta
obtener una dilucién 1:25 p/v. Los tubos se agitaron en vortex a maxima velocidad durante 5
min y luego se centrifugaron por 30 s a 10000 g para precipitar los restos de ectomorfotipos.
Para cada muestra se sembraron por agotamiento en superficie 100 pL de la suspensién en
cajas de Petri con medio MYP (Anexo II) adicionado con cloranfenicol 0,01 % (Yarrow 1998).
Para optimizar la recuperacién de levaduras a partir de las muestras, se utiliz6 este medio
con y sin el agregado de fungistatico. El fungistatico utilizado fue Rosa de Bengala (Cicarelli)
en una concentracion de 25 pg/mL (Mestre et al. 2009). Se incubaron las placas a 20 °C por
72 hs y luego a 4 °C por 48 hs, periodo durante el cual las colonias desarrollaron muchas de
sus caracteristicas morfoldgicas distintivas, principalmente color, textura y presencia de
micelio. Luego, se cuantificaron las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) presentes en
cada placa y se aislaron la totalidad de las levaduras. En caso que hubiera mas de 15 UFC, se
aislaron un 75 % de las mismas. Las levaduras fueron repicadas en medio MYP hasta obtener
cultivos puros. Los aislamientos fueron crioconservados a -80 °C en solucion de glicerol 20 %.

Una vez puros, los aislamientos fueron clasificados en grupos preliminares de
afinidad segun sus caracteristicas macromorfoldgicas (color, forma de la colonia, textura,
presencia de micelio o pseudomicelio) y su capacidad de producir pigmentos (carotenos o
melanina) y micosporinas. La produccién de pigmentos carotenoides y melaninas se evalu6
visualmente y bajo luz blanca en todos los aislamientos luego de haber sido cultivados 3 dias
a 20 °Cy 2 semanas a 4 °C (Muiioz 2010). La induccién, extraccién y analisis de micosporinas
se llevd a cabo en todos los aislamientos y de acuerdo a la técnica descripta el Capitulo 2
(Moliné et al. 2011). Brevemente, ésta consistio en cultivar las cepas en placas de Petri con
medio MMS (Anexo II) en forma de césped y en camara (Semedic I-500PF) durante 4 dias a
20 °C con fotoperiodo 12 hs luz visible/12 hs oscuridad. La biomasa obtenida se resuspendid
en tubos platicos estériles conteniendo 1 mL de metanol 20 % v/v, se homogeneizé la
suspension en vortex y se incubd durante 24 hs a 4 °C y luego 2 hs a 45 °C. Luego, se
centrifugaron las muestras a 12000 g por 15 min (centrifuga Sigma 4K15), se recuperd el
sobrenadante y se midié su absorbancia a 310 nm utilizando una cubeta de cuarzo

(espectofotémetro Hewlett Packard P 8453-E).
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Extraccion de ADN gendémico, andlisis moleculares y filogenéticos de levaduras y
hongos dimérficos asociadas a ectomorfotipos de Nothofagus nervosa

Se realizaron extracciones de ADN gen6mico de todos los aislamientos de levaduras y
hongos dimérficos obtenidos. Para ello se procedi6é de la misma forma que la descripta en el
Capitulo 2, que consistio en sembrar las levaduras en medio MYP (Anexo II) e incubarlas por
72 hs a 20 °C. Luego se suspendi6 una ansada del cultivo en 100 pL de buffer de lisis (Anexo
1) y se homogeniz6 en el vortex a maxima velocidad durante 1 min. Los tubos fueron
colocados a -80 °C durante 1 h y transferidos inmediatamente a un bafio termostatico a 100
°C durante 10 min. Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 13000 g por 10 min y el
sobrenadante se transfirié a un tubo limpio (Fernandez et al. 2012). Para confirmar la
homogeneidad de los grupos macromorfolégicos formados anteriormente, se estudiaron los
patrones de huellas moleculares (fingerprinting) de todos los aislamientos de levaduras por
medio de la técnica MSP-PCR, en la que se analizaron las regiones Mini/Microsatélites del
ADN genoémico. Este procedimiento fue llevado a cabo segin se describi6 en el Capitulo 2,
utilizando el primer M13 (5'-GAGGGTGGCGGTTCT-3') para realizar las amplificaciones y
luego analizando los patrones de bandas obtenidos (Libkind et al. 2003, de Garcia et al
2007). Una vez confirmada la homogeneidad de los grupos, 2-3 representantes de cada uno
de ellos fueron secuenciados. En este caso se amplificd la regiéon D1/D2 y una porcién de la
region ITS con los primers NL1 y NL4 (GBT Oligos). La reacciéon de PCR fue realizada en un
volumen final de 50 pL segun las siguientes concentraciones: 0,5 mM MgCl;, 0,8 mM dNTPs,
0,2 pM de cada primer, 1U Taq polimerasa (Invitrogen), 1X buffer de reaccién y 3,8 uL de una
dilucién 1:100 1:100 pl de ADN stock/agua MiliQ estéril. Las condiciones de reaccién fueron:
un ciclo de desnaturalizacién de 95 °C por 2 min, 35 ciclos de 15s5sa95°C,25sa54°Cy 20sa
72 °C, y una extension final de 10 min a 72 °C. Los productos de PCR fueron purificados
(BioNeer) y enviados a secuenciar con el primer NL4 por la empresa Macrogen Inc. (Seul,
Corea). Las secuencias nucleotidicas fueron corregidas manualmente, alineadas y sujetas a
analisis filogenéticos utilizando el programa MEGA4 (Tamura et al. 2007). Una vez corregidas
fueron comparadas con las secuencias disponibles en la base de datos GenBank-NCBI para
identificar el taxén al que correspondian (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST /Blast.cgi).

Se construyeron 2 arboles filogenéticos, uno correspondiente al Phylum
Basidiomycota y el otro al Phylum Ascomycota, utilizando el algoritmo Neighbor Joining (N]),
valores de significancia estadistica para 1000 repeticiones (bootstrap) y el modelo Kimura de
2 pardmetros (Kimura et al. 2004). En caso de contarse con varias secuencias de una misma
especie, so6lo 4 fueron consideradas para construir el arbol. Las secuencias obtenidas en este

trabajo fueron alineadas con los representantes mas afines taxondmicamente de acuerdo a la
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informacién disponible en el NCBI y con las cepas tipo en caso de contarse con las mismas. La
nomenclatura y clasificacion de las especies identificadas corresponden a la citada en la base
de datos PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi) e Index

Fungorum (www.indexfungorum.org).

CARACTERIZACION GENETICA DE INDIVIDUOS DE NOTHOFAGUS NERVOSA

Para la extraccidon de ADN a partir de las hojas de N. nervosa se utilizé el protocolo de
extraccién descripto por Dumolin et al (1995), que se detalla en al Anexo V. La
caracterizacion de los genotipos de los 35 individuos de Rauli se realiz6 mediante
marcadores genéticos hipervariables, utilizdndose un set de 7 pares de microsatélites,
algunos de ellos desarrollados para la especie y otros transferidos desde N. pumilio y puestos
a punto para poder utilizarse en la misma (Azpilicueta et al. 2004, Marchelli et al. 2008,
Soliani et al. 2010) (Tabla 5.2). La reaccién de PCR se llev6 a cabo en un volumen final de 15
uL. Para cada par de primers se utilizaron distintas concentraciones de reactivos, las cuales se
detallan en la Tabla 5.3. Para la lectura de las muestras en el secuenciador capilar se utilizo
un primer de cada par marcado con un fluoréforo, excepto en el caso de los primers
transferidos desde N. pumilio donde se emple6 la metodologia de un tercer primer marcado
con el fluoréforo (M13) (Schuelke 2000). Para la mayor parte de las reacciones se utiliz6 la
polimerasa GoTaq (Promega), a excepcion de las amplificaciones con el primer NnBio11 para
las cuales se utilizé la enzima TagPlatinum (Invitrogen) y sus correspondientes buffers. Las
condiciones de amplificacion por PCR fueron las siguientes: desnaturalizacién a 94°C por 4
min seguido por 35 ciclos a 94°C 30s, Ta por 30s (Tabla 5.3), 72°C 30s y una extension final
de 72°C por 30 minutos. Para confirmar la amplificacion de las muestras y la correcta
intensidad de banda (cantidad de ADN) se chequearon los productos de PCR en geles de
agarosa 2 %. Finalmente, los productos de PCR se enviaron a la Unidad de Genémica del INTA
Castelar para ser analizados con un Secuenciador ABI 3700.

Los electroferogramas!? obtenidos se visualizaron, corrigieron y analizaron con el
programa GeneMaper 4.0 (Applied Biosystems). Se armé una base de datos en la que se
detalld qué alelo/s poseia cada individuo para los siete locus analizados. Esta base fue
utilizada para calcular los parametros de diversidad genética poblacional e individual. Para el

calculo de los parametros poblacionales se consideraron los cinco individuos de cada

12 La electroforesis capilar es una técnica de separacién que proporciona un mapa detallado de las
sustancias que conforman la muestra. El resultado es un electroferograma en el cual se representa
cada sustancia por una forma de onda (similar a campana de Gauss) en donde la amplitud de cada pico
esta relacionada con la concentraciéon de cada sustancia (Ceballos 2005). En el caso del analisis
realizado en el presente trabajo de Tesis, la sustancia corresponde al ADN y cada pico a un alelo.
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procedencia en cada ensayo por separado como una poblacién, por lo que el ndmero de
poblaciones considerado fue 7 (las poblaciones detalladas en Tabla 5.1 y poblacién de
jovenes nativos-de Yuco). En primer lugar, se calcularon las frecuencias de los distintos
alelos, y luego se estimaron los siguientes parametros: nimero de alelos, nimero medio de
alelos por locus, heterocigosis observada y heterocigosis esperada. Se analiz6 la existencia de
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg. Para ello se utiliz6 el programa GenAlEx 6.2
(Peakall & Smouse 2006), de acceso libre (http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAIlEx).

Para evaluar la diversidad genética de cada ejemplar se calcularon diferentes
parametros individuales: la heterocigosis observada (Ho), el indice de relacién interna (IR -
Internal Relatedness) (Amos et al. 2001) y la heterocigosis ponderada por locus (HL -
Heterozygosity weighted by Locus) (Aparicio et al. 2006). Estos fueron calculados con el macro
IRmacroN4 (http://www.zoo.cam.ac.uk/zoostaff/meg/amos.htm#ComputerPrograms), de
acceso libre. Este funciona bajo Excel y fue desarrollado por Amos et al. (2001) para calcular
diferentes parametros genéticos. Ademas, se calculd para cada individuo un parametro al que
se denomind heterocigosis individual (HI) dividiéndose el nimero de alelos que poseia sobre
el total de alelos distintos posibles para los siete locus, es decir 14 (ej. si un individuo fuera

homocigota para todos los locus HI = 0,5, y si fuera heterocigota para todos ellos HI = 1).

ANALISIS DE TGGE

Esta seccion se llevé a cabo en el Laboratorio de Gendémica Integrativa e Funcional
(BioFIG), del Centro de Biodiversidade, de la Faculdade de Ciéncias, en la Universidade de
Lisboa, Portugal, producto de un trabajo en colaboracion entre la Dra. Chaves Sandra y el Dr.
Tenreiro Rogério de Portugal y 1a Dra. Fontenla y la autora de esta Tesis de Argentina.

Para extraer el ADN de las muestras de suelo se utilizo el kit de extraccién PowerSoil®
(MoBio Laboratories, Inc.) segtn las instruccion del fabricante, utilizandose 0,25 g de suelo.
Para amplificar el ADN se aplicé la técnica de PCR anidadas (Nested PCR). Se realizaron 3
reacciones: una para hongos totales, otra para hongos pertenecientes al Phylum
Basidiomycota y la tercera para aquellos incluidos en el Phylum Ascomycota. Para ello, las
primeras amplificaciones se realizaron con los siguientes 3 pares de primers: ITS1F-ITS4 para
amplificar hongos en general, ITS1F-ITS4B para amplificar hongos del Phylum Basidiomycota
e ITS1F-ITS4A para los incluidos en el Phylum Ascomycota (Invitrogen). Las amplificaciones
se llevaron a cabo segun las siguientes concentraciones: 6 mM MgCl,, 0,32 mM dNTPs, 0,2 uM
de cada primer, 1U Taq polimerasa, 1X buffer de reacciéon y 5 pL. de ADN gendémico o de una
dilucién 1:50. Las condiciones de PCR fueron: un ciclo de desnaturalizacién de 94 °C por 3

min, 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 50 °Cy 1 min a 72 °C, y una extension final de 10 min
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a 72 °C. Los productos de PCR obtenidos fueron utilizados como molde (template) para
realizar una segunda amplificacion con los primers ITS1F e ITS2. Para esta amplificacion se
utilizé el primer adicionado con el CGclamp a fin de obtener una mejor resolucién de los
perfiles de TGGE. Se verificaron los productos de PCR en geles de agarosa 1 %.

El analisis de TGGE fue llevado a cabo en un equipo (Biometra). Para correr las
muestras se utilizé un gel de poliacrilamida. Los fragmentos de ADN fueron separados por
electroforesis a través de un gradiente continuo de temperatura y los geles fueron tefiidos
con nitrato de plata. Una vez obtenidos los patrones de bandas, se utilizé6 el programa
Bionumerics 6.6 (Applied Maths) para analizar los perfiles de bandas obtenidos. Para la
construcciéon de los dendrogramas se aplic6 el indice de Dice con un valor de tolerancia de
0.5%. Este indice se basa en la presencia/ausencia de las bandas y la tolerancia que define
corresponde a la distancia maxima que puede haber entre dos bandas de diferentes muestras
para que sean consideradas la misma. Se utiliz6 el método de UPGMA (Unweighted pair group

method) para realizar los agrupamientos de los perfiles de bandas.

ANALISIS ESTADISTICOS

Se utilizaron analisis factoriales de una via (ANOVA) para comparar: los contenidos de
nutrientes (Cr, N1, Pg) y pH del suelo en los individuos jovenes de N. nervosa analizados en las
distintas categorias de edad (3 niveles: Jvn, JvDom-n y JvDom-e); el nimero de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) de levaduras respecto de: el tipo de medio de cultivo utilizado
(2 niveles: medio MYP y medio MYP+RB), el Tipo exploratorio del ectomorfotipo a partir del
cual fueron aisladas (2 niveles: Tipo 1y Tipo 2 y 3), y el ambiente en el que se encontraban (2
niveles: bosque y plantacién de pinos). Se llevaron a cabo 3 andlisis factoriales (ANOVA) de 2
vias para analizar el nimero de bandas de los perfiles fingicos del suelo obtenidos a partir de
la técnica de TGGE, uno correspondiente a hongos totales, otro a los perfiles obtenidos para
hongos del Phylum Basidiomycota y el tltimo para los del Phylum Ascomycota. Los factores
considerados para estos analisis fueron: ambiente con 2 niveles (bosque nativo y plantacion
de pinos) y diversidad genética con 3 niveles (elevada, intermedia y baja). Se realizé un
analisis de Chi-cuadrado para evaluar si existia asociacién entre las proporciones de
levaduras pertenecientes a los Phyla Basidiomycota y Ascomycota respecto de las categorias
de jovenes estudiadas. Para los andlisis a posteriori, en aquellos casos en los que las
diferencias estadisticas fueron significativas se utilizé la Prueba de Tukey.

Para evaluar si existia correlacion entre el nimero de bandas de los perfiles obtenidos
para cada individuo y los distintos parametros de diversidad genética calculados se utiliz6 el

Indice de correlacion de Pearson (r).
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Tabla 5.2.- Descripcion de los marcadores microsatélites utilizados para caracterizar genéticamente al Rauli. F = Primer forward; R = Primer reverse; * = Fluoré6foro incluido

en el Primer F; ™ = El fluoréforo se adiciona al primer M13; 1 Azpilicueta et al. 2004; 2 Marchelli et al. 2008; 3 Soliani et al. 2010; * de Vendramin (en preparacidn).

Locus SECUENCIA DEL PRIMER (5'-3") MoTIVO REPETIDO TAMANO ALELOS (PB)  FLUOROFORO

NgBio141 F: AGAACACAGACAGATCACCC (CA)3(CACAA)4(CA)s 246-281 Hex (verde)*
R: TATTTTGGACATGATCCTTG

NnBio111 F: AGGGACGCACATTTCAAAAC (GT)1o 221-247 Fam (azul)*
R: GACTTGGCCTACATCACTTCTTC

NnBio372 F: CAACGACTGTTCCCAACTCC (CD12 112-136 Fam (azul)*
R: TTACCTGGTGGGAGATTTCG

NnBio1112 F: TATGTGAACGCGTCTGCTTC (GT)2A(GT)10 118-140 Ned (negro)*
R: CGCTCTTCAGACCAGAAAGG

Npum93 F: TAATGGACGCGAACTGATGA (TTC)q 150-168 Hex (verde)™
R: AGGGGTGGGTTTGGAATTAG

Npum143 F: TGAGATTTCGTGCTCATCCA (GA)3(CA)2(GA)s 274-280 Fam (azul)”
R: CAGGAGGTCCACCTCATCAT

Oakpum64* F: CATTCATGGCGTACCACAAC (CAA)s 370-379 Hex (verde)™

R: AGCCATTGGTTTGAGGATTG

Tabla 5.3.- Concentracion de los reactivos utilizados en los mix de PCR de cada par de primersy temperatura de annealing del ciclado correspondiente a cada uno de ellos.

Primer F = Primer forward; Primer R = Primer reverse; Ta = Temperatura de annealing del programa de ciclado; * = Se utiliz6 la polimerasa Taq Platinum

Locus BUFFER MGCL; PRIMER F PRIMERR  PRIMER DNTPs TAQ BSA Ta
(X) (MM) (=M) (=M) M13 (uM) (MM) (U/ulL) (M6/ML)  (°C)
NgBio14 1 1,5 0,2 0,2 - 0,1 0,04 0,3 55
NnBiol1 1 1,5 0,2 0,2 - 0,1 0,04* 0,3 59
NnBio37 1 3 0,33 0,33 - 0,1 0,04 0,3 59
NnBio111 1 3 0,16 0,16 - 0,1 0,04 0,3 53
Npum9 1 1,5 0,01 0,04 0,04 0,1 0,05 0,3 60
Npum14 1 3,5 0,01 0,04 0,04 0,1 0,05 0,3 60
Oak_pum64 1 3,5 0,01 0,04 0,04 0,1 0,05 0,3 55
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL SUELO ASOCIADO A LOS ECTOMORFOTIPOS ANALIZADOS

En la Tabla 5.4 se muestran los valores Cr, Nt, Pz y pH obtenidos para las muestras de
suelo analizadas para cada individuo joven de N. nervosa. La diferencia entre los valores
obtenidos para el suelo bajo los jovenes nativos (Jvn) y los jévenes cultivados implantados en
el bosque (JvDom-n) fueron similares entre si pero estadisticamente mayores que los
registrados bajo los jovenes ubicados en la plantacién de pinos (JvDom-e) para Cr (p < 0,001
y p < 0,001, respectivamente), Nt (p < 0,001 y p = 0,006) y Pt (p = 0,009 y p = 0,039). El pH
fue significativamente mds acido en la plantacién de pinos respecto del bosque (p = 0,013 al
compararlo con los Jvn y p = 0,04 al hacerlo con los JvDom-n).

La granulometria y la clase textural correspondiente al suelo de los jévenes nativos y
de aquellos provenientes de procesos de domesticacion e implantados en el bosque también
fueron comparables entre si, presentando cantidades similares de arcilla, limo y arena y
perteneciendo a suelos de textura franco-arenosa. Por el contrario, en el suelo de la
plantacion de pinos se registré un menor porcentaje de arcilla y limo, y mayor cantidad de

arena, correspondiendo entonces a la clase textural arenoso-franco (Tabla 5.5).

Tabla 5.4.- Caracteristicas quimicas del suelo asociado a los sistemas radicales de de Nothofagus

nervosa. Cr = Carbono total; Nt = Nitrégeno total; Pg = Fésforo extraible; Jvn = Jévenes nativos; J6venes
cultivados e implantados en el bosque nativo = JvDom-n y en la plantacién de pinos = JvDom-e.
Distintas letras en el superindice indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores

obtenidos para las distintas categorias de edad.

CATEGORIA  Cr (%) Nt (%) Pe (mg/kg) PH
DE EDAD
Jvn 4,7 £0,92 030,060 19,6+11,42 580,22

JvDom-n 3,8+0,72 02+0,042 14,1642 570,12
JvDom-e 1,3 +0,2b 0,1+0,02b  2,7+0,9b 5,5+ 0,07b

Tabla 5.5.- Granulometria del suelo asociado a los sistemas radicales de los jévenes de Rauli analizados y
clase textural a la que pertenecen los mismos. Jvn = J6venes nativos; Jovenes provenientes de procesos

de domesticacion e implantados bajo bosque nativo = JyDom-n y la plantacién de pinos = JvDom-e.

CATEGORIA  GRANULOMETRIA CLASE TEXTURAL
DE EDAD Arcilla (%) Limo (%)  Arena (%)

Jvn 8 31 61 Franco arenoso
JvDom-n 7,2 28,5 64,3 Franco arenoso
JvDom-e 3,1 18 78,9 Arenoso franco
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LEVADURAS Y HONGOS DIMORFICOS ASOCIADOS A ECTOMORFOTIPOS

En este ensayo se estudiaron 2 ectomorfotipos en cada uno de los 15 ejemplares
jovenes de N. nervosa de procedencia Yuco seleccionados: uno sin hifas emanantes ni
rizomorfos (Tipo Exploratorio 1) y el otro con abundante micelio extrarradical (Tipo
Exploratorio 2 6 3 segun el individuo). Para el cultivo de las levaduras se utilizé6 medio MYP
sin (MYP) y con el agregado de Rosa de Bengala (MYP+RB).

El nimero promedio de UFC/g de ectomorfotipo obtenido para cada grupo de
ectomorfotipos y tratamiento se muestra en la Tabla 5.6. Los valores correspondientes a los
ectomorfotipos de los Tipos 2 y 3 fueron significativamente mayores que los registrados en
los de Tipo 1 (p = 0,026). Si bien se cuantific6 un mayor nimero de levaduras y hongos
dimérficos en las placas con medio MYP+RB, la diferencia en el nimero de UFC/g
ectomorfotipo obtenido para cada tratamiento no fue significativa. El agregado de este
colorante al medio de cultivo tuvo diferentes efectos sobre las muestras, se observé que
reducia la formaciéon de micelio aéreo por parte de hongos filamentosos, el tamafio y/o el
numero de sus colonias (Figura 5.5). El nimero promedio de UFC/g ectomorfotipo no difirié

significativamente entre el bosque y la plantacién para ninguno de los medios utilizados.

Tabla 5.6.- Cuantificacion de levaduras y hongos dimdrficos en los distintos tipos exploratorios de
ectomorfotipos. Tipo 1 = Sin micelio extrarradical; Tipos 2y3 = Con abundante micelio extrarradical;
MYP = Medio de cultivo sin fungistatico, MYP+RB = Medio con Rosa de Bengala. Distintas letras en el
superindice indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los valores obtenidos

para los distintos tipos exploratorios en medio MYP (minusculas) y MYP+RB (maytsculas).

TiPo EXPLORATORIO  LEVADURAS Y HONGOS DIMORFICOS (UFC / g ECTOMORFOTIPO)

MYP MYP+RB
Tipo 1 7,2x103a 9,9x1034
Tipo2y3 4,4 x104b 4,6 x104B

Se obtuvieron un total de 107 aislamientos correspondientes tanto a levaduras como
a hongos dimérficos (Tabla 5.7). Como se observa en la Figura 5.6a, la mayor parte de los
mismos fueron recuperados a partir de las placas con medio MYP+RB. Se observaron estos
hongos en el 53 % de los ectomorfotipos lisos sin micelio extrarradical (Tipo exploratorio 1)
y en el 93 % de los que presentaban abundante micelio extrarradical (Tipos exploratorios 2 y
3), obteniéndose la mayor parte de aislamientos a partir de estos ultimos (Figura 5.6b). El
porcentaje de aislamientos recuperados a partir de las EcM presentes en las raices de Jévenes
nativos (Jvn), de Jovenes cultivados e implantados en el bosque nativo (JvDom-n) y en la
plantacion (JvDom-e) varié ampliamente, sefialdndose los valores correspondientes a cada

categoria de jovenes en la Figura 5.6c.

156



Capitulo 5

Figura 5.5.- Placas de aislamiento de levaduras y hongos dimérficos donde se muestran los efectos del
agregado de Rosa de Bengala al medio de cultivo (la placa con este medio se sitia a la derecha de la
fotografia en todos los casos). Disminucion de a,b) La formaciéon de micelio aéreo de hongos

filamentosos; ¢,d) Tamafio de las colonias de los mismos; e,f) Niimero de UFC de este grupo flngico.

a. Tipo de Medio Cultivo b. Tipo exploratorio c. Categorias de jovenes
21%
32%
37%
48%
63%
79% 20%
EMYP BMYP+RB ETipol BTipo2y3 Ejvn EJvDom-n OJvDom-e

Figura 5.6.- Porcentajes de aislamientos de levaduras y hongos dimdrficos obtenidos a partir de los

ectomorfotipos de Nothofagus nervosa segiin: a) El tipo de medio de cultivo utilizado; b) El tipo

exploratorio de la EcM; c) La categoria de jévenes analizada.
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Tabla 5.7.- Identificacién y caracterizaciéon de las levaduras y hongos dimérficos aisladas a partir de

ectomorfotipos de Nothofagus nervosa. MYP = Medio MYP sin el agregado de Rosa de Bengala; MYP+RB

= Medio MYP adicionado con Rosa de Bengala; Total (%) = Numero y porcentaje de aislamientos

obtenidos por especie; Mcl = Micelio; Pig = Pigmentos; M = Melanina; Mic = Micosporinas.

TAXA DE LEVADURAS Y MEDIO CULTIVO
HONGOS DIMORFICOS MYP MYP+RB ToraL(%)  McL Pic Mic
Ascomycota
Dothideales
Dothidea sp. 1 - 1 1 (~1%) + +M
Dothidea sp. 2 - 2 2 (~2%) + +M
Saccharomycetales
Candida sp. 1 - 1 1 (~1%) - - -
Candida sp. 2 2 - 2 (~2%) - - -
Candida sp. 3 17 14 31 (29%) + - -
Incertae sedis
Hongo dimérfico ascomicéticosp.3 4 10 14 (13%) + +M -
Levadura ascomicética sp. 1 - 4 4 (~4%) - - -
Basidiomycota
Filobasidiales
Cryptococcus phenolicus 3 13 16 (15%) - - +
Cryptococcus terricola - 1 1 (~1%) - - -
Tremellales
Asterotremella albida 1 1 2 (~2%) - - -
Cryptococcus podzolicus 1 10 11 (10%) - - -
Trichosporom porosum 4 5 9 (8%) - - -
Incertae sedis
Cryptococcus sp. 1 7 3 10 (9%) - -
Levadura basidiomicética sp. 1 - 1 1 (~1%) - -
Rhodotorula sp. 1 1 - 1 (~1%) - - -
Rhodotorula sp. 2 - 1 1 (~1%) - - -
Total aislamientos por tratamiento 40 67 107

De igual forma que lo descripto en el Capitulo 2 de este trabajo de Tesis (Figura 2.4),
los patrones de bandas de microsatélites obtenidos para los diferentes aislamientos de
levaduras y hongos dimérficos permitieron confirmar la homogeneidad de los grupos
morfologicos conformados y seleccionar de cada uno los representantes que fueron enviados
a secuenciar.

Se hallaron un total de 16 especies de levaduras y hongos dimérficos. En la Figura 5.7
puede observarse que la mayor parte de las mismas corresponden a posibles especies nuevas
(69 %). El 49 % del total de aislamientos y el 56 % de las especies pertenecen al Phylum
Basidiomycota, y el resto de las mismas estdn comprendidas en el Phylum Ascomycota (Tabla
5.7). Las especies del Phylum Basidiomycota, pertenecientes a los géneros Asterotremella,

Cryptococcus, Rhodotorula y Trichosporon, eran de color blanco o crema (no poseian
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pigmentos) y generaban micelio. Entre las pertenecientes al Phylum Ascomycota, se hallaron
3 especies de hongos dimoérficos de color oscuro (grises, negros) debido al contenido de
melanina y capaces de formar micelio conspicuo, siendo éstas Dothidea sp. 1, Dothidea sp. 2 y
Hongo dimérfico ascomicético sp. 3. La especie Candida sp. 3 era blanca y formaba micelio,
mientras que el resto de las especies halladas dentro de este Phylum no producian pigmentos
ni micelio (Candida sp. 1, Candida sp. 2, Levadura ascomicética sp. 1). El 31 % de las especies

sintetizaban micosporinas (Tabla 5.7).

C15 Trichosporon porosum

C19 Trichosporon porosum
100 | Trichosporon porosum KBP4070
67 C13 Trichosporon porosum

8 73'C21 Trichosporon porosum

Trichosporon coprophilum

83 — Trichosporon dulcitum SEG-8-30
Asterotremella musci CBS11765

G09 Asterotremella albida
98 % G11 Asterotremella albida
Asterotremella albida HB81

Cryptococcus podzolicus 52010
ﬁjCWptococcus podzolicus k-1090

100 || E19 Cryptococcus podzolicus
E13 Cryptococcus podzolicus
99 E03 Cryptococcus podzolicus

E07 Cryptococcus podzolicus

100 r Cryptococcus stepposus CBS11768
81

Cryptococcus sp. HA2257

GO07 Cryptococcus sp. 1
Uncultured Basidiomycota bas07167

G15 Levadura basidiomicética sp. 1

100
99 105 Levadura basidiomicética sp. 1

G19 Levadura basidiomicética sp. 1

G21 Levadura basidiomicética sp. 1

100 100 | Cryptococcus terricola AZM323
Cryptococcus terricola

K01 Cryptococcus phenolicus

78 Cryptococcus phenolicus

121 Cryptococcus phenolicus
100 | KO3 Cryptococcus phenolicus

115 Cryptococcus phenolicus

99 | E21 Rhodotorula sp. 1

Rhodotorula sp. AY214
Rhodotorula sp. FK.2.1
97 G13 Rhodotorula sp. 2

99 " Uncultured soil fungus MWSoI3T0 2E

Tilletiaria anomala CBS 436.72

0.02
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b
Candida arcana MYA-4328
100 T3.3 Candida sp. 3
T5.1 Candida sp. 3
99|T18.7a Candida sp. 3
100 T17.11a Candida sp. 3
82 [ T18.11 Candida sp. 1
Ami%ndida sp. BG0O

Candida zeylanoides ZIM 2405

99 Candida lignohabitans MYA-4664

99 T18.17a Candida sp. 2
Fungal sp. Az0510
Jl‘ T3.7 Dothidea sp. 2

92 Candida sp. AtAug08A
Dothideomycetes sp. 11152

Dothideomycetes sp. DC2611
Dothidea sambuci CBS 198.58

100

- Dothidea ribesia
Fungal sp. Az0324
T23.2 Dothidea sp. 1
80 Uncultured fungus OcAugDO01
63 T3.5 Levadura ascomicética sp. 1

Uncultured Ascomycota asc07093

- 71|T25.1 Hongo dimérfico ascomicético sp. 3

T21.24 Hongo dimérfico ascomicético sp. 3
100 [~ Uncultured Pezizomycotina RSEM07 70
Mycorrhizal fungal pkcO1e
T28.1 Hongo dimérfico ascomicético sp. 3
T23.1 Hongo dimérfico ascomicético sp. 3
F CBS285.47

0.02

Figura 5.7.- Arboles filogenéticos construidos en base al algoritmo Neighbor Joining y al modelo Kimura
de 2 pardmetros para estimar las distancias evolutivas entre las secuencias del dominio D1/D2. Los
numeros sobre las ramas corresponden a la frecuencia con la que la rama se ubic6 de esa forma en
1000 repeticiones (bootstrap), los valores inferiores al 50 % no se muestran. Secuencias
correspondientes a las especies Tilletiaria anomala y Fonsecaea compacta fueron utilizadas como raiz
(outgroup) en el arbol perteneciente al Phylum a) Basidiomycota y b) Ascomycota, respectivamente.

Las secuencias obtenidas en este trabajo se sefialan en negrita.

En la Figura 5.8 se muestra que del total de levaduras y hongos dimérficos aislados a
partir de los ectomorfotipos analizados en el bosque para las categorias Jvn y JvDom-n13, el
porcentaje correspondiente al Phylum Basidiomycota fue mayor respecto del observado para
el Phylum Ascomycota, tanto a nivel de aislamientos como de especies. Por el contrario, entre
las levaduras y hongos dimoérficos aislados a partir de los ectomorfotipos asociados a los
jovenes en la plantaciéon de pinos (JvDom-e), se observa que el porcentaje de especies y
principalmente el de aislamientos pertenecientes al Phylum Ascomycota fue mayor (Figura
5.8, Tabla 5.7). En base al andlisis de Chi-cuadrado realizado se establecid que esta relacion

entre la proporcién de hongos pertenecientes al Phylum Basidiomycota o Ascomycota y las

13 Cabe recordar en este punto que los ectomorfotios a partir de los cuales fueron aisladas las
levaduras y hongos dimérficos corresponden a los descriptos en el Capitulo 4, por lo que en la Tabla
5.8 se detalla el nombre de cada uno de ellos o del hongo que lo forma basandose en esta informacidn.
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categorias de individuos jévenes de N. nervosa analizados (Jvn, JvDom-n y JvDom-e) es

significativa (p < 0.001).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Jvn JvDom-n JvDom-e Jvn JvDom-n JvDom-e

AISLAMIENTOS ESPECIES

O Phylum Ascomycota B Phylum Basidiomycota

Figura 5.8.- Porcentaje de aislamientos y de especies de levaduras y hongos dimdrficos aisladas a partir
de los ectomorfotipos analizados en cada categorias de jovenes. Jvn = Jévenes nativos; JvDom-n =
Jévenes provenientes de procesos de domesticacién e implantados en el bosque; JvDom-e = Jdvenes
implantados bajo pino (cada barra corresponde al 100 % de aislamientos y especies obtenidos en cada

categoria).

Las especies de levaduras y hongos dimérficos halladas fueron variables entre los
ectomorfotipos, pero también entre los ambientes analizados. En el bosque, el mayor nimero
de aislamientos correspondieron a las especies basidiomicéticas Cryptococcus phenolicus, Cr.
podzolicus y T. porosum, y al Hongo dimdrfico ascomicético sp. 3. Este ultimo correspondid
ademas a la especie mas distribuida entre los ejemplares analizados, ya que se encontré
asociada a ectomorfotipos del Tipo Exploratorio 1 y de los Tipos 2 y 3, y tanto en jévenes
nativos como en jovenes cultivados e implantados en el bosque. En la plantacién de pinos las
dos especies abundantes fueron Candida sp. 3 y Cryptococcus sp. 1. De las 16 especies
encontradas, s6lo 3 fueron comunes a ambos ambientes: Cr. phenolicus, Cr. podzolicus Yy
Cryptococcus sp. 1, siendo las dos primeras mas frecuentes en el bosque nativo y la dltima en
la plantacién. Los Unicos géneros que presentaron mas de 2 especies fueron Cryptococcus y
Candida, en los que se identificaron 4 y 3 especies, respectivamente (Tabla 5.8).

En la Tabla 5.8 se observa que la mayor parte (69 %) de las especies de levaduras y

hongos dimoérficos aisladas se hallaron en sélo un individuo y representadas generalmente
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por 1-2 aislamientos (a excepcion de las especies Levadura ascomicética sp. 1 y T. porosum,
para las que se obtuvieron 4 y 9 aislamientos respectivamente). Esta situacion dificulté poder
analizar si la diversidad de este grupo de hongos se encuentra relacionada con las
caracteristicas genéticas individuales de los ejemplares de Rauli analizados. A nivel de
poblacién, considerada como los 5 arboles pertenecientes a cada categoria, se hallaron 5
especies de levaduras y hongos dimorficos asociadas a los ectomorfotipos de los ejemplares
nativos (Jvn), 7 a los cultivados e implantados bajo bosque nativo (JvDom-n) y 9 a los

ubicados en la plantacién (JvDom-e).

DIVERSIDAD GENETICA EN EJEMPLARES JOVENES DE NOTHOFAGUS NERVOSA

En la Figura 5.9 se muestran ejemplos de los electroferogramas obtenidos para tres
de los loci analizados, cada uno de los cuales estaba asociado a un fluoréforo diferente (Ned:
Negro, Hex: verde y Fam: azul). En cada gréfico, los picos mas altos corresponden a los alelos
que presenta ese individuo para el locus analizado (si el ejemplar de N. nervosa fuera
homocigota para el locus se observaria s6lo un pico).

Entre los 35 individuos de N. nervosa analizados se encontraron un total de 29 alelos.
Para las siete poblaciones consideradas, el locus NgBio14 resulté monomoérfico (se halld sélo
un alelo). El locus Npum14 también fue monomorfico para la mayor parte de las poblaciones,
a excepcion de los jovenes nativos y de los ejemplares cultivados pertenecientes a la
procedencia Yuco e instalados en el bosque nativo, para los cuales se detectaron dos alelos.
Para los loci NnBio11, Npum9 y Oakpum64 se observaron cuatro alelos y cinco para el locus
NnBio111. El locus mas diverso fue el NnBio37, para el cual se registraron nueve alelos. Las
poblaciones correspondientes a las procedencias Pudi-Pudi y Yuco bajo bosque de pino
fueron las Unicas que presentaron tres de los siete loci analizados monomoérficos (Tabla 5.9).

Los valores de heterocigosis observada variaron entre 0,20 y 1,00 mientras que la
heterocigosis esperada oscil6 entre 0,18 y 0,80. Entre los ejemplares estudiados en el bosque
nativo, se encontraron desviaciones significativas del equilibrio Hardy-Weinberg en cuatro
loci (NnBio 11 para la poblacién de Hua-Hum, NnBio37 y Oakpum64 para la poblacion Yuco y
Npum9 para la poblaciéon conformada por joévenes nativos). En el caso de los individuos
implantados bajo pino se registr6 sélo una desviacién significativa del equilibrio Hardy-
Weinberg en la poblaciéon de Queiii y para el locus NnBio 11 (Tabla 5.9). Cabe aclarar que el
analisis de las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg se hizo en forma exploratoria ya
que el nimero de individuos analizado para cada poblacion no fue lo suficientemente elevado

como para darle validez estadistica apropiada a este pardmetro en particular.
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Tabla 5.8.- Niimero de aislamientos obtenidos para los ectomorfotipos analizados en Rauli. ID = Individuo; TE = Tipo exploratorio (1- sin micelio extrarradical, 2/3- con
abundante micelio extrarradical); MT = Total de aislamientos obtenidos por ectomorfotipo; Cat = Total de aislamientos para las distintas categorias de jévenes; * =
Ectomorfotipo de Tomentella sp. 1 sin hifas emanantes; Dt1 = Dothidea sp. 1; Dt2 = Dothidea sp. 2; Cd1 = Candida sp. 1; Cd2 = Candida sp. 2; Cd3 = Candida sp. 3; Hd1 =
Hongo dimérfico ascomicético sp. 3; Lal = Levadura ascomicética sp. 1; Cph = Cryptococcus phenolicus; Cte = Cr. terricola; Aal = Asterotremella albida; Cpo = Cr. podzolicus;
Trp = Trichosporom porosum; Crl = Cryptococcus sp. 1; Lb1 = Levadura basidiomicética sp. 1; Rh1 = Rhodotorula sp. 1; Rh2 = Rhodotorula sp. 2. Se sombrean en gris los

ectomorfotipos que no presentaron levaduras.

ID TE HonGo PHYLUM ASCOMYCOTA PHYLUM BASIDIOMYCOTA Total
ECTOMICORRICICO Dt1  Dt2 Cdi Cd2 Cd3 Hdl Lal Cph C(Cte Aal Cpo Trp Cri1 Lbl1 Rh1 Rh2 MT Cat

Jvn1l 1 Gr 8b 0 34

3 Cortinarius sp. 3 - - - - - - - - - - - - 1 - - - 1
Jvn2 1 Thelephoraceae 1 0

3 Cortinarius sp. 4 - - - - - 1 - - - - - - - - - - 1
Jvn3 1 Russula sp. 1 0

2 Tricholoma sp. 1 0
Jvn4 1 Tomentella sp. 1* - - - - - - - - - - - - - 1 - - 1

3 Tricholoma sp. 2 - - - - - 7 - 14 - - 6 - 1 - - - 28
Jvn5 1 Thelephoraceae 1 - - - - - 1 - - - - - - - - - - 1

3 Cortinarius sp. 4 - - - - - - - - - - 2 - - - - - 2
JvDom-n1 1 Laccaria sp. 1 - - - - - - - - - - - 1 - B B - 1 21

3 Cortinarius sp. 2 - - - - - - - - - - - 8 - - - - 8
JvDom-n2 1 Clavulina sp. 2 - - - - - - - - - 1 - - - - - - 1

3 Cortinarius sp. 4 - - - - - - - - - 1 - - - - - - 1
JvDom-n3 1 Inocybe sp. 1 - - - - - - - - - - - - - B 1 - 1

2 Tricholoma sp. 1 - - - - - 1 - - - - - - - - - - 1
JvDom-n4 1 Laccaria sp. 1 0

3 Cortinarius sp. 1 1 - - - - 1 - - 1 - 2 - - - - - 5
JvDom-n5 1 Tomentella sp. 1* - - - - - 1 - - - - - - - - - - 1

3 Cortinarius sp. 1 - - - - - 2 - - - - - - - - - - 2
JvDom-el 1 Sebacina sp. 2 0 52

2 Hebeloma sp. 1 - - - - 1 - - - - - 1 - 1 - - - 3
JvDom-e2 1 Sebacina sp. 2 0

2 Hebeloma sp. 1 - 2 - - 3 - 4 1 - - - - 1 - - 1 12
JvDom-e3 1 Leotiomycetes sp. 1 - - - - 1 - - - - - - - - - B - 1

2 Hebeloma sp. 1 - - - - 5 - - - - - - - - - i, - 5
JvDom-e4 1 Sebacina sp. 2 - - 1 2 8 - - - - - - - 4 - - R 15

2 Hebeloma sp. 1 - - - - 13 - - 1 - - - - 1 - - - 15
JvDom-e5 1 Leotiomycetes sp. 1 0

2 Hebeloma sp. 1 - - - - - - - - - - - - 1 - - - 1
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Figura 5.9.- Electroferogramas de individuos heterocigotas para los loci NnBio111, Npum4 y Npum®9. Los

distintos colores corresponden al fluoréforo utilizado para marcar los primers con los que se realizaron

las amplificaciones de cada loci (Ned: Negro, Hex: verde y Fam: azul).
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Tabla 5.9- Estimaciones de los pardmetros de diversidad genética para cada locus analizado en las

poblaciones de Nothofagus nervosa. Na = Numero de alelos; Ne = Numero de alelos efectivo; Ho =

Heterocigosis observada; He = Heterocigosis esperada; HW = Desviaciones del equilibrio Hardy-

Weinberg; M = Monomorfico; ns = No significativo; * = Significativo (p < 0,05).

Pudi-Pudu NgBio14
NnBio 11
NnBio37

1,000 0,000 0,000 M
1,000 0,000 0,000 M
4,545 0,600 0,780 ns

AMBIENTE POBLACION Locus Na Ne Ho He HW
Bosque Hua-Hum NgBio14 1 1,000 0,000 0,000 M
nativo NnBio 11 2 1,600 0,000 0,375 *
NnBio37 6 5,000 0,800 0,800 ns
NnBiol111l 4 3,846 0,800 0,740 ns
Npum9 2 1,724 0,600 0,420 ns
Npum14 1 1,000 0,000 0,000 M
Oakpumé64 3 2,381 1,000 0,580 ns
Pudoé-Pudu NgBio14 1 1,000 0,000 0,000 M
NnBio 11 2 1,220 0,200 0,180 ns
NnBio37 4 2,778 0,800 0,640 ns
NnBiol111l 4 3,333 1,000 0,700 ns
Npum9 3 1,515 0,400 0,340 ns
Npum14 1 1,000 0,000 0,000 M
Oakpumé64 1 1,000 0,000 0,000 M
Yuco NgBio14 1 1,000 0,000 0,000 M
NnBio 11 3 2,909 0,250 0,656 ns
NnBio37 5 2,500 0,400 0,600 *
NnBiol111l 4 2,941 0,800 0,660 ns
Npum9 3 1,515 0,400 0,340 ns
Npum14 2 1,220 0,200 0,180 ns
Oakpumé64 2 1,600 0,000 0,375 *
Jovenes Nativos NgBio1l4 1 1,000 0,000 0,000 M
NnBio 11 3 2,909 0,250 0,656 ns
NnBio37 4 3,571 0,800 0,720 ns
NnBio111 4 2,778 0,800 0,640 ns
Npum9 4 2,381 0,200 0,580 *
Npum14 2 1,923 0,400 0,480 ns
Oakpumé64 2 1,923 0,800 0,480 ns
Plantacion  Queiii NgBio14 1 1,000 0,000 0,000 M
de pinos NnBio11 2 1,471 0,000 0,320 *
NnBio37 4 2,909 0,750 0,656 ns
NnBiol111l 4 3,333 0,800 0,700 ns
Npum9 2 1,471 0,400 0,320 ns
Npum14 1 1,000 0,000 0,000 M
Oakpumé64 3 2,381 0,200 0,580 ns
1
1
5
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AMBIENTE POBLACION Locus Na Ne Ho He HW
Pudu-Pudu NnBiol111l 4 3,333 0,600 0,700 ns
(Continuacidn) Npum9 2 1,220 0,200 0,180 ns

Npum14 1 1,000 0,000 0,000 M
Oakpum64 2 1,471 0,400 0,320 ns
Yuco NgBio14 1 1,000 0,000 0,000 M
NnBio 11 3 2,462 0,750 0,594 ns
NnBio37 3 2,133 0,500 0,660 ns
NnBiol111 4 2,941 0,800 0,660 ns
Npum9 2 1,471 0,400 0,000 M
Npum14 1 1,000 0,000 0,000 M
Oakpumé64 3 1,852 0,600 0,460 ns

En la Tabla 5.10 se muestran los parametros calculados para cada una de las
poblaciones. Puede observarse que los jévenes nativos (Jvn) presentaron los mayores valores
de numero de alelos efectivo (Ne) y heterocigosis observada (Ho) y esperada (He), indicando
que este grupo de plantas presentaron mayor diversidad genética que las demas categorias
de jévenes consideradas (JvDom-n y JvDom-e). Entre los ejemplares cultivados a partir de
distintas procedencias e implantados en el bosque nativo (JvDom-n), los pertenecientes a la
poblacién Hua-Hum fueron los mas diversos genéticamente, los de la poblacién Pudu-Pudu
los que presentaron menor diversidad genética y los correspondientes a la procedencia Yuco
presentaron valores intermedios, pero muy préximos a los maximos. Esta tendencia se
mantuvo para los individuos jévenes de N. nervosa correspondientes a las 3 procedencias
analizadas en el ensayo ubicado bajo la plantacién de pinos (JvDom-e). En conjunto, estos
resultados coinciden con los previamente obtenidos con marcadores isoenzimaticos que se

consideraron para elegir las procedencias (Marchelli & Gallo 2004).

Tabla 5.10.- Estimaciones de los pardmetros poblacionales de diversidad genética, para el pool de 7 loci.

Na = Numero de alelos promedio por locus; Ne = Numero de alelos efectivo; He = Heterocigosis

esperada.

AMBIENTE POBLACION Na Ne Ho He

Bosque Hua-Hum 2,714 2,364 0,457 0,416

nativo Pudii-Pudu 2,286 1,692 0,343 0,266
Yuco 2,857 1,955 0,293 0,402
Jovenes Nativos 2857 2,355 0,494 0,508

Plantacién  Queiii 2,429 1,938 0,307 0,368

de pinos Pudi-Pudu 2,286 1,938 0,257 0,283
Yuco 2,429 1,837 0,436 0,366
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ANALISIS DE LOS PATRONES DE BANDAS OBTENIDOS POR LA TECNICA DE TGGE

Los patrones de bandas obtenidos por la técnica de TGGE para hongos pertenecientes
al Phylum Basidiomycota y Ascomycota y para los hongos totales presentes en el suelo
asociado a las raices de individuos jévenes de N. nervosa de distinta procedencia implantados
en el bosque nativo y bajo pino se muestran en las Figuras 5.10, 5.11 y 5.12, respectivamente.
En cada dendrograma los ndmeros ubicados en la base de las ramas (nodos) corresponden a
la frecuencia con la que la rama se ubicé de esa forma en 1000 repeticiones (bootstrap).

A partir de los dendrogramas obtenidos para cada grupo de hongos se observa una
tendencia comun, segun la cual los perfiles de bandas correspondientes a hongos asociados a
los ejemplares de N. nervosa implantados bajo la plantacion de pinos (JvDom-e de
procedencia Quefii, Yuco y Pudu-pudid) se agrupan entre si y se separan de los perfiles
pertenecientes a hongos asociados a los jovenes implantados en el bosque nativo (JvDom-n
de procedencia Hua-Hum, Yuvo y Pudu-pudu).

Con respecto a los perfiles de hongos del Phylum Basidiomycota, se registré un
numero de bandas significativamente superior en los ejemplares del ensayo instalado en el
bosque nativo respecto de los ubicados en la plantacion (p < 0,001). También se hall6 que la
interaccion entre los factores diversidad genética de la poblacion (elevada, intermedia y baja)
y ambiente (bosque nativo y plantaciéon de pinos) fue estadisticamente significativa (p =
0,021), implicando que la composicion del suelo en los diferentes niveles del primer factor
dependen del ambiente en el que se analicen. Esto se debe a que en la plantacién bajo bosque
nativo se hallaron diferencias significativas en el nimero de bandas asociadas a las
poblaciones de Raulies con distinta diversidad genética, mientras que en la plantaciéon de
pinos las diferencias no fueron significativas. En el bosque, los Raulies cultivados
pertenecientes a la poblacidn Yuco (diversidad genética intermedia) presentaron un nimero
de bandas significativamente superior que los de la poblaciéon Pudi-Pudua (baja diversidad
genética) (p = 0,007). En la Figura 5.10 se observa que los perfiles de los ejemplares
implantados en la plantacion de pinos son similares entre si, presentando mayor
homogeneidad que los perfiles de los individuos del bosque.

En el dendrograma correspondiente a los hongos del Phylum Ascomycota (Figura
5.11), se registré una tendencia opuesta a la descripta anteriormente. El nimero de bandas
de los perfiles fue significativamente superior en la plantacién de pinos (p = 0,01). En
ninguno de los dos ambientes se hallaron diferencias significativas entre el nimero de
bandas de los perfiles y las poblaciones analizadas. Sin embargo, en la plantacién de pinos el

numero de bandas mas elevado estuvo asociado a ejemplares de las poblaciones de Yuco (10
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y 11 bandas) y Quefii (10 bandas), de diversidad genética intermedia y elevada
respectivamente.

Al comparar los perfiles obtenidos para hongos en general (Figura 5.12) se observé
que entre los ejemplares del bosque, los pertenecientes a la poblaciéon Yuco presentaron un
numero de bandas significativamente superior que los correspondientes a la poblacién Hua-
Hum (p = 0,045). A diferencia de este ambiente, no se detectaron diferencias significativas en
el nimero de bandas de las distintas poblaciones estudiadas en la plantacién de pinos.
Tampoco se registré diferencia significativa al comparar estos ambientes. Resulta interesante
notar que los perfiles correspondientes a los 5 individuos de N. nervosa pertenecientes a cada
una de 3 de las 6 poblaciones consideradas en este ensayo quedaron incluidos en un mismo
clado del dendrograma, siendo éstas la poblacién Pudd-Pudd en el bosque nativo (Figura
5.12a), y las poblaciones Yuco (Figura 5.12b) y Queiii (Figura 5.12c) en la plantacién de pinos.
Las poblaciones Yuco y Hua-Hum estudiadas en el bosque, y correspondientes a las de
diversidad genética mas elevada, quedaron también agrupadas en una misma rama, aunque
los individuos pertenecientes a ambas poblaciones se intercalan dentro de la misma (Figura
5.12d).

El dendrograma consenso construido en base a los tres anteriores (Figura 5.13)
muestra nuevamente una clara divisién entre los perfiles pertenecientes a los ejemplares
plantados bajo bosque y los plantados bajo pino. Los individuos de la poblaciéon Puda-Pudu
analizada en el bosque fueron los tnicos en agruparse en una misma rama (Figura 5.13a),
mientras que para el resto de las poblaciones se observaron agrupamientos de sélo 2 6 3

individuos.

RELACION DE LOS PERFILES CON LA DIVERSIDAD GENETICA INDIVIDUAL

En la Tabla 5.11 se muestran los valores de correlacion de Pearson (r) para las
diferentes variables consideradas. Como se observa en el misma, todos los indices utilizados
para evaluar la diversidad genética individual del arbol estan altamente correlacionados
entre si (r > 0,970). No se registraron correlaciones significativas entre estos indices y el
numero de bandas de los perfiles de TGGE obtenidos para cada individuo.

Resulta interesante notar que el numero de bandas correspondiente al Phylum
Ascomycota estd negativamente correlacionado (r = -0,564, p < 0,001) con el ndimero de

bandas registrado para el Phylum Basidiomycota.
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Tabla 5.11.- Coeficientes de correlacién de Pearson calculados para evaluar la relacién entre el niimero

de bandas correspondiente a cada grupo de hongos y la diversidad genética individual de los ejemplares

de Nothofagus nervosa analizados. Ho = Heterocigosis observada; IR = Indice de relacién interna; HL =

Heterocigosis ponderada por locus; HI = Heterocigosis individual; Asco = Phylum Ascomycota;

Basidio = Phylum Basidiomycota; ns = No significativo. Se resaltan en negrita los coeficientes de

correlacion significativos.

Ho IR HL HI Ne BANDAS Ne BANDAS
Asco BASIDIO
IR -1,000
p<0,001
HL -0,980 -0,980
p<0,001 p<0,001
HI 0,992 0,992 -0,972
p<0,001 p<0,001 p<0,001
Ne BANDAS -0,199 -0,199 0,264 -0,185
Asco ns ns ns ns
Ne BANDAS 0,00951 0,00951 -0,0319 -0,0129 -0,564
BASIDIO ns ns ns ns p<0,001
Ne BANDAS 0,0745 0,0745 0,0216 0,0792 -0,00602 0,113
HONGOS GENERAL ns ns ns ns ns ns
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Figura 5.10.- Dendrograma correspondiente a los perfiles de bandas obtenidos para hongos del suelo del
Phylum Basidiomycota segiin los andlisis de TGGE. Se sefialan con un mismo color los individuos jévenes
pertenecientes a la misma procedencia en cada uno de los ensayos estudiados (bajo bosque nativo y
plantacion de pinos). Amarillo = Poblacién Hua-Hum - Diversidad genética elevada; Marrén =
Poblacién Queiii - Diversidad genética elevada; Verde claro = Poblacién Yuco - Diversidad genética
intermedia; Verde oscuro = Poblaciéon Pudu-Pudu - Diversidad genética baja. El cuadrado sobre las

ramas corresponde al nimero de bandas de esa terminal.

170



Capitulo 5

-30
40
50
60
70
80
F90
L 100

J

=
o

0

©
(5]
o]
©
s

p 98

Y
oAneu anbsoq us ofesuy

90

87

2111

A

© 87

2

q
[{e}

==
Euaé

83

I

95

sourd ap Umevue[d ud ofesuy

\

Figura 5.11.- Dendrograma correspondiente a los perfiles de bandas obtenidos para hongos eddficos del
Phylum Ascomycota segtin los andlisis de TGGE. Se sehalan con un mismo color los individuos jévenes
pertenecientes a la misma procedencia en cada uno de los ensayos estudiados (bajo bosque nativo y
plantacién de pinos). Amarillo = Poblacién Hua-Hum - Diversidad genética elevada; Marrén =
Poblacion Queiii - Diversidad genética elevada; Verde claro = Poblacién Yuco - Diversidad genética
intermedia; Verde oscuro = Poblaciéon Pudi-Pudu - Diversidad genética baja. El cuadrado sobre las

ramas corresponde al nimero de bandas de esa terminal.
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Figura 5.12.- Dendrograma correspondiente a los perfiles de bandas obtenidos para hongos totales del
suelo segtin los andlisis de TGGE. Se sefialan con un mismo color los individuos jovenes pertenecientes a
la misma procedencia en cada ensayo estudiado. Amarillo = Poblacién Hua-Hum - Diversidad genética
elevada; Marrén = Poblacion Queiii - Diversidad genética elevada; Verde claro = Poblacién Yuco -
Diversidad genética intermedia; Verde oscuro = Poblacién Pudd-Pudu - Diversidad genética baja. El
cuadrado sobre las ramas corresponde al nimero de bandas de esa terminal y las distintas letras
seflalan las ramas que agrupan todos los individuos analizados para la/s o las misma/s poblacidon/es a)

Pudu-Pudi en el bosque; b) Queiii y ¢) Yuco en la plantacion; d) Yuco + Hua-Hum en el bosque.
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Figura 5.13.- Dendrograma consenso basado en los generados anteriormente para Basidiomycetes,
Ascomycetes y hongos totales. Se sefialan con un mismo color los individuos jévenes pertenecientes a la
misma procedencia en cada uno de los ensayos estudiados (bajo bosque nativo y plantaciéon de pinos).
Amarillo = Poblaciéon Hua-Hum - Diversidad genética elevada; Marrén = Poblaciéon Quedi -
Diversidad genética elevada; Verde claro = Poblacién Yuco - Diversidad genética intermedia; Verde
oscuro = Poblaciéon Pudd-Pudu - Diversidad genética baja. La letra a) sefala la rama en que todos los

ejemplares pertenecientes a la poblacion Pudu-Pudu del bosque quedaron agrupados.
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DISCUSION

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DEL SUELO EN EL BOSQUE Y EN LA PLANTACION DE PINOS

En este trabajo se observo que la cantidad de nutrientes (Cr, Nty Pg) y los valores de
pH fueron mayores en el bosque nativo que en la plantacién de pinos. La clase textural a la
que pertenecia cada suelo también fue diferente, clasificindose el del bosque como franco-
arenoso, mientras que en la plantacion el suelo poseia mayor cantidad de arena (~80 %) y
correspondi6 a la clase arenoso-franco (Tabla 5.4). Estos resultados acordarian con otros
estudios en los que se ha demostrado que el cambio en el uso del suelo al desplazar la flora
nativa por una plantacién exética disminuye el contenido de C y N del mismo, principalmente
a través de la pérdida y aceleracion de los procesos de oxidacion, que alteran la cantidad y
composicidn de la materia organica del suelo (Guo & Gifford 2002, Bastias et al. 2007). Sin
embargo, al no contar con la caracterizaciéon del suelo en el que se encuentra la plantacién
previamente al establecimeinto de la misma, no puede por el momento confirmar esta teoria.
También se ha determinado que estos cambios son consecuencia directa de la cantidad y
calidad de materia organica tanto aérea (hojarasca) como subterranea (raices) que las
distintas especies vegetales aportan al suelo (Priha & Smolander 1997; He et al. 2006 en
Burton et al. 2010, Burton et al. 2010). Por ejemplo, las aciculas de las coniferas poseen una
superficie cerosa y elevadas concentraciones de compuestos recalcitrantes (ej. compuestos
fenodlicos) que inhiben la actividad de los microorganismos, retardando las tasas de
descomposiciéon y mineralizaciéon de la materia organica del suelo (Ross 1996, Satti et al.
2003). En este sentido, Valenzuela et al. (1998) determinaron que el bajo porcentaje de
especies de hongos saproéfitos en plantaciones exdticas de P. radiata indica una escasa
afinidad de estos hongos por el material vegetal aportado por esta especie y, por lo tanto, baja
degradacion de la materia organica presente en el suelo de las mismas. En Chile, Frank &
Finckh (1997) evaluaron el impacto de las plantaciones de Pseudotsuga menziesii sobre las
caracteristicas del suelo, sefialando cambios significativos en las propiedades quimicas del
mismo, particularmente en el empobrecimiento de bases, cationes basicos y contenido de P.
En este mismo pais, Huygens et al. (2005) indicaron que cambios en el uso del suelo alteran la
calidad y cantidad de la materia organica, de la biomasa microbiana y del sustrato
potencialmente mineralizable. Es de destacar el trabajo realizado en Chile por Rivas et al.
(2009), quienes demostraron que al desplazar un bosque nativo de N. obliqua por una
plantaciéon de coniferas exéticas (P. radiata) se reduce el estatus nutritivo del suelo,
modificandose los valores de pH, el contenido de nutrientes y las tasas de mineralizacion.
Estos autores discuten que frente al cambio en el uso de suelo y al establecimiento de

monocultivos de coniferas exoticas, que tienen tasas de crecimiento generalmente superiores
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a las especies arbdreas nativas, se produciria un crecimiento acelerado de los arboles
implantados y consecuentemente una mayor demanda de nutrientes, resultando en un
empobrecimiento del sustrato y posterior carencia de nutrientes para las plantas y biota del
suelo. La importancia de tener en cuenta esta informacién radica en que a largo plazo estos
cambios en la cantidad y disponibilidad de nutrientes no sélo podrian tener un impacto
directo sobre la productividad de la plantacién (Burton et al. 2010), sino que ademas
producirian cambios irreversibles en el suelo y la biota asociada, generando una degradacion

del ecosistema.

LEVADURAS Y HONGOS DIMORFICOS EN RELACION CON EL MEDIO DE CULTIVO Y EL TIPO EXPLORATORIO

Como parte de este Capitulo, se cuantificaron, aislaron e identificaron las levaduras y
hongos dimoérficos asociados a ectomorfotipos previamente descriptos de N. nervosa
(Capitulo 4) utilizando medios de cultivo con caracteristicas diferentes (MYP y MYP+RB). Si
bien se registraron levaduras en los dos tipos de medios utilizados, se observé que aquél
adicionado con el fungistatico Rosa de Bengala facilitd tanto la cuantificacién como el
aislamiento de estos microorganismos, ya que reduce el nimero y/o el crecimiento de
hongos filamentosos, permitiendo entonces visualizar mejor las colonias y recuperar mayor
cantidad y diversidad de levaduras y hongos dimérficos. Estos resultados coinciden con los
descriptos por Mestre et al. (2009) y Mestre (2012), quienes sugieren la utilizacion de este
fungistatico para el aislamiento de levaduras a partir de suelo, rizésfera y ectomicorrizosfera.

El nimero de UFC de levaduras/g de ectomorfotipo observado en este estudio (cuyos
valores medios se encontraron en el rango 7.2 x 103 - 4,6 x 104) fue comparable al registrado
anteriormente en la region Andino-patagénica, donde Mestre (2012) analiz6 las levaduras
asociadas a diferentes ectomorfotipos de Lenga y Nire y hallé que los valores de recuento
oscilaban entre 9,7 x 102y 1,6 x 10* UFC/ g de ectomorfotipo en la primer especie y entre 2,5
x 102y 1,7 x 103 UFC/ g de ectomorfotipo en la segunda. En este trabajo se observo que el
numero promedio de UFC/g ectomorfotipo registrado en el bosque nativo fue comparable al
de la plantacidn, lo cual acuerda con lo descripto por Yurkov et al. (2012), quienes no
hallaron diferencias significativas en la cuantificacion total de levaduras entre suelos con
distinta intensidad de manejo forestal.

Se observaron levaduras y hongos dimérficos en casi la totalidad (93 %) de los
ectomorfotipos con abundante micelio extrarradical (Tipos Exploratorios 2y 3),yen el 53 %
de aquellos que carecian de este micelio (Tipo Exploratorio 1). El nimero de UFC de
levaduras/g de ectomorfotipo fue significativamente superior en los primeros respecto de los

ultimos. Esta tendencia ha sido descripta recientemente por Mestre (2012), quien hall6 los
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mayores valores de recuento de levaduras en ectomorfotipos del Tipo Exploratorio 2 en
bosques de N. pumilio y del Tipo 3 en ejemplares de N. antarctica. Este fenébmeno podria estar
relacionado con 2 caracteristicas de los ectomorfotipos: su anato-morfologia y su fisiologia.
En este sentido, es posible que aquellos ectomorfotipos que tengan abundante micelio
extrarradical no sélo generen en su entorno condiciones micro-ambientales mas propicias
para el desarrollo de estos hongos unicelulares (ej. mayor concentracién de nutrientes y agua,
que quedarian retenidos entre las abundantes y delgadas hifas del hongo) (Mestre 2012),
sino que ademds presentan una mayor relacién superficie/volumen que les brinda la
capacidad de interactuar con mayor cantidad de levaduras y hongos dimérficos. Ha sido
descripto por Mogge et al. (2000) que tanto el manto como las hifas emanantes de las EcM
presentan biofilms bacterianos, por lo que seria de esperar que aquellas EcM que presenten
estructuras extrarradicales estén asociadas a un mayor niumero de microorganismos que las
que carecen de ellas. En cuanto a la fisiologia, se sabe que las EcM alteran los exudados
radicales tanto cuanti- como cualitativamente y que estos cambios dependen de la especie
fingica que desarrolle la EcM (Arocena et al. 1999, Smith & Read 2008). En la revision
publicada por Boer et al. (2005), se observan numerosas citas que describen cémo las EcM se
relacionan con las comunidades microbianas del suelo a través de la produccién de distintos
compuestos que aportan al suelo (ej. trealosa, manitol, dcidos organicos, antibioticos). En este
sentido, Ramanankierana et al. (2006) demostraron que el efecto de esta simbiosis sobre las
comunidades de Pseudomonas difiere entre la regiéon mas préxima al ectomorfotipo y el
micelio circundante a éste (compartimientos denominados por los autores como
micorrizosfera e hifosfera, respectivamente) y Arocena et al. (1999) hallaron que la
ectomicorrizésfera de una EcM con abundante micelio radical presenta el doble de Cry Nr
total y mayor cantidad de cationes intercambiables (Ca2+, Mg?+, K+*), que la correspondiente a
ectomorfotipos con menor cantidad de hifas emanantes. En base a esta informacién, puede
sugerirse que las EcM que presentan abundante micelio extrarradical producirian mayor
cantidad de exudados respecto de las EcM de Tipo Exploratorio 1, o bien que alterarian las
condiciones microambientales (elevando las concentraciones de nutrientes) favoreciendo el

desarrollo de levaduras y hongos dimoérficos.

DIVERSIDAD DE LEVADURAS Y HONGOS DIMORFICOS ASOCIADA A ECTOMORFOTIPOS DE NOTHOFAGUS
NERVOSA

En este trabajo se hallaron 16 especies de levaduras y hongos dimérficos asociadas a
distintos ectomorfotipos de N. nervosa. La mayor parte de ellas (69 %) correspondieron a

especies posiblemente nuevas, incluyendo las 7 especies incluidas en el Phylum Ascomycota
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y 4 de las pertenecientes al Phylum Basidiomycota. Esta informacién resalta la importancia
de estudiar los microorganismos en ambientes naturales para describir la biodiversidad
asociada a estos ambientes, para comprender los procesos ecoldgicos que se desarrollan en el
suelo del bosque de Nothofagus y para plantear estrategias de conservacién y de
aprovechamiento biotecnolégico de la diversidad de microorganismos del bosque y la region
(Libkind et al. 2011, Mestre 2012).

En el bosque nativo la mayor parte de las levaduras y hongos dimoérficos aislados a
partir de ectomorfotipos estuvieron comprendidas en el Phylum Basidiomycota (>70 % tanto
a nivel de aislamientos como de especies) (Figura 5.7). La predominancia de levaduras
correspondientes a este Phylum en suelos ha sido descripta por diferentes autores alrededor
del mundo (Wuckowski et al. 2003, 2004, Hong et al. 2004, Vishniac 2006, Yurkov et al.
2012). En Patagonia, Mestre (2012) también hall6 que la mayor parte de las levaduras y
hongos dimoérficos presentes en el suelo, rizésfera y ectomicorrizosfera de N. pumilio y N.
antarctica eran basidiomicéticas, sugiriendo que es una tendencia general para las distintas
fracciones de suelo de bosques nativos de Nothofagus en el Norte de Patagonia. Por el
contrario, la mayor parte de las levaduras y hongos dimérficos asociados a los ectomorfotipos
de los ejemplares jovenes de N. nervosa analizados en la plantacion de pinos correspondieron
al Phylum Ascomycota (>80 % de los aislamientos y 55 % de las especies) (Figura 5.7).
Asimismo, Yurkov et al. (2012) observaron que la proporcién y diversidad de levaduras
pertenecientes al Phylum Ascomycota cambiaban entre ambientes cuyo suelo habia sido
sometido a distintas practicas de manejo (producciéon agricola vs manejo forestal), y que la
proporcidn de este grupo de hongos en pastizales aumentaba a medida que se intensificaba el
uso del suelo. Es probable que las diferencias en la composicién de las comunidades ftingicas
entre los 2 ecosistemas estudiados en este trabajo estén relacionadas con las distintas
caracteristicas fisico-quimicas del suelo descriptas anteriormente (Cr, Nt y Pg pH,
granulometria), con la especie vegetal dominante (Pinus vs Nothofagus) y con el uso del suelo
(plantacidn forestal respecto del bosque nativo) (Priha & Smolander 1997, Priha et al. 2001,
Garbeva et al. 2004, He et al. 2005, Bastias et al. 2007, Burton et al. 2010, Curlevski et al.
2010, Grantina et al. 2011). Otro factor que podria contribuir a las diferencias observadas en
las propiedades del suelo y en la composiciéon de levaduras y hongos dimorficos en cada
ambiente es que los hongos formadores de EcM asociados a los ejemplares de N. nervosa
implantados bajo pino fueron distintas a las descriptas en el bosque, no hallandose especies
en comun entre estos ambientes (Capitulo 4). Estos resultados sustentan el hecho de que las

EcM asociadas a la especie forestal que se implante afectan las comunidades de

177



Capitulo 5

microorganismos edaficos, tal como sugieren otros autores (Dunstan et al. 1998, Chapela et
al. 2001, Bastias et al. 2007).

Se observd que la mayor parte de las especies halladas en este ensayo (69 %) se
encontraron en so6lo un individuo y generalmente representadas por 1-2 aislamientos, a
excepcion de las especies T. porosum y Levadura ascomicética sp. 1, para las que se
obtuvieron 4 y 9 aislamientos, respectivamente. En su estudio, Mestre (2012) también
observd gran cantidad de especies con frecuencia de ocurrencia baja, tanto en bosque de N.
pumilio como de N. antarctica. Son numerosos los estudios que han reportado que las
comunidades de levaduras del suelo se caracterizan por un numero limitado de especies
abundantes y numerosas especies raras que se hallan sélo en algunos sitios o bajo
determinadas condiciones (Slavikova & Vadkertiova 2000, Maksimova & Chernov 2004,
Vishniac 2006, Yurkov et al. 2012). Las especies de levaduras y hongos dimérficos fueron
variables tanto entre los ectomorfotipos analizados dentro del mismo ambiente como entre el
bosque nativo y la plantacién. Esta tendencia ha sido descripta por diversos autores, quienes
mostraron que las levaduras presentan una distribucién desigual en los suelos, incluso
dentro del mismo habitat (Slavikova & Vadkertiova 2000, Maksimova & Chernov 2004, Frey
2007, Botha 2011, Mestre 2012, Yurkov et al. 2012), posiblemente debido a la variabilidad en
las condiciones microambientales caracteristica de los sistemas edaficos (Frey 2007).

En este estudio se encontré que en el bosque nativo el género Cryptococcus fue el que
present6 el mayor niimero de especies (25 % del total) y de aislamientos (36 % del total). Las
3 especies mas abundantes en este ambiente fueron Cr. phenolicus, Cr. podzolicus 'y T. porosum
(Basidiomycota), las cuales han sido previamente descriptas en suelo de diferentes regiones
del mundo y consideradas pedobiontes (es decir directamente asociadas al ambiente del
suelo) (Maksimova & Chernov 2004, Vishniac 2006, Yurkov et al. 2012) y de Patagonia
(Mestre 2012). Estas 3 especies son capaces de sintetizar diferentes enzimas extracelulares
de importancia para la degradacién de la madera y de otros materiales vegetales presentes en
el suelo (Fonseca et al. 2000, Shubakov 2000, Midelhoven et al. 2001, Schmidt 2006). Esta
informacién sugiere que estas especies poseen un rol en el ciclo del C de los suelos de
Patagonia, degradando compuestos complejos y dando lugar a la formacién de la materia
organica del suelo (Mestre 2012). Otra de las especies mas abundantes en el bosque fue el
Hongo dimérfico ascomicético sp. 3 (Ascomycota), que correspondié a la mas distribuida
entre los ejemplares analizados, ya que se encontré asociada a ectomorfotipos sin (Tipo
Exploratorio 1) y con micelio extrarradical (Tipos 2 y 3), y tanto en jovenes nativos como en
cultivados. La presencia de esta especie en ejemplares de N. nervosa resulta interesante

porque coincide (Mestre com. personal) con una especie recientemente descripta como
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asociada a la ectomicorrizésfera de N. antarctica y N. pumilio, denominada “Hongo
micorricico no identificado” (Mestre 2012). Esta informacién sugiere que este hongo esta
fuertemente asociado a la ectomicorrizédsfera o ectomicorrizoplano de diferentes especies de
Nothofagus.

En la plantacidn de pinos el género mayormente representado fue Candida (19 % de
las especies y el 32 % de los aislamientos), que también ha sido frecuentemente descripto en
el suelo de diferentes regiones del mundo (Mestre 1012, Yurkov et al. 2012). La especie mas
abundante fue Candida sp. 3 (29 % del total de aislamientos), seguida por Cryptococcus sp. 1
(9 %). Estas corresponden a 2 potenciales especies nuevas, hallindose la primera
exclusivamente en la plantacidon de pinos. De las 16 especies encontradas, solo 3 de las mas
numerosas fueron comunes a ambos ambientes: Cr. phenolicus, Cr. podzolicus y Cryptococcus
sp. 1, siendo las dos primeras mas frecuentes en el bosque nativo y la dltima en la plantacién.
Como se mencion6 anteriormente, las especies Cr. phenolicus y Cr. podzolicus son capaces de
degradar compuestos complejos (xylano, fenol, lignina, compuestos aromaticos), lo cual
podria explicar su presencia en un ambiente donde la degradacion de la materia organica es
mas lenta y compleja que en el bosque (Ross 1996, Satti et al. 2003). Tal como ocurrié en el
trabajo realizado por Yurkov et al. (2012) al comparar las muestras pertenecientes a los dos
sitios analizados, la heterogeneidad en la composiciéon de las comunidades de levaduras y
hongos dimoérficos fue elevada, por lo que no pudo realizarse un andlisis estadistico verosimil
de la distribucion de las especies entre los ectomorfotipos estudiados. Esta situacion también
dificult6é poder analizar si la diversidad de este grupo de hongos se encuentra relacionada con
las caracteristicas genéticas individuales de los ejemplares de Rauli analizados.

Entre las especies de levaduras y hongos dimérficos halladas en este ensayo, se
observd que una proporcion relativamente baja eran pigmentadas (19 % del total) o capaces
de formar micelio (25 %), perteneciendo todas ellas al Phylum Ascomycota. Estos resultados
acuerdan con otros trabajos en los que se ha descripto una reducida cantidad de levaduras
pigmentadas en el suelo (Slavikova & Vadkertiova 2000, Mestre 2012, Yurkov et al. 2012). El
31 % del total de especies sintetizaron micosporinas. Estos valores son diferentes a los
registrados para este grupo de hongos en la filosfera (frutos) de la misma especie (Capitulo
2), donde el 65 % de las especies analizadas eran pigmentadas, el 65 % formaban micelio y el
71 % producian micosporinas. Estos resultados sustentan el rol de los pigmentos y las
micosporinas como compuestos fotoprotectores (Sterflinger 2006, Moliné et al. 2011, Mufioz
2012), y demuestran que las comunidades de levaduras y hongos dimdrficos asociadas a
diferentes fracciones de la misma especie vegetal poseen adaptaciones particulares para

desarrollarse en ese micro-habitat, tal como lo describen Kowalchuk et al. (2010).
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DIVERSIDAD GENETICA DE LAS POBLACIONES DE NOTHOFAGUS NERVOSA ANALIZADAS

El nimero de alelos por cada uno de los siete loci analizados en N. nervosa varié entre
1y 9,y fue similar al registrado por otros autores para los mismos loci. Por ejemplo, para el
locus NnBio11, Azpilicueta et al. (2004) hallaron 3 alelos diferentes en 8 individuos de N.
nervosa, y en este estudio se encontraron 4 alelos para el mismo locus. Estos autores
observaron 2 alelos para el locus NgBio14 en 5 individuos de la misma especie, siendo este
locus monomorfico para la totalidad de los ejemplares considerados en este estudio. Por otro
lado, Marchelli et al. (2008) analizaron 25 individuos de N. nervosa y observaron 8 alelos para
el locus NnBio 37 y 6 para el NnBiol11, mientras que entre los 35 ejemplares jévenes
considerados en este Capitulo se registraron 9 y 5 alelos respectivamente. Al analizar 8
individuos de N. nervosa, Soliani et al. (2010) encontraron 2 alelos para los loci Npum9,
Npum14 y Oaké64, siendo 4, 2 y 4 alelos los hallados en este estudio para los mismos loci,
respectivamente. Los resultados obtenidos sustentan la eficacia del set de microsatélites
seleccionados para estudiar la diversidad genética de N. nervosa ain en poblaciones de
pequefio tamafio (n = 5 para las 7 poblaciones consideradas).

A nivel poblacional, los resultados obtenidos confirman el criterio utilizado para
seleccionar las procedencias con diversidad genética elevada, intermedia y baja. Los valores
de diversidad genética (Na, Ne y Ho) asociados a los ejemplares cultivados (JvDom-n y
JvDom-e) de las procedencias Hua-Hum y Queiii fueron los mas elevados, seguidos por los
correspondientes a la procedencia Yuco y siendo los indices de las poblaciones de
procedencia Puda-Pudu los mas bajos. El valor mas elevado de diversidad genética fue
hallado para la poblacién de jévenes nativos (Jvn) analizados en el bosque de Yuco (Tabla
5.10), existiendo diferentes causas que podrian explicar el hecho de que estos ultimos
presenten mayor diversidad genética que cualquiera de las procedencias analizadas en los
ensayos. En primer lugar, debe tenerse en cuenta que si bien al recolectarse los frutos de cada
poblacién para cultivar las plantulas se toma una muestra representativa, al no abarcar la
totalidad de los individuos de la poblacién puede reducirse el aporte genético de los
progenitores al lote de plantulas que se obtendran a partir de los frutos colectados. Ademas,
durante el cultivo en el vivero no germinan la totalidad de las semillas, por lo que hay una
seleccion a favor de las plantulas mas aptas y no todas ellas sobreviven al ser trasplantadas al
campo. En el bosque, la seleccion natural también ejerce su accion sobre semillas y plantulas,
pero no necesariamente de la misma manera. Por lo tanto, los jovenes cultivados e
implantados en el campo han sido afectados por factores de seleccion “artificiales” (coleccion

de semillas acotada a una parte de la poblacion, germinacion y trasplante) distintos a los que
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existen en las condiciones naturales en las que se desarrolla la especie y que podrian haber

reducido la diversidad genética de las plantas correspondientes a cada poblacién.

RIQUEZA FUNGICA ASOCIADA A EJEMPLARES CULTIVADOS DE NOTHOFAGUS NERVOSA EN DISTINTOS
AMBIENTES

En base al andlisis de TGGE realizado entre individuos jévenes de N. nervosa
pertenecientes a ensayos de procedencias del INTA instalados bajo el bosque nativo y bajo
pino, se observé que las comunidades fungicas del suelo difieren significativamente entre
ambos ambientes. En los dendrogramas realizados para hongos de los Phyla Ascomycota y
Basidiomycota y para hongos totales, los patrones de bandas de los ejemplares de N. nervosa
implantados en bosque se agruparon entre si y se separaron claramente de los
correspondientes a los individuos de la plantacién de pino (Figura 5.9, 5.10 y 5.11).

Considerando que diferentes autores han descripto que el nimero de bandas de cada
patrén es estimativo del nimero de especies dominantes en la muestra (Muyzer & Smalla
1998, Muyzer 1999, Nubel et al 1999), puede decirse que la riqueza de hongos
pertenecientes al Phylum Basidiomycota es mayor en el bosque nativo que en la plantacion.
Ademas, en esta ultima la semejanza entre los perfiles de cada muestra fue notable,
sugiriendo que las comunidades de hongos basidiomicéticos en este ambiente tienen una
composicién similar independientemente del ejemplar de N. nervosa analizado y de su
procedencia. Esta observacion acuerda con citas previas en las que se describe que, debido a
la heterogeneidad en la vegetacién y a la cobertura del suelo, los bosques naturales proveen
mayor diversidad de habitats con caracteristicas diferentes que aquellos que presentan algin
tipo de manejo (ej. plantaciones forestales, aprovechamiento maderero de bosques nativos,
entre otros), los cuales suelen estar caracterizados por menor complejidad y heterogeneidad
ambiental (Christensen & Emborg 1996). Por el contrario, en la plantacion de pinos la riqueza
de hongos incluidos en el Phylum Ascomycota fue mayor que la registrada en el bosque. De
hecho, en base al calculo del coeficiente de correlacién de Pearson se hall6 que la riqueza de
hongos pertenecientes a cada uno de estos Phylum esta correlacionada negativamente. No se
observd diferencia en la riqueza flingica total de cada ambiente. Esto podria deberse a una
compensacion en la cantidad total de hongos por las diferencias entre los Phylum ya
mencionados. Estos resultados coinciden con los previamente descriptos para el aislamiento
de levaduras y hongos dimérficos a partir de los distintos ectomorfotipos de N. nervosa, en los
que se determiné que en el bosque predominan los hongos del Phylum Basidiomycota y en la

plantacion de pinos los del Phylum Ascomycota.
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Cabe destacar que las técnicas de microbiologia tradicional (cultivo, aislamiento e
identificacion de levaduras y hongos dimorficos asociados a ectomorfotipos) y los métodos
moleculares (amplificacion de ADN total y andlisis de perfiles de bandas por la técnica de
TGGE) utilizados mostraron tendencias similares en cuanto a la composicion de las
comunidades flingicas asociadas al suelo y al ectomicorrizoplano de distintos ectomorfotipos
de N. nervosa (predominancia de hongos basidiomicéticos en el bosque y ascomicéticos en la
plantacién). Estos resultados acuerdan con Grantina et al. (2011), quienes demostraron que
los andlisis microbiolégicos convencionales y moleculares presentan cierta correlacion al
determinar la cantidad de hongos totales, su distribucion en los diferentes horizontes del
suelo y el efecto de diferentes factores ambientales sobre las comunidades fingicas (uso del
suelo, humedad y temperatura).

Como se ha mencionado, el suelo es un ambiente heterogéneo y existen distintos
factores bioticos y abidticos que afectan el desarrollo, actividad y composicion de las
comunidades microbianas que habitan en el mismo: procesos de formacién, granulometria,
caracteristicas fisico-quimicas, especies vegetales que en él se desarrollan, cantidad y calidad
de la materia organica que se aporte al mismo (Garbeva et al. 2004, Priha et al. 2001). Tanto
el uso y manejo del suelo (agricultura, pastura, forestacion) como las técnicas silviculturales
que se utilicen (ej. manejo de residuos, fertilizacién) tienen efectos significativos sobre las
comunidades microbianas del mismo (Grantina et al. 2011, Burton et al. 2010). Estos cambios
varian de acuerdo al clima, tipo de suelo, vegetacion e intensidad de las practicas de manejo
(Lugo & Brown 1993, Guo & Gifford 2002). Entre los trabajos que han abordado esta tematica
se encuentra el de Burton et al (2010), quienes observaron que el establecimiento de
plantaciones exoéticas de Araucaria cunninghamii reduce la biomasa y actividad de las
comunidades microbianas del suelo y altera la composicion de las mismas respecto de los
bosques nativos mixtos adyacentes. En cuanto a las comunidades fungicas, Curlevski et al.
(2010) describen cambios significativos en la composiciéon de las mismas entre el suelo
analizado en el bosque nativo y en plantaciones de A. cunninghamii, hallandose especies
diferentes en cada ambiente o bien la misma especie, pero en distinta proporcién. Asimismo,
Bastias et al. (2007) hallaron en base a analisis de DGGE y T-RFLP que la diversidad total y
funcional de las comunidades fingicas en bosques de Eucalyptus nativos de Australia difieren
significativamente de las observadas en plantaciones monoespecificas de Pinus elliotti
préoximas a los mismos. He et al. (2005) detectaron la presencia de hongos de los Phyla
Zygomicota, Ascomycota y Basidiomycota tanto en el bosque nativo como en las plantaciones
de A. cunninghamii, siendo los primeros dominantes en ambos ambientes, pero cambiando las

proporciones de cada grupo de hongos entre los mismos (en el bosque nativo 50 %
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Zygomycota, 33,4 % Ascomycota y 16,6 % Basidiomycota, y en la plantaciéon 68,7 %
Zygomycota, 18,8 % Ascomycota y 12,5 % Basidiomycota). En este trabajo de Tesis lo que se
observo fue un cambio en la proporciéon de hongos pertenecientes a los Phyla analizados,
siendo los ascomicetes dominantes en la plantacién y los basidiomicetes en el bosque. En
conjunto, esta informacién demuestra que las comunidades microbianas del suelo
perteneciente al bosque nativo y a la plantacién de pinos presentan diferencias a nivel de
diversidad, biomasa y actividad funcional (He et al. 2005, Bastias et al. 2007, Burton et al.
2010, Curlevski et al. 2010).

Como se discutié anteriormente, es probable que las diferencias en las comunidades
fingicas presentes en el bosque y en la plantaciéon de pinos se deban a las distintas
caracteristicas fisico-quimicas edaficas, a la especie vegetal dominante y/o al manejo del
suelo (Priha & Smolander 1997, Priha et al. 2001, Garbeva et al. 2004, He et al. 2005, Bastias
et al 2007, Burton et al. 2010, Curlevski et al. 2010, Grantina et al. 2011). El hecho de que los
individuos jovenes de N. nervosa provenientes de procesos de domesticacion e implantados
en estos ambientes presenten hongos ectomicorricicos diferentes, también podria explicar
estas variaciones en las comunidades fungicas del suelo y del ectomicorrizoplano. Esta
observacién acuerda con el trabajo realizado por Bastias et al. (2007), quienes sugieren que
el cambio en la composicién microbiana del suelo del bosque nativo respecto de la observada
en la plantacion de pinos se debe, al menos en parte, a las diferentes comunidades de hongos
ectomicorricicos asociadas a los eucaliptos y los pinos, respectivamente. Por otro lado,
Dunstan et al. (1998) en Australia y Chapela et al. (2001) en Ecuador demostraron que el
establecimiento de plantaciones monoespecificas de Pinus spp. reduce en gran magnitud la
diversidad de hongos formadores de EcM. En el Capitulo 4 de esta Tesis se observd una
tendencia similar al comparar la diversidad de EcM presente en ejemplares de N. nervosa
creciendo en el bosque nativo, donde se describieron 27 grupos de morfotipos y al menos 24
especies fungicas, con los implantados bajo pino, en los que se detectaron 4 grupos de
morfotipos y 3 hongos ectomicorricicos. Asimismo, el hecho de que el 77 % de los hongos
ectomicorricicos identificados en el bosque pertenezcan al Phylum Basidiomycota no sélo es
consistente con los patrones de TGGE obtenidos (que indican que la riqueza de especies
comprendidas en este Phylum es mayor en el bosque que en la plantacién), sino que también
sugiere que esta especie forestal establece EcM principalmente con hongos de este Phylum.
Por lo tanto, es posible que la menor riqueza de hongos basidiomicéticos en el suelo de la
plantacion de pinos, donde predominan los hongos del Phylum Ascomycota, limite la
colonizacion ectomicorricica. Estos resultados platean la necesidad de profundizar los

estudios de poblaciones microbianas en el suelo de ambos ambientes para poder describir en
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mayor detalle la dindmica de las comunidades fingicas y el efecto del establecimiento de

plantaciones de exoticas sobre las mismas.

RELACION ENTRE LA VARIABILIDAD GENETICA DE NOTHOFAGUS NERVOSA Y LAS COMUNIDADES
FUNGICAS DEL SUELO

A lo largo de las udltimas décadas, se ha demostrado que los boques naturales
presentan elevada variabilidad genética (White et al. 2007), siendo escaso lo que se conoce
sobre las consecuencias ecoldgicas, biogeograficas y evolutivas de la misma (Whitham et al.
2006, Johnson & Stinchcombe 2007). En este Capitulo se estudié la relacion entre las
comunidades fangicas del suelo y ejemplares jovenes de N. nervosa cultivados a partir de
semillas provenientes de poblaciones con distinta variabilidad genética. Este andlisis se
realizé a niveles poblacional, considerando los 5 individuos pertenecientes a cada poblacion,
e individual al analizar el perfil obtenido para cada muestra respecto de la diversidad
genética del individuo.

Al comparar los perfiles de suelo obtenidos con TGGE con los parametros genéticos
poblacionales calculados para los ejemplares de N. nervosa analizados, se observaron algunas
tendencias. En el bosque nativo, los jovenes cultivados a partir de semillas pertenecientes a la
poblacién Yuco, procedencia de diversidad genética intermedia, presentaron mayor riqueza
de hongos pertenecientes al Phylum Basidiomycota que los de la poblaciéon Pudu-Pudu, que
correspondi6 a la de menor diversidad genética (Figura 5.9). En cuanto a los hongos del
Phylum Ascomycota, se observo que el mayor nimero de bandas registrado en el suelo de la
plantaciéon de pinos estaba asociado a ejemplares de las poblaciones Yuco y Queii (Figura
5.10), de diversidad genética intermedia y alta respectivamente. Al comparar los perfiles
obtenidos para hongos totales entre los individuos del bosque (Figura 5.11), los
pertenecientes a la poblacion Yuco presentaron mayor riqueza fungica que los
correspondientes a la poblacion Hua-Hum. Estos resultados sugieren que la diversidad
genética de la poblaciéon podria influenciar la composiciéon de las comunidades fingicas
presentes en el suelo circundante a las raices. El hecho de que en el dendrograma construido
para hongos totales los 5 individuos de 3 de las 6 poblaciones analizadas quedaran incluidos
en un mismo clado y que las 2 poblaciones de mayor diversidad genética estudiadas en el
bosque (Yuco y Hua-Hum) se agruparan en una misma rama, sustentan lo anteriormente
mencionado. Es posible que no se hayan detectado mayores tendencias debido a que el
nimero de individuos analizados para cada poblacién fue relativamente bajo (5). Seria

conveniente entonces realizar este ensayo con mayor cantidad de ejemplares.
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Los resultados obtenidos acuerdan con distintos estudios en los que se sefiala el
efecto de la diversidad genética de una especie vegetal sobre la estructura de las
comunidades asociadas a la misma (otras plantas, insectos y otros animales,
microorganismos) y sobre los procesos ecosistémicos del ambiente donde se encuentra. Por
ejemplo, Crutsinger et al. (2006) demostraron que la riqueza de artrépodos se incrementaba
con la diversidad genética de Solidago altissima, de forma que el nimero de especies de
artropodos fue aproximadamente 27 % mayor en las poblaciones que presentaban
ejemplares con 12 genotipos diferentes que en aquellas que estaban compuestas por
individuos genotipicamente iguales. Madritch et al. (2006) hallaron que la diversidad
genética intraespecifica en Populus tremuloides puede influenciar la tasa de descomposiciéon
microbiana de la hojarasca, afectando asi la dindmica de los ciclos de nutrientes a largo plazo.
Asimismo, distintos trabajos han sefialado que la diversidad genética de la especie vegetal
dominante afecta la biomasa (Schweitzer et al. 2008), la funcionabilidad y la composicién de
las comunidades microbianas del suelo (Madritch & Lindroth 2011, Schweitzer et al. 2011),
encontrandose entre ellas los hongos ectomicorricicos. Karst et al. (2009) hallaron que el
nivel de colonizacién ectomicorricica de P. contorta depende del genotipo del arbol, mientras
que Leski et al. (2010) observaron que el origen y genotipo de las semillas utilizadas para
cultivar P. sylvestris influye sobre las comunidades de EcM asociadas al sistema radical de las
plantas. Los efectos de la variabilidad genética intraespecifica de la especie vegetal sobre la
biomasa, estructura y/o funcionabilidad de las comunidades de organismos asociadas a ella
estarian relacionadas con las caracteristicas propias de cada genotipo, tales como tasa de
crecimiento de la planta, la estructura de la planta y/o la composicién quimica de las hojas y
raices o de sus exudados (Madritch et al. 2006, Schweitzer et al. 2008, Barbour et al. 2009,
Deshpande et al. 2011, Madritch & Lindroth 2011, Schweitzer et al. 2011).

En este estudio no se detectd una correlacion significativa entre la diversidad genética
individual (Ho, IR, HL y HI) y la riqueza fungica en el suelo asociado al mismo. Esto podria
deberse a que realmente no existe asociacion entre ambas variables o bien a que la
diversidad genética se evalu6 en base a marcadores selectivamente neutros, existiendo la
posibilidad que al utilizar marcadores adaptativos (ej. que confieran cambios en la
composicion quimica de las hojas o de los exudados) surjan relaciones significativas. Sin
embargo, ante la dificultad de contar con marcadores adaptativos, se asume que la diversidad
general observada es representativa. No obstante, estos resultados también podrian estar
relacionados con algunas caracteristicas propias de la técnica de TGGE, ya que en ocasiones
las bandas correspondientes a los miembros menos dominantes de la comunidad (raros)

pueden no tefiirse adecuadamente y por lo tanto no ser detectadas (Anderson & Cairney
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2004, Escalante 2007). De hecho, se ha mencionado que debido a la gran complejidad de las
comunidades microbianas del suelo, las bandas de los perfiles obtenidos por las técnicas de
DGGE y TGGE suelen corresponder a los miembros mas abundantes de la comunidad
(MacNaughton et al. 1999, Muyzer 1999, He et al. 2005). Entonces, si la diversidad genética
individual de los ejemplares de N. nervosa estuviera relacionada, por ejemplo, con la
ocurrencia de especies raras, posiblemente no podria detectarse esta relaciéon con la técnica
de TGGE. Ademas, se ha demostrado que en ciertas circunstancias una tinica banda del perfil
puede comprender dos o mas microorganismos (ej. Costa et al. 2005), en cuyo caso el método
estaria subestimando la diversidad real de la comunidad (Gelsomino et al. 1999, Muyzer
1999, Anderson & Cairney 2004, Escalante 2007). Es necesario entonces realizar posteriores
estudios que nos permitan analizar mas detalladamente las asociaciones entre estas variables
(separacién y reamplificacion de bandas, clonado, muestreos estacionales).

Resulta interesante mencionar que en este trabajo se hall6é una correlacién positiva y
significativa entre todos los parametros de diversidad genética individual considerados. Esta
correlaciéon habia sido descripta previamente entre la heterocigosis observada (Ho), el indice
de relacion interna (IR) y heterocigosis ponderada por locus (HL) (Aparicio et al. 2006). En
este trabajo se utiliz6 ademas el parametro que denominamos heterocigosis individual (HI), y
el hecho de que correlacione positiva y significativamente con los anteriormente
mencionados significa que este parametro de facil calculo puede ser utilizado para evaluar la
relacion entre la diversidad genética de los individuos y diferentes caracteristicas asociadas

al mismo, como en este caso, las comunidades microbianas del suelo.

CONCLUSIONES PARCIALES

En este Capitulo se describieron diferentes aspectos de las comunidades fingicas
asociadas a los ectomorfotipos y al suelo circundante a las raices de ejemplares jovenes de N.
nervosa en 2 ambientes: el bosque nativo y la plantacién de pinos. Los resultados obtenidos a
partir de las técnicas tradicionales de cultivo y de métodos moleculares (extracciéon de ADN
total, amplificacion por PCR, obtencion de perfiles de bandas a través de la técnica de TGGE)
sefalaron que tanto los hongos del suelo, como las levaduras y hongos dimoérficos asociados a
los ectomorfotipos en el bosque nativo difieren de los presentes en la plantacién de coniferas
exdticas, al igual que los hongos formadores de EcM (Capitulo 4). Estos cambios en las
comunidades flngicas estan probablemente relacionados, entre otros factores, con: las
diferencias en las caracteristicas fisico-quimicas del suelo entre el bosque y la plantacién, con

las propiedades del material vegetal que estas especies arbdreas aportan al sistema
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(hojarasca, raices, exudados) y/o con el uso y manejo del suelo de la plantacion forestal
respecto del bosque nativo.

Se determindé que los ectomorfotipos que presentaban micelio extrarradical se
encontraban asociados a mayor cantidad de levaduras y hongos dimorficos respecto de
aquellos que carecian de estas estructuras flngicas. De igual forma que lo observado en los
frutos de N. nervosa, a partir de los ectomorfotipos se aislaron pocas especies dominantes y
numerosas especies raras. Resulta interesante destacar que las 3 especies dominantes en el
bosque (Cr. phenolicus, Cr. podzolicus y T. porosum) son capaces de sintetizar diferentes
enzimas extracelulares de importancia para la degradacion de madera y de otros materiales
vegetales, mientras que las 2 mas abundantes en la plantacidén corresponden a especies
posiblemente nuevas (Candida sp. 3 y Cryptococcus sp. 1), cuya funcién ecoldgica se
desconoce. El elevado porcentaje de especies posiblemente nuevas aisladas a partir de los
ectomorfotipos de N. nervosa sefiala la importancia de los ambientes naturales como fuente
de microorganismos nuevos, muchos de los cuales podrian tener aplicacion biotecnolégica y
ser utiles para los procesos de domesticacion. En base a esto ultimo, se afirma que es
necesario llevar a cabo posteriores estudios que permitan determinar si las cepas de
levaduras y hongos dimorficos aislados son capaces de favorecer la germinacion, de
incrementar el crecimiento de la plantula o de actuar como antagonistas contra distintos
patogenos radicales.

En base a los andlisis realizados pudieron describirse algunas tendencias que
relacionaban la diversidad genética de las poblaciones de los ejemplares cultivados de N.
nervosa con la riqueza de los hongos del suelo circundante a sus raices. Estos resultados son
relevantes ya que sefialan que los patrones naturales de diversidad genética podrian estar
relacionados con la diversidad de organismos asociada a la especie vegetal, lo que a su vez
podria influir en distintos procesos a nivel de comunidades y ecosistemas. Sin embrago, las
tendencias halladas en este estudio no fueron concluyentes, siendo necesario incrementar el
numero de individuos analizados y profundizar los estudios en este sentido para poder
describir mas detalladamente este tipo de relaciones. Esta informaciéon resultaria de
importancia para los programas de conservacidon y manejo de los bosques nativos cuyo fin
sea preservar la diversidad genética y bioldgica de los mismos. Desde el punto de vista de la
domesticacion de especies forestales nativas, este tipo de informacién resulta relevante ya
que brinda una herramienta adicional en el momento de seleccionar la poblacién a partir de
la que se colectaran las semillas para el cultivo de las plantas que luego seradn llevadas a
campo. Por ejemplo, si se determina que mayor diversidad genética de la planta se asocia a

mayor numero y diversidad de microorganismos en el sistema radical, y que éstos resultan
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beneficiosos para el crecimiento de la misma, serfa 6ptimo colectar las semillas a partir de
poblaciones de elevada diversidad genética a fin de obtener plantulas que se adapten y

desarrollen mejor a las condiciones del campo.
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DISCUSION GENERAL

A fin de responder al objetivo general planteado y a los correspondientes objetivos
especificos, a lo largo de esta Tesis se describio el comportamiento micorricico de Nothofagus
nervosa en ejemplares cultivados en vivero y en los pertenecientes a bosque nativo.
Asimismo, se analizaron las levaduras y hongos dimdrficos presentes en dos fracciones
diferentes de la planta: la superficie de los frutos y de los ectomorfotipos. En cada Capitulo se
discutieron las implicancias ecolégicas y aplicadas de los resultados obtenidos.

Durante la domesticacion de N. nervosa, esta especie se encuentra asociada a distintos
tipos de hongos. En cuanto a las levaduras y hongos dimoérficos, se determind que en la
superficie de los frutos de N. nervosa que son utilizados para el cultivo de las plantulas en el
vivero predominaban las del Phylum Ascomycota. Ademas, las levaduras presentes en los
frutos presentan estrategias de adhesiéon (micelio, capsulas) y de protecciéon contra la
radicacidon y el estrés oxidativo (pigmentos, micosporinas). Se comprobd que la conservacion
de los frutos en camara de frio reduce significativamente el nimero y diversidad de levaduras
y hongos dimérficos en su superficie, y que la ruptura de la latencia fisiolégica de la semilla
(lavado) tiende a cambiar la composicion de las comunidades. Esta informacion resulta
relevante para plantear posteriores estrategias de cultivo y manejo de los frutos (semillas)
durante los procesos de domesticacion.

De igual forma que lo observado en los frutos, las levaduras y hongos dimorficos
asociados a los ectomorfotipos de los ejemplares de N. nervosa implantados bajo la plantaciéon
de pinos (JvDom-e) pertenecieron principalmente al Phylum Ascomycota. Por el contrario, la
mayor parte de las levaduras y hongos dimoérficos presentes en la superficie de los
ectomorfotipos de ejemplares de N. nervosa nativos (Jvn) y de aquellos provenientes de
procesos de domesticacion e implantados en el bosque (JvDom-n) estuvieron incluidos en el
Phylum Basidiomycota. Este fenémeno podria estar relacionado con las diferentes
propiedades fisico-quimicas del suelo entre estos dos ambientes. A diferencia de las
levaduras y hongos dimoérficos asociados a los frutos, aquellos presentes en los
ectomorfotipos de N. nervosa carecian de pigmentos, micosporinas y micelio. Una tendencia
general observada para estos hongos en ambas fracciones de la planta (frutos y
ectomorfotipos) es que existen pocas especies dominantes y numerosas minoritarias.
Ademas, a partir de ambos sustratos se aislaron posibles especies nuevas, resaltando la
potencialidad de los ambientes naturales comprendidos en los bosques Andino-patagénicos
como fuentes de microorganismos no descriptos hasta el momento, muchos de los cuales
podrian tener aplicaciones biotecnolégicas. Conjuntamente, estos resultados resaltan tanto la

existencia de poblaciones microbianas propias de las distintas fracciones de la planta como la
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capacidad de estos microorganismos de desarrollar distintas estrategias de adaptacién al
medio donde se encuentran. En base a esta informacién se acepta la hipotesis que planteaba
que las levaduras presentes en la superficie de los frutos de N. nervosa son diferentes a las
asociadas a los ectomorfotipos de sus raices (Hipotesis E).

A partir del ensayo de vivero realizado en las instalaciones del INTA EEA Bariloche se
determiné que las plantulas desarrollaron EcM naturalmente (sin inoculacién) entre los 6 y
12 meses de edad, lo cual sugiere que existe una fuente de indculo externa asociada al
proceso de cultivo (turba, herramientas, sistema de riego, calzado, viento). Las especies de
hongos formadores de EcM en los ejemplares de N. nervosa que permanecieron en el
invernaculo fueron las mismas que las halladas en las plantulas trasplantadas al cantero, pero
en estas Ultimas se observaron ademas ectomorfotipos formados por especies fungicas no
halladas en el invernaculo, probablemente como consecuencia de estar expuestas a un
inéculo natural. Concluyendo, a partir de este ensayo se determiné que las raices de las
plantulas cultivadas en el vivero para luego ser llevadas al campo se hallan colonizadas por
EcM independientemente de la técnica de cultivo empleada (con o sin trasplante previo al
cantero). Sin embargo, las comunidades de hongos ectomicorricos presentes en las plantulas
si estd relacionada con la estrategia de cultivo, ya que las plantulas que pasaron por el
cantero presentaron mayor riqueza de hongos EcM que las que permanecieron en el
invernaculo. Resulta importante destacar que las plantulas analizadas en el ensayo de vivero
presentaron menor riqueza de EcM que las estudiadas en el bosque nativo (Pln). En base a
esta informacidn, se acepta la hipdtesis que enunciaba que en etapas tempranas del cultivo de
N. nervosa en el vivero las plantas presentan baja diversidad de ectomicorrizas (Hipotesis A). En
este sentido, una opcién interesante de cultivo seria inocular las plantulas con suelo del
mismo bosque en el que se implantarian durante su estadia en el cantero, y asi favorecer el
desarrollo de EcM nativas en el sistema radical de las mismas. De esta forma, al ser llevadas a
campo las plantulas estarian asociadas a hongos ectomicorricos propios del lugar, lo que
posiblemente les permitiria adaptarse mas rapidamente a las condiciones ambientales. Sin
embargo, teniendo en cuenta que las plantulas que pasan un periodo de crecimiento en el
cantero presentan menor crecimiento que las que permanecen en el invernaculo, seria
necesario evaluar los costos y beneficios de optar por una u otra técnica.

La riqueza de hongos EcM y los porcentajes de colonizacién de los ejemplares
ubicados en el cantero (técnica de cultivo utilizada en los afios de establecimiento de los
ensayos: 1999 y 2000) fueron similares a los observados en los jévenes provenientes de
procesos de domesticacion e implantados bajo pino. Por el contrario, los jévenes

provenientes de procesos de domesticacidon e implantados en el bosque nativo presentaron

190



Capitulo 6

valores de colonizacién y riqueza de EcM sumamente superiores, sugiriendo que la presencia
de un indculo natural y compatible con la especie arbérea favorece la colonizacién y la mayor
diversidad de hongos formadores de EcM en sus raices. No se observaron especies flingicas
formadoras de EcM en comun al bosque nativo y a la plantacién de pinos, ni entre estos
ambientes y las descriptas previamente en las plantulas cultivadas en el vivero del INTA.
Estos resultados permiten aceptar la hipdtesis que planteaba que los individuos cultivados en
vivero presentan en sus raices hongos EcM diferentes a los asociados al sistema radical de los
ejemplares de N. nervosa llevados a campo (Hipétesis B).

Todos los ejemplares de N. nervosa estudiados en el bosque y en la plantacion de
pinos presentaron EcM en sus sistemas radicales, siendo la dindmica de sus comunidades
compleja. Se registraron diferencias en la colonizacion, riqueza y diversidad de EcM respecto
de la edad de las plantas y de la estacién del afio. Otra tendencia comdn entre las EcM
asociadas a N. nervosa en el boque y en la plantacion de pinos es que en ambos ambientes se
hallaron EcM con distintas estrategias de exploraciéon y explotacion del sustrato (Tipos
exploratorios), sugiriendo que esta especie forestal establece esta simbiosis con distintos
hongos que le otorgan diferentes beneficios, tales como acceder a variadas fuentes de
nutrientes, alcanzar mayores distancias de exploracién, proteccion contra patégenos
vegetales, entre otros. Tal como se observo para las levaduras y hongos dimérficos, entre los
hongos ectomicorricicos descriptos en N. nervosa existen pocas especies abundantes y
numerosas minoritarias.

En conjunto, esta informacion sustenta la hipdtesis que afirmaba que la composicién
de micorrizas asociadas a N. nervosa varia entre diferentes ambientes (bosque nativo y
plantacién de pinos), categorias de edad (pldntulas, jévenes y adultos) y estaciones (otofio y
primavera) (Hipdtesis C).

La mayor parte de los hongos ectomicorricicos analizados presentaron bajo
porcentaje de homologia con secuencias disponibles en el GenBank. Este hecho sugiere que
existen poblaciones de hongos ectomicorricicos propias de estos ambientes y aun
escasamente estudiadas, y resalta la necesidad de continuar con el estudio de la diversidad
taxonomica de estos hongos en los bosques Andino-patagénicos. La mayor parte de las
especies de hongos formadores de EcM identificadas pertenecieron al Phylum Basidiomycota
y a taxones flngicos previamente citados en bosques de Nothofagus, siendo el orden
Agaricales y el género Cortinarius los mas ampliamente representados.

En base a los resultados obtenidos a partir de los analisis de TGGE se determind que
la composicidn de las comunidades de hongos asociadas al suelo circundante a las raices es

diferente en el bosque, donde predominaron los hongos pertenecientes al Phylum
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Basidiomycota, y en la plantacién de pinos, donde se observé una mayor riqueza de hongos
pertenecientes al Phylum Ascomycota. Dado que N. nervosa forma EcM principalmente con
hongos basidiomicéticos, es de esperar que una menor ocurrencia de los mismos en el suelo
de la plantacién de pinos justifique que los ejemplares implantados en este ambiente
presenten menor porcentaje, riqueza y diversidad de EcM. Esta diferencia en la composicion
de las comunidades fungicas del suelo esta probablemente relacionada con la especie exoética
implantada (Pinus ponderosa), con las practicas de manejo propias de las plantaciones, con
las propiedades fisico-quimicas del suelo y/o con las distintas EcM asociadas a las especies
arbéreas dominantes en cada ambiente.

Respecto de la hipotesis que planteaba que el suelo y las raices asociadas a plantas de
N. nervosa cultivadas a partir de semillas provenientes de poblaciones con elevada diversidad
genética presentan una composicién fingica diferente a la de las poblaciones con menor
diversidad genética (Hipdtesis D), se observaron algunas tendencias que sugeririan que la
diversidad genética de las poblaciones a partir de las cuales se coleccionan los frutos para
cultivar las plantulas influye sobre las comunidades ftngicas del suelo, pero los resultados
obtenidos no permitieron llegar a conclusiones definitivas, siendo necesario ampliar el
numero de ejemplares analizados y continuar con los estudios que abarquen estos aspectos.

En ninguno de los ejemplares de N. nervosa analizados durante este trabajo de Tesis
se observo una colonizacién micorricico-arbuscular, indicando que independientemente de la
edad, de la estacion del afio y del ambiente en el que se encuentren los individuos, esta

especie no desarrolla este tipo de simbiosis.

CONCLUSIONES FINALES

¥ Los frutos y los ectomorfotipos de Nothofagus nervosa poseen poblaciones de levaduras
y hongos dimorficos caracteristicas de cada uno de ellos, entre las que se encuentran
especies nuevas y otras de potencial aplicacion biotecnoldgica (promotoras del
crecimiento, biocontroladoras).

¥ Los distintos procesos a los que son sometidos los frutos (conservacion, ruptura de
dormancia) modifican las comunidades de levaduras y hongos dimoérficos asociadas a los

mismos.

¥ En las plantulas cultivadas durante el proceso de domesticacion (sin inoculacién) se
establecen en forma natural ectomicorrizas propias del sistema de cultivo en vivero,
sugiriendo que las plantulas se encuentran micorrizadas cuando son implantadas en el

campo.
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¥ Las distintas técnicas de cultivo (en invernaculo o con posterior trasplante a cantero)

influyen sobre las comunidades de ectomicorrizas presentes en las plantulas.

% Los porcentajes de colonizaciéon, riqueza y diversidad de EcM varian
en funcién de: la edad de planta, la estacidn del aio, del tipo (bosque nativo o plantacion

de pinos) y manejo del ambiente.

¥ Entre los individuos provenientes de procesos de domesticacion, los jovenes
implantados bajo el bosque nativo presentan valores de colonizacién, riqueza y
diversidad de ectomicorrizas superiores a los implantados bajo la plantacién de pinos.

¥ En el bosque nativo, todas las categorias de edad estudiadas poseen elevada diversidad
de ectomicorrizas con tres estrategias diferentes de exploracion y explotacion del
sustrato.

¥ En el bosque domina una especie de hongo ectomicorricico no identificado (estacion y
categoria de edad) y las especies del género Cortinarius se encuentran ampliamente
distribuidas.

¥ Las especies de hongos formadores de ectomicorrizas son diferentes en los tres sistemas
estudiados: vivero forestal, bosque nativo y plantacién de pinos.

¥ Las comunidades de hongos del suelo asociado al sistema radical de ejemplares jovenes
de Nothofagus nervosa difieren significativamente entre el bosque nativo y la plantacion

de pinos.

CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS DE TRABAJO

La informacién presentada contribuye a la descripcién de la ecologia de esta especie
forestal y de los bosques Andino-patagoénicos, y brinda informacion preliminar relevante para
los programas de domesticacion que podrd ser tenida en cuenta para plantear
recomendaciones de cultivo y estrategias de inoculacién y manejo.

La presencia de EcM en los ejemplares cultivados de N. nervosa asi como en las
plantulas, jovenes y adultos pertenecientes a bosque nativo sefiala la importancia de esta
simbiosis para el desarrollo de la especie forestal y la necesidad de estudiarla a fin de poder
utilizarla en la produccién de N. nervosa y de optimizar su desempefio en el campo y su
rendimiento final. En este sentido, la caracterizacion taxonomica y funcional (Tipos
exploratorios 1, 2 y 3) de los hongos formadores de EcM llevada a cabo representa un marco
adecuando en el cual basar posteriores investigaciones ecoldgicas y aplicadas. Esta
informacién permitiria, por ejemplo, seleccionar especies fingicas de interés en cultivar a fin

de realizar posteriores inoculaciones con especies ectomicorricicas que le brinden a los

193



Capitulo 6

ejemplares cultivados de N. nervosa ventajas adaptativas en el ambiente donde seran
implantados, o bien que incrementen su crecimiento y productividad (ej. especies fungicas
que desarrollen ectomorfotipos con abundante micelio radical o que sinteticen algin
compuesto de interés, tales como sider6foros, enzimas y sustancias antagdnicas de patégenos
vegetales).

La ocurrencia de distintas especies de levaduras y hongos dimérficos en la superficie
de los frutos y de los ectomorfotipos, algunas de las cuales perteneces a taxones que han sido
previamente descriptos como promotores del crecimiento o como antagonistas contra
distintos patégenos vegetales, resalta la importancia de tener en cuenta estos
microorganismos durante la domesticacidn de esta especie forestal.

En conjunto, esta informacion destaca la importancia de considerar las comunidades
microbianas asociadas a N. nervosa para plantear futuras estrategias de conservacién y uso
sustentable de los sistemas naturales y para poder utilizar los mismos en la optimizacién de
practicas de cultivo, existiendo la posibilidad de aplicarlos como biofertilizantes o
biocontroladores, reduciendo entonces la cantidad de productos quimicos que se utilizan
para estos fines. Resulta entonces necesario continuar con la caracterizaciéon de estos
organismos, con su aislamiento a partir de ectomorfotipos, con la seleccién de cepas que
promuevan el crecimiento o que brinden proteccién contra patdégenos vegetales y
principalmente en la forma de inoculacién apropiada, compatible con los actuales procesos

de domesticacion.

194



ANEXOS



ANEXO0 I

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS SIETE TIPOS DE MICORRIZAS DESCRIPTOS HASTA EL MOMENTO

Anexos

TIPOS DE MICORRIZA
ECTOTROFICAS ENDOTROFICAS
Ecto Ectendo Arbusculares Arbutoides Monotropoide  Ericoides Orquidioides
Hongo Septado + + - + + + +
Aseptado - - + - - - -
Hifas intracelulares - + + + + + +
Manto + +o0- - +0- + - -
Red de Hartig + + - + + - -
Taxon del Hongo Ascomycota Ascomycota Glomeromycota Basidiomycota Basidiomycota ~ Ascomycota Basidiomycota
>Basidiomycota  Basidiomycota
Plantas que algunas Angiospermasy Briofitas Ericales Monotropoidea  Ericalesy Orchidiales
colonizan Angiospermasy  Gimnospermas  Pteridofitas algunas
>Gimnospermas >Angiospermas Briofitas
y algunas
Gymnospermas

Referencias: + / -: Presente/Ausente; >: Indica que la mayoria de ese grupo taxonémico de hongos forma la micorriza o el grupo de plantas a la que
esta mayormente asociada (Smith & Read 2008 modificada).
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MYP (g/100 mL)
Extracto de malta
Extracto de Levadura
Peptona de Soja

Agar

MMS (g/100 mL)
Glucosa
(NH4),SO04
KH:PO4
MgS04-7H20
CaClz-2H20

Extracto de levadura

BUFFER DE LISIS (g L-1)
Tris

NaCl

EDTA

SDS

pH

BUFFER TE 10X (g L-1)
Tris

EDTA

pH

ANEXo0 11

FORMULAS DE MEDIOS DE CULTIVO Y BUFFERS

0,7
0,05
0,23
1,5

0,2

0,2
0,05
0,0075
0,1

50 mM
250 mM
50 mM
0,3%p/v
8

60 mM
100 mM
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ANEXo0 II1

Anexos

NUMEROS DE ACCESO AL GENBANK (HQ629551-HQ629619), SUSTRATO A PARTIR DEL CUAL FUERON AISLADAS LAS LEVADURAS Y HONGOS
DIMORFICOS Y TIPO DE HONGO CORRESPONDIENTES A LAS SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS OBTENIDAS EN EL CAPITULO 2 Y A LAS UTILIZADAS PARA
CONSTRUIR LOS ARBOLES FILOGENETICOS (FIGURA 2.5). SE SENALAN EN NEGRITA LAS UTILIZADAS PARA CONSTRUIR LOS ARBOLES.

NOMBRE DEL TAXON* GENBANK SUSTRATO DE AISLAMIENTO TIPO DE HONGO
AISLAMIENTO

YF12.4 Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629567 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YF2.2 Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629598 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YF4.4 Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629595 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YF5.5primab Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629574 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YF5.7 Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629600 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YF9.5b Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629570 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YFL10.1b Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629575 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YFL10.7b Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629571 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimorfico
YFL12.2 Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629568 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimorfico
YFL13.10d Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629572 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YFL14.1 Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629566 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimorfico
YFL14.7 Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629569 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YFL15.2 Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629599 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimorfico
YFL6.3c Ascomycetous yeast sp. 1 HQ629573 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YCL7.3a Ascomycetous yeast sp. 2 HQ629596 Surface of CW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimérfico
YCL11.1 Aureobasidium pullulans HQ629552 Surface of CW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimorfico
YF3.1 Aureobasidium pullulans HQ629555 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimérfico
YF3.3 Aureobasidium pullulans HQ629584 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimorfico
YF5.2 Aureobasidium pullulans HQ629587 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YF8.1 Aureobasidium pullulans HQ629585 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimérfico
YF8.3 Aureobasidium pullulans HQ629551 Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimorfico
YFL10.2 Aureobasidium pullulans HQ629553 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YFL11.1 Aureobasidium pullulans HQ629586 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YFL7.4a Aureobasidium pullulans HQ629554 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimdrfico
YFL9.2 Aureobasidium pullulans HQ629588 Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina Hongo dimérfico
CBS100524 Aureobasidium pullulans var. aubasidani'  FJ150952 Slime flux in Betula sp., Russia Hongo dimorfico
CBS147.97 Aureobasidium pullulans var. namibiae' AJ244231 Dolomitic marble, Namibia Hongo dimorfico
EXF-3640 Aureobasidium pullulans var. nov. FJ150896 Subglacial ice from sea water, Arctic glaciers Hongo dimorfico
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CBS146.30
YFL13.7
CBS111289
YFL7.2
YFL7.5
ZIM600
CBS 8351
MA-M35
YF11.3
CBS 160
CBS8976
YCL8.1
YF3.4
YF4g
YF8.7
YFL1.1
YFL2.5
YFL7.1
CBS569
D187 2
YF12.2
CBS1937
dH12609
YF10.2c
YF14.5
YF3.2
YF6.3
YF6.3e
YF8.2
YF9.1b
YF9.1c
YFL10.3
YFL12.3
YFL13.8
YFL2.1e
YFL7.6b

Aureobasidium pullulans var. puIIuIansT
Coniozyma leucospermi
Coniozyma leucospermi’
Cryptococcus adeliensis
Cryptococcus adeliensis
Cryptococcus adeliensis
Cryptococcus adeliensis'
Cryptococcus diffluens
Cryptococcus diffluens
Cryptococcus diffluens’
Cryptococcus heveanensis
Cryptococcus heveanensis
Cryptococcus heveanensis
Cryptococcus heveanensis
Cryptococcus heveanensis
Cryptococcus heveanensis
Cryptococcus heveanensis
Cryptococcus heveanensis
Cryptococcus heveanensis'
Cryptococcus weringae
Cryptococcus weringae
Cryptococcus weringae'
Dothichiza pithyophila
Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

Dothichiza sp. 1

FJ150916
HQ629581
EU552113
HQ629606
HQ629607
AM748527
AF137603
GU373799
HQ629579
AF075502
AF406890
HQ629608
HQ629610
HQ629611
HQ629609
HQ629577
HQ629576
HQ629578
AF075467
HM627149
HQ629605
AF181541
FJ150969

HQ629560
HQ629557
HQ629593
HQ629558
HQ629561
HQ629592
HQ629563
HQ629559
HQ629589
HQ629594
HQ629590
HQ629556
HQ629564

Slime flux in Quercus sp., Germany
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Proteaceae leaves, South Africa

Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Grape berries, Slovenia

Decayed algae, Antactica

tank of municipal wastewater treatment plant, China

Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Fingernail, Austria

Flowering plant of Arabis alpina, Germany
Surface of CW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina

Sheet rubber stored in a damp room, Indonesia

Insect associated, Bulgaria

Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Dew-retted flax, Netherlands

Plant associated, Slovenia

Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina

Hongo dimorfico
Hongo dimérfico
Hongo dimorfico
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura

Hongo dimorfico
Hongo dimdrfico
Hongo dimorfico
Hongo dimdrfico
Hongo dimdrfico
Hongo dimdrfico
Hongo dimorfico
Hongo dimdrfico
Hongo dimdrfico
Hongo dimorfico
Hongo dimdrfico
Hongo dimdrfico
Hongo dimdrfico
Hongo dimdérfico
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YFL7.6d
YFL8.6bb
YF14.6
CBS285.47
9096
CBS303.62
YFL11.8
YF4.3a
CBS157.44
CBS239.74
YF13.1
CBS114905
STE-U6120
YF8.4
DBVPG5006
YCL7.1
YFL10.6
CBS 348
AY-31
YFL10.4
YFL10.5
YFL3.2
YFL4.1
YFL6.2
YFL9.6
CBS4551
CPC14927
CBS275.28
IFO7776
YFL9.5
CBS 436.72
HB940
YFL6.4
CBS8257

Dothichiza sp. 1
Dothichiza sp. 1
Dothichiza sp. 2
Fonsecaea compacta'
Fungal endophyte
Lecythophora mutabilis
Lecythophora mutabilis
Lecythophora mutabilis
Lecythophora mutabilis'

Phaeomoniella chlamydospora

Phaeomoniella sp.
Phaeomoniella zymoides
Phaeomoniella zymoides
Phaeomoniella zymoides
Rhodotorula colostri
Rhodotorula colostri
Rhodotorula colostri
Rhodotorula colostri'
Rhodotorula fujisanensis
Rhodotorula fujisanensis
Rhodotorula fujisanensis
Rhodotorula fujisanensis
Rhodotorula fujisanensis
Rhodotorula fujisanensis
Rhodotorula fujisanensis
Rhodotorula fujisanensis'
Sydowia eucalypti
Taphrina wiesneri
Taphrina wiesneri
Taphrina wiesneri
Tilletiaria anomala'
Trichosporon dulcitum
Trichosporon dulcitum
Trichosporon dulcitum'

HQ629562
HQ629565
HQ629591
AF050275
F420042
AF353605
HQ629602
HQ629603
AF353604
AB278179
HQ629601
HQ779324
GQ154641
HQ629582
GQ911527
HQ629613
HQ629612
AY372177
FN357238
HQ629614
HQ629580
HQ629616
HQ629618
HQ629615
HQ629617
AF189928
GQ303328
AF492072
AY548292
HQ629583
AJ235284
AJ507663
HQ629619
AF075517

Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Clinical strain, Puerto Rico

Endophyte in cupressaceous (asymptomatic tissue), USA

Soil, Netherlands

Surface of CnW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
River water, Germany

Vitis vinifera, USA

Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Pinus densiflora leaves, South Corea
Prunus salicina wood, South Africa

Surface of FnW N. Nervosa seeds, Argentina
Calderone Glacier, Italy

Surface of CW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Colostrum from woman, Portugal

Betula sp. green leaves, Russia

Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Droppings of hare, Japan

Eucalyptus sp., Portugal

Plant, USA

Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Decayed wood, Canada

Soil, Austria

Surface of FW N. Nervosa seeds, Argentina
Soil, Netherlands

Hongo dimorfico
Hongo dimérfico
Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Hongo dimérfico
Hongo dimorfico
Hongo dimérfico
Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura
Levadura

Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Hongo dimorfico
Levadura

Hongo dimorfico
Levadura

* Se mantiene el nombre con el que la secuencia correspondiente a cada muestra se encuentra cargada en la base de datos del GenBank.
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Anexos

DIETAS DE FERTILIZANTES UTILIZADAS DURANTE LAS DISTINTAS FASES DE CRECIMIENTO DURANTE EL
CULTIVO DE NOTHOFAGUS NERVOSA EN EL VIVERO (MODIFICADA DE AZPILICUETA ET AL. 2010)

FASE DURACION FERTILIZANTE CONCENTRACION FRECUENCIA DE
APROXIMADA (g/1) APLICACION
(pias)* (VECES/SEMANA)
Establecimiento 1 30 NPK 11-46-16 0,14 2
KH2PO4 0,10 2
CaNOs3 0,20 1
Micronutrientes 0,01 1
Establecimiento 2 15 NPK 11-46-16 0,44 2
KH2PO4 0,20 2
CaNOs3 0,20 1
Micronutrientes 0,01 1
Crecimiento 15 NPK 18-7-17 0,17 2
rapido 1 CaNO3 0,10 1
Micronutrientes 0,01 1
Crecimiento 15 NPK 18-7-17 0,28 2
rapido 2 CaNOs3 0,10 1
Micronutrientes 0,01 1
Crecimiento 45 NPK 18-7-17 0,58 2
rapido 3 CaNO3 0,10 1
Micronutrientes 0,01 1
Rustificacion 1 30 NPK 4-27-38 0,11 2
KH2PO4 0,055 2
CaNO3 0,155 1
Micronutrientes 0,01 1
Rustificacion 2 15 NPK 4-27-38 0,225 2
KH,PO4 0,12 2
CaNO3 0,155 1
Micronutrientes 0,01 1
Rustificacion 3 30 NPK 4-27-38 0,225 1
KH,PO4 0,12 1
CaNO3 0,155 1
Micronutrientes 0,01 1

* La duracion de las distintas fases en dias es variable y esta influenciada por la época de siembra, las
condiciones del invernaculo y las caracteristicas del afio de produccion.
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ANEXOV

METODO DE EXTRACCION DE ADN TOTAL A PARTIR DE LAS HOJAS DE NOTHOFAGUS NERVOSA SEGUN
DUMOLIN ET AL. (1995)

1) Se colocaron 70-80 mg de tejido vegetal cortado en pequeios trozos en tubos plasticos de
1.5 mL. Para romper el tejido se agregaron tres esferas de acero inoxidable de 3 mm de
didmetro a cada tubo y se colocaron los mismos en nitrégeno liquido durante un minuto.
Luego, se agitaron en un molino de homogenizaciéon (MixerMill, Resch) a mdaxima
velocidad (30 rpm) durante 3 minutos, obteniéndose un polvo fino de color verde claro.

2) Se calenté el buffer de extraccion suplementado con DTT y PVP soluble a 65 °C y luego se
agregd 1 mL a cada muestra. Las muestras fueron incubadas en bafio termostatico con
agitacion durante 1 h a 65 °C.

3) Transcurrido este tiempo se dejaron enfriar los tubos y se agregaron 400 uL de
diclorometano, mezcldndose suavemente hasta obtener una emulsion.

4) Se centrifugaron las muestras 10 min a 13000 g en centrifuga refrigerada (4 °C) y se pas6
el sobrenadante a un tubo limpio cuidando de no pipetear la interfase. Se repiti6 este paso
dos veces.

5) Se agregaron 400 uL de isopropanol a cada tubo, se homogeneizaron las muestras
suavemente y posteriormente se centrifugaron 10 min a 13000 g en centrifuga refrigerada
(4 °C). Se removio el sobrenadante y se dejaron secar los tubos 15 min sobre papel de
filtro.

6) Luego, Se agregd 1 mL de etanol 76 % a cada tubo, se homogeneizé y se centrifugaron las
muestras 10 min a 13000 g (4 °C). Se removi6 el sobrenadante cuidadosamente y se
dejaron secar los tubos durante 30 min a 1 h sobre papel de filtro.

7) Finalmente, se agregaron 40 pL de buffer 1x TE con RNAsa (2 pl/mL soluciéon stock: 10
mg/mL) y se incubaron las muestras a 37 °C por 30 min. Se realizaron diluciones de

trabajo 1:50 ADN/agua MiliQ estéril y se conservé a -20 °C el ADN stock.
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