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RESUMEN

Los pinos establecen simbiosis con hongos ectomicorricicos (hongos EM) que facilitan
su invasion en ecosistemas patagonicos, incluyendo estepas semiéridas donde el agua es un
factor limitante. Los hongos micorricicos tienen la capacidad de aliviar el estrés hidrico y
podrian permitir a los pinos invadir ambientes aridos. A partir de un experimento factorial en
camara de cultivo, este trabajo estudio el efecto de la asociacion con distintas especies de
hongos EM en el crecimiento y la tolerancia al estrés hidrico de la especie no nativa invasora
Pinus ponderosa. El experimento consistio en la inoculacion de plantulas de P. ponderosa con
tres especies diferentes de hongos EM: Suillus luteus, Rhizopogon sp. y Boletus edulis.
También se incluyo en el disefio un control con sustrato estéril (sin inoculacién fangica). El
tratamiento de inoculacién se cruzo6 a su vez con dos regimenes de riego: riego frecuente e
interrupcion del riego (simulando condiciones de sequia) hasta registrar la muerte de las
plantulas. Las plantulas inoculadas con S. luteus y Rhizopogon sp. presentaron mayor
supervivencia a la sequia que las plantulas control. Bajo el régimen de sequia, no se observaron
diferencias de biomasa entre las plantulas inoculadas con especies EM y el control. Bajo riego,
las plantulas inoculadas con S. luteus y Rhizopogon sp. generalmente presentaron mayor
biomasa que el control, el cual no presento6 diferencias significativas respecto de las plantulas
inoculadas con B. edulis. Estos resultados sugieren que los hongos suilloides (S. luteus y
Rhizopogon sp.) son buenos promotores de la supervivencia en condiciones de sequia en pinos,
pero su beneficio sobre el crecimiento estaria sujeto a un suficiente contenido de agua en el
sustrato. Este trabajo evidencia que los hongos suilloides co-invasores podrian facilitar la
supervivencia de pinos en condiciones de aridez extrema y aumentar el crecimiento del pino
simbionte cuando el contenido de agua en el suelo no es limitante.

Palabras clave: ectomicorrizas, estrés hidrico, invasiones biolégicas, pinos.

ABSTRACT

Pines are symbionts with ectomycorrhizal fungi (EMF) that facilitate their invasion in
Patagonian ecosystems, including semiarid steppes where water is a limiting factor.
Mycorrhizal fungi can alleviate water stress and may allow pine invasions in arid ecosystems.
Using a growth chamber factorial bioassay, this work tested the effect of different EMF species
on the growth and water stress tolerance of the non-native invasive species Pinus ponderosa.
The bioassay consisted of an inoculation treatment with three EMF species: Suillus luteus,
Rhizopogon sp. and Boletus edulis; and included a control with sterile soil (without fungal
inoculation). The inoculation treatment was combined with two irrigation regimes: frequent
irrigation and withheld irrigation (simulating drought) until plants were dead. Plants inoculated
with S. luteus and Rhizopogon sp. had higher drought survival than control plants. No
differences in biomass were observed between colonized and non-colonized plants under
drought conditions. Plants inoculated with S. luteus and Rhizopogon sp. were bigger than
control plants when frequent irrigation was applied and plants inoculated with B. edulis showed
no significant differences with respect to control plants. These results suggest that suilloid fungi
(S. luteus and Rhizopogon sp.) increase survival under water stress but their benefit on growth
depends on an adequate soil water content. This work shows that co-invasive EMF as S. luteus
and Rhizopogon sp. could facilitate pine survival in arid environments and may increase pine
growth when soil water conditions are not limiting.

Keywords: biological invasions, ectomycorrhizae, pines, water stress
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INTRODUCCION

Las invasiones biolégicas como fendmenos complejos

Los seres humanos hemos causado un cambio sin precedentes en la distribucién de los
seres vivos que habitan la Tierra (Mack et al., 2000). En forma accidental o deliberada, la
humanidad ha transportado un gran nimero de organismos fuera de su area de distribucion
natural (Lockwood et al., 2013). De la gran cantidad de especies transportadas a areas nuevas,
una fraccion ha logrado naturalizarse (i.e. establecer una poblacién autosuficiente de forma
estable a lo largo del tiempo; Blackburn et al., 2011). A su vez, algunas especies no nativas
naturalizadas han logrado invadir (i.e. dispersarse, sobrevivir y reproducirse en multiples reas
por fuera de su sitio introduccion original; Blackburn et al., 2011). La invasion de especies no
nativas (i.e. especies transportadas fuera de su rango de distribucion natural) causa severos
dafios ambientales, econdémicos y socio-culturales (Mack et al., 2000; Lockwood et al., 2013)
y constituye una de las principales causas de cambio global (Richardson y Rejmanek, 2011;
Simberloff et al., 2013; Castro-Diez et al., 2019).

Las invasiones bioldgicas afectan ecosistemas en todo el mundo, disminuyendo la
biodiversidad (Richardson y Rejméanek, 2011; Simberloff et al., 2013; Castro-Diez et al., 2019).
Las especies invasoras pueden afectar a las comunidades nativas a través de relaciones
interespecificas (e.g. predacion, competencia, parasitismo e hibridacién), alterando su
abundancia (Mack et al., 2000), sus roles ecoldgicos (Levine et al., 2003; Vila et al., 2011) y
sus procesos evolutivos (Mooney y Cleland, 2001), pudiendo incluso provocar la extincion de
especies (Clavero y Garciaberthou, 2005; Vila et al., 2011). Ademas, las especies invasoras
pueden causar cambios drasticos en otras caracteristicas fundamentales del ecosistema, como
los regimenes de disturbios (Mandle et al., 2011; Castro-Diez et al., 2019; Fusco et al., 2019),
las propiedades fisicas del suelo (MacDicken, 2015), los ciclos de nutrientes (Liao et al., 2008)
y del agua, y la productividad vegetal (Ehrenfeld, 2002; Levine et al., 2003; Vila et al., 2011;
Simberloff et al., 2013). Los impactos de las especies invasoras en los ecosistemas se traducen
directamente en consecuencias ecoldgicas pero también econdmicas, tales como pérdidas de
cosechas, bosques, pesquerias, y campos de pastoreo (Mack et al., 2000; Cardinale et al., 2012;
MacDicken, 2015; Castro-Diez et al., 2019).

No obstante, muchas especies invasoras generan beneficios econdmicos directos
(Richardson, 1998; Richardson y Rejmanek, 2011; Dickie et al., 2014). Por ejemplo, la mayoria

de las especies lefiosas invasoras fueron plantadas intencionalmente en sitios donde hoy causan
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problemas y muchas son aun comercialmente importantes (Richardson, 1998; Richardson y
Rejméanek, 2011). Las especies lefiosas proveen productos como madera, lefia, pulpa para
papel, fibras, forrajes y alimentos (MacDicken, 2015). A su vez, muchas especies lefiosas han
sido introducidas debido a su valor ornamental y/o a la provision de servicios ecosistémicos
como el control de la erosién (Richardson y Rejmanek, 2011; MacDicken, 2015). La
forestacidn con lefiosas exoticas también se lleva a cabo en ecosistemas que carecen de arboles
nativos, como estepas 0 matorrales, para mitigar el calentamiento global a travées del secuestro
de carbono (C) (Malpeli, 2006). Sin embargo, estas plantaciones conllevan un riesgo de
invasion y, en general, no logran optimizar el secuestro de C en comparacion con los
ecosistemas nativos desplazados (Nufiez et al., 2021). La industria forestal es una de las
principales fuentes de invasion de especies lefiosas, debido a la acumulacion de bancos de
semillas masivos y a los rasgos ecoldgicos de las plantas que seleccionan para estos fines, como

el crecimiento rapido y la tolerancia al estrés (Richardson, 1998; Grotkopp et al., 2010).

Al igual que con plantas y animales, los humanos también han facilitado las invasiones
de hongos al dispersarlos hacia nuevas areas (Mack et al., 2000; Dickie et al., 2016). Aunque
la invasion por parte de hongos ha sido menos reportada y estudiada en comparacion con la de
plantas y animales (Dickie et al., 2016), hay un creciente consenso sobre la importancia de
estos organismos como especies invasoras y sus impactos (Simberloff et al., 2013; Dickie et
al., 2016). Presumiblemente, las primeras introducciones de hongos no fueron intencionales,
ocurriendo, por ejemplo, con el transporte de plantas en contenedores junto a la biota del suelo
contenido en los mismos (Jules et al., 2002; Liebhold et al., 2012; Vellinga et al., 2015). Luego,
al reconocer su importancia en cultivos y forestaciones, los hongos han sido introducidos
también en forma deliberada para control bioldgico (Ellison et al., 2008) y para promover el
crecimiento en plantas (Schwartz et al., 2006; Vellinga et al., 2009). A pesar del esfuerzo de
muchos paises en controles fronterizos, actualmente las introducciones de hongos ocurren en
forma frecuente a escala global (International Plant Protection Convention, 2020). Cuando
estos hongos introducidos son mutualistas de plantas no nativas, pueden facilitar su invasion
(Pringle et al., 2009; Nufiez y Dickie, 2014).

Los mutualismos entre plantas y hongos son importantes en los procesos de invasion
(Pringle et al., 2009; Dickie et al., 2017). Ciertas especies de plantas no requieren de
interacciones mutualistas para invadir (Brundrett, 2009), mientras que otras requieren de
mutualistas para sobrevivir e invadir fuera de su rango de distribucion nativo (Nufiez y Dickie,

2014; Dickie et al., 2017). Entre estas ultimas, el éxito de invasion depende de establecer
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interacciones ya sea con mutualistas nuevos (i.e. diferentes a los de su lugar de origen; Dickie
et al., 2010), mutualistas cosmopolitas (i.e. que son nativos en diferentes regiones
biogeograficas; Moora et al., 2011; Knapp et al., 2012) y/o con mutualistas de su distribucion
nativa que son transportados al rango invadido (Nufiez y Dickie, 2014). La co-invasién se
caracteriza por la invasion de organismos junto a mutualistas de su rango nativo (Dickie et al.,
2010; Nufiez y Dickie, 2014). Un ejemplo de co-invasion extendido a escala global es la
invasion de plantas lefiosas que establecen una simbiosis obligada con hongos micorricicos
(e.g. simbiosis ectomicorricica en plantas de la familia Pinaceae, Nufiez et al., 2009; Dickie et
al., 2010).

La importancia de la simbiosis micorricica

Las asociaciones micorricicas son interacciones simbidticas que ocurren entre hongos
del suelo y las raices de las plantas vasculares terrestres (Smith y Read, 2009). Este tipo de
simbiosis puede encontrarse en las raices de casi todas las plantas, en la mayoria de las
condiciones ecoldgicas. Aproximadamente el 95 % de las especies conocidas de plantas
pertenecen a familias que forman asociaciones micorricicas (Smith y Read, 2009; van der
Heijden et al., 2015). A pesar de ser consideradas clasicos ejemplos de mutualismos, las
simbiosis micorricicas pueden ocurrir en un continuo desde el parasitismo al mutualismo
(Jones y Smith, 2004). Este rol puede variar a lo largo de la ontogenia de los organismos y
también de acuerdo a la identidad de los simbiontes y las condiciones ambientales (Brundrett,
2004; Jones y Smith, 2004). En el extremo mutualista de la interaccion, el hongo aumenta la
capacidad de la planta para adquirir agua y nutrientes generalmente limitantes, y la planta
provee compuestos carbonados producto de la fotosintesis (Smith y Read, 2009). Otros
beneficios de esta interaccién para la planta son la proteccién contra patégenos del suelo
(Borowicz, 2001) y una mayor tolerancia a situaciones de estrés, como el estrés hidrico (Augé,
2001; Kivlin et al., 2013; Mohan et al., 2014).

Segun el tipo de estructura anatdmica que forman en la raiz y el simbionte fungico
involucrado, las micorrizas se clasifican en diferentes tipos (Smith y Read, 2009). Las
micorrizas arbusculares (endomicorrizas) y las ectomicorrizas son los tipos mas extendidos y
estudiados en plantas lefiosas (Smith y Read, 2009). Las micorrizas arbusculares ocurren entre
hongos simbiontes obligados del Phylum Glomeromycota y la mayoria de los taxones de
plantas (van der Heijden et al., 2015; Brundrett y Tedersoo, 2018). Los hongos micorricicos
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arbusculares se caracterizan por penetrar entre y dentro de las células corticales de la raiz
(aunque siempre rodeados por la membrana plasmatica de la célula vegetal) donde forman
estructuras como arbdsculos y vesiculas (Figura 1.1). Por su parte, los hongos
ectomicorricicos (de aqui en adelante “hongos EM”) son basidiomicetes o ascomicetes y
forman tres tipos de estructuras caracteristicas: una red de hifas que se desarrolla entre las
células epidérmicas y corticales denominada "red de Hartig", un manto formado por hifas que
rodean de manera continua la rizodermis de los extremos distales de raices colonizadas, y
micelio extra radical que se prolonga desde la superficie del manto y forma conexiones con el
suelo (Figura 1.1; Smith y Read, 2009), con otras plantas y con los esporocarpos de los hongos
EM (van der Heijden et al., 2015; Brundrett y Tedersoo, 2018). Algunas especies de hongos
EM pueden formar conjuntos de hifas exploratorias, denominadas rizomorfos, que logran
recorrer grandes distancias en el suelo (Smith y Read, 2009). Las estructuras anatomicas y
morfoldgicas formadas en la raiz colonizada por hongos EM, tanto en el manto como el micelio
extra radical, se denominan ectomorfotipos, son generalmente estables al menos a nivel de
género del hongo y se utilizan como una primera aproximacion para la identificacion (Agerer,
1990, 1991, 2001). Mientras que las micorrizas arbusculares son el tipo mas extendido, las
ectomicorrizas ocurren principalmente en especies lefiosas de bosques templados (Smith y
Read, 2009). Si bien estas representan aproximadamente el 2 % de las especies de plantas,
constituyen el 60 % de los arboles y arbustos del planeta (Steidinger et al., 2019). Ademas,
muchas de ellas son especies forestales de importancia econémica que dependen de

asociaciones micorricicas para su desarrollo (Brundrett y Tedersoo, 2018)



N.Z. Joelson EL ROL DE LOS HONGOS ECTOMICORRICICOS EN LA
TOLERANCIA A LA SEQUIA DE P. ponderosa

\

Ectomorfotipo

/

Ectomicorrizas

Manto

Hifas extrarradicales (

Vesicula  Pelo radical

Red de Hartig

Micorrizas
arbusculares

Arbusculo

Figura 1.1. Esquema de estructuras morfoldgicas formadas a partir de la colonizacion de raices por hongos
EM y arbusculares junto a cortes transversales de la raiz sefialando las estructuras anatdmicas caracteristicas

de cada tipo de simbiosis. Esquema obtenido de Fioroni (2020).

Los hongos micorricicos poseen rasgos fisioldgicos, morfoldgicos y ecoldgicos que
permiten una mayor capacidad para absorber nutrientes y agua en comparacion con las raices
de las plantas terrestres (Smith y Read, 2009). Un ejemplo, es la capacidad de sintetizar acidos
organicos y otras sustancias que degradan compuestos organicos y solubilizan nutrientes
minerales de diferentes fuentes no disponibles para las plantas (Smith y Read, 2009; van der
Heijden et al., 2015). Ademas, las finas hifas de los hongos pueden acceder al agua de poros
del suelo que resultan inaccesibles para las raices de las plantas (Bornyasz et al., 2005), poseen
una mayor superficie de contacto con el suelo, y acceden a sitios ubicados a mayor distancia
(tanto vertical como horizontal) en comparacion con los sitios accesibles para las raices
(Bornyasz et al., 2005; Allen, 2007). En el caso de las ectomicorrizas, el micelio extra radical
transporta agua desde el suelo a la raiz (Figura 1.2, Duddridge et al., 1980; Lehto y Zwiazek,

2011), y este aporte hidrico puede ser suficiente para determinar la muerte o la supervivencia
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de una plantula! (Lehto y Zwiazek, 2011). Las micorrizas también estan involucradas en otros
mecanismos que podrian mejorar el estado hidrico de la planta como la adquisicién facilitada
de nutrientes (Guehl y Garbaye, 1990; Lehto y Zwiazek, 2011), una regulacidn estomatica que
permite a su vez mayor fijacion de C (Davies et al., 1996) y la mejora de las propiedades
hidricas del suelo (Allen, 2007).

Figura 1.2. Diagrama de las posibles vias de absorcién de agua en una raiz ectomicorricica de una
Gimnosperma. El agua ingresa a través de: (1) una hifa extra radical, (2) una hifa del manto y luego ingresa
a las células de la raiz a través del apoplasto (matriz extracelular), (3) un rizomorfo y se transporta a través
del apoplasto del hongo y de la planta, (4) las membranas de las células fingicas y radicales (5) la matriz
extracelular y las bandas de Caspary la fuerzan a ingresar al interior de la célula. PCH: pared celular del
hongo, PCP: pared celular de la planta, MP: membrana plasmatica, P: plasmodesmos, BC: banda de Caspary,
E: endodermis, C: corteza y rea de la red de Hartig, M: manto, R: rizomorfo, H: hifa. Diagrama modificado
de Lehto y Zwiazek (2011).

La capacidad de los hongos micorricicos para aumentar la tolerancia al estrés hidrico
de la planta puede depender de las condiciones de humedad del suelo y de las especies de
plantas y hongos involucradas (Allen, 2007; Kennedy y Peay, 2007; Lehto y Zwiazek, 2011,
Kivlin et al., 2013; Mohan et al., 2014). En las revisiones y meta-anélisis realizados en el tema

! Plantula: f. Bot. Planta joven, al poco tiempo de brotar de la semilla. Definicién tomada del diccionario de la
Real Academia Espafiola. Este trabajo se remite a la definicién presentada para designar como estadio de
plantula a plantas jévenes durante su primer afio de crecimiento. Esta definicion puede diferir de la
encontrada en diccionarios botanicos.
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(Kivlin et al., 2013, Mohan et al.,, 2014), se ha encontrado que la sequia impuesta
experimentalmente disminuye el crecimiento, la productividad y la supervivencia en plantas
simbiontes, pero la inoculacion con hongos micorricicos contrarresta este efecto negativo. Sin
embargo, la bibliografia disponible no es concluyente en este aspecto. En otros trabajos, los
efectos de la colonizacidén por hongos micorricicos en condiciones de estrés hidrico fueron
nulos (Bogeat-Triboulot et al., 2004; Kipfer et al., 2012) o incluso negativos para el crecimiento
de la planta simbionte (Nardinia et al., 2000). En algunos casos, las ventajas que otorga la
simbiosis en la adquisicion de agua se hacen evidentes (nicamente en situaciones de estrés
hidrico (Allen, 2007; Kivlin et al., 2013; Mohan et al., 2014). Read y Boyd (1986) han sugerido
que los beneficios hidricos de la colonizacion se manifiestan en plantas bajo condiciones de
estrés, al igual que ocurre en la nutricion mineral. EI aumento en la absorcion de agua
proporcionado por el micelio extra radical podria no manifestarse cuando el suelo se encuentra
cercano a la saturacion y todos los poros se encuentran llenos de agua, debido a que las raices
también tienen facil acceso al agua. Sin embargo, cuando el suelo se seca y el agua es retenida
en poros inaccesibles para las raices, la absorcion mediada por el hongo puede volverse mas
significativa para la supervivencia de la planta (Allen, 2007). Los resultados contrastantes en
este tema sugieren que son necesarios estudios con diferentes especies de simbiontes y
diferentes condiciones de humedad del suelo para explorar la capacidad de la simbiosis
micorricica en el alivio del estrés hidrico en diferentes contextos (Allen, 2007; Kivlin et al.,
2013; Mohan et al., 2014).

El rol del estrés hidrico y las micorrizas en la co-invasion

La interaccion con hongos micorricicos que alivien el estrés hidrico en las plantas puede
ser un factor decisivo en la invasion, especialmente en ecosistemas aridos. El reclutamiento de
plantulas es uno de los filtros demograficos mas importantes en especies lefiosas (Higgins y
Richardson, 1998). En pastizales y estepas semiridos, el déficit hidrico es uno de los
principales limitantes para el reclutamiento de plantulas (Wilson y Witkowski, 1998; Padilla y
Pugnaire, 2007). En estos ecosistemas, la condicion de déficit hidrico desfavorece el
establecimiento de arboles y permite que la vegetacion herbacea y arbustiva sea dominante
(Rundel et al., 2014). En muchos casos, la invasion de arboles en ambientes aridos es resultado
de cambios extrinsecos como alteraciones en el clima, en los regimenes de disturbios o en el
uso del suelo, que generan nuevas condiciones que favorecen la invasion (Rundel et al., 2014).

En contraparte, muchas plantas lefiosas tienen rasgos intrinsecos de su ciclo biolégico que le
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permiten invadir y transformar estos ecosistemas (Rundel et al., 2014). En este aspecto, la
asociacion con hongos micorricicos que aumenten el reclutamiento de plantulas aliviando el

estrés hidrico podria ser un rasgo que facilite la invasion de estos ecosistemas.

Un caso ideal para ejemplificar y estudiar arboles micorricicos invasores en ecosistemas
sin arboles nativos es el de los pinos (i.e. especies del género Pinus, dentro de la familia
Pinaceae) en el hemisferio sur (Figura 1.3). Introducidas con fines forestales, muchas especies
de pinos han logrado invadir masivamente ecosistemas nativos provocando graves impactos
ambientales (Richardson y Rejmanek, 2011; Nufiez et al., 2017; Paritsis et al., 2018). Los pinos
son simbiontes obligados de hongos EM, con los que co-invaden en el hemisferio sur,
extendiéndose en Sudamérica, Sudéafrica, Nueva Zelanda y Australia (Richardson, 1998;
Dickie et al., 2010; Richardson y Rejmanek, 2011; Nufiez et al., 2017). La familia Pinaceae es
la familia de plantas lefiosas mas invasora, siendo Pinus el género con mayor numero de
especies reportadas como invasoras (Richardson y Rejmanek, 2011). Algunas consecuencias
de la invasion por parte de estas especies forestales incluyen cambios en las caracteristicas
fisicas, quimicas y bioticas del suelo (Dickie et al., 2014), un mayor riesgo de dafio extensivo
por incendios (Paritsis et al., 2018) y pérdida de biodiversidad (Simberloff et al., 2010;
Pauchard et al., 2016). Estos cambios en las propiedades ecosistémicas son particularmente
problematicos cuando se trata de estepas arbustivas o pastizales que carecen de arboles antes
de la invasion (Rundel et al., 2014; Pauchard et al., 2016).
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Figura 1.3. Fotografias de invasiones de pinos a partir de plantaciones en ecosistemas semiaridos de Mallin
Verde (arriba) y Alicuré (abajo), en Neuquén, Argentina. Imagenes obtenidas de la pagina web Argentina

Forestal (https://www.argentinaforestal.com/).

La presencia de simbiontes ectomicorricicos compatibles condiciona el éxito de
invasion de los pinos en su rango no-nativo (Richardson et al. 2000; Nufiez et al. 2009; Dickie
et al. 2010). A pesar de que las primeras plantaciones de pinos introducidos en el hemisferio
sur no lograron prosperar debido a la falta de in6culo de hongos EM (Pringle et al., 2009), una
vez que estos hongos fueron introducidos tanto los pinos como los hongos lograron invadir en
forma masiva (Richardson et al., 2000; Vellinga et al., 2009). Actualmente, las plantaciones
forestales en la estepa patagonica son una fuente de indculo fungico para las plantas jovenes,
generando frentes de invasion a partir de las mismas (i.e. area borde de una plantacion
caracterizada por una alta densidad de pinos que decrece rapidamente a medida que la distancia
a la plantacion aumenta; Langdon etal., 2010). En los bordes de estas plantaciones, se encontrd
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que la densidad de esporas decrece linealmente Ilegando hasta los 1000 m desde la plantacion
(Salgado Salomon et al., 2011; Hayward et al., 2015b), en lugar de decaer abruptamente como

ocurre, por ejemplo, en bosques de Fagéceas (Dickie et al., 2012).

Un subconjunto de hongos EM simbiontes de pino tienen un rol clave en facilitar la
invasion (Dickie et al., 2010; Nufiez y Dickie, 2014; Policelli et al., 2019). Los hongos
pertenecientes al clado filogenético Suilloide (Bruns et al, 1998; Nguyen et al., 2016) y
especificamente los géneros Suillus y Rhizopogon (denominados de aqui en adelante “hongos
suilloides”, Figura 1.4), tienen la capacidad de dispersarse a largas distancias a través del
viento y animales micdéfagos (Ashkannejhad y Horton, 2006; Nufiez et al., 2013) y suelen
dominar en raices de pinos en sitios lejanos a la fuente de indculo (Hayward et al., 2015a). En
el caso de Rhizopogon, se determin6 que domina en el banco de esporas, por tener esporas
longevas y resistentes (Bruns et al., 2009). Ademas, se encuentra tanto en frentes de invasion
como en plantaciones maduras y sitios con diferentes grados de disturbio (e.g. sitios post-fuego;
Rincén et al., 2014; Glassman et al., 2016). Estos hongos son capaces de colonizar nuevos
hospedadores y facilitar su invasion incluso en ausencia de otras especies de hongos EM
simbiontes (Hayward et al., 2015b; Policelli et al., 2019). Sin embargo, hasta el momento la
evidencia indica que estas especies de hongos EM no serian buenas simbiontes para el pino,
invirtiendo mas en su dispersiéon (e.g. cuerpos fructiferos) que en recursos para su planta
simbionte (Kennedy et al., 2007; NUfiez et al., 2009; Kennedy et al., 2011; Smith et al., 2018;
Nuske et al., 2021).
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Figura 1.4. Fotografias de hongos suilloides en sitios de invasion de pinos en Patagonia Norte. A-B)
Esporocarpos hipogeos de Rhizopogon sp. en plantaciones forestales de Isla Victoria, Parque Nacional
Nahuel Huapi. C) Esporocarpos de Suillus lakei fotografiados en el Valle del Rio Manso inferior, Rio Negro.

D) Esporocarpos de S. luteus, imagen tomada de Wikimedia Commons (https://commons.wikimedia.org/)

libre de derechos de autor.

Las especies de hongos EM difieren en su capacidad de promover el crecimiento de su
planta simbionte (Burgess et al., 1994). Por un lado, esto puede relacionarse con su capacidad
de colonizar la raiz de la planta simbionte y con el desarrollo del micelio extra radical en el
suelo (Colpaert et al., 1992; Thomson et al., 1994). Por otro lado, las especies de hongos EM
pueden diferir en sus caracteristicas ecolégicas. Por ejemplo, del subconjunto de hongos EM
que se asocian a pinos en el rango invadido, algunas especies de hongos EM han sido
reconocidas como especies de sucesion temprana y otras como especies de sucesion tardia
(Ishida et al., 2008; Hayward et al., 2015a). Las especies de sucesion temprana, como los
suilloides, suelen encontrarse en frentes de invasién y se asocian a una serie de rasgos
ecologicos como la alta capacidad de dispersion, alta tasa de germinacidn de sus esporas y gran
capacidad de colonizacion de raices (Agerer, 2001; Ishida et al., 2008; Bruns et al., 2009;
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Policelli et al., 2019). En contraparte, las especies de sucesion tardia, suelen colonizar las raices
de sus plantas simbiontes a partir de redes miceliales y tienen bajas tasas de germinacion de
esporas (Ishida et al., 2008). Algunos ejemplos de géneros que pertenecen a este grupo son:
Boletus, Russula y Lactarius. Estos ultimos, debido a su escasa inversion de recursos en
estructuras de reproduccion podrian otorgar un mayor beneficio a la planta en términos de
crecimiento (Kennedy et al., 2007; Kennedy et al., 2011; Moeller y Peay, 2016; Smith et al.,
2018). Muchos trabajos estudian el efecto de los hongos EM a partir de la comparacion entre
plantulas inoculadas vs. no inoculadas (Lehto y Zwiazek, 2011; e.g. Parke et al., 1983; Nufiez
et al., 2009). Sin embargo, la evidencia presentada sugiere que diferentes especies de hongos
EM pueden tener efectos muy distintos en la planta simbionte, por lo que son necesarios
estudios con un mayor nimero de especies para evaluar la importancia de este efecto mas

apropiadamente (Lehto y Zwiazek, 2011; Gehring et al., 2017).

Los hongos EM tienen un gran potencial como bioinoculantes en futuras plantaciones
sustentables. La nula o escasa micorrizacion es un problema conocido en la produccion forestal
por generar plantines deficientes en nutrientes y con mal desarrollo (Trappe y Strand, 1969)
y/o grandes pérdidas al momento del trasplante, sobre todo en areas sin arboles o de
condiciones adversas (Marx, 1980). En cambio, las plantas micorrizadas estan mejor
preparadas para explorar el suelo y tienen mayor probabilidad de supervivencia y crecimiento
en las plantaciones (Kropp y Langlois, 1990). En Patagonia, la escasa a nula micorrizacion de
pinos tanto en viveros como en plantaciones forestales iniciales y el uso de fertilizantes
quimicos para lograr niveles de produccién rentables resalta la necesidad de programas de
inoculacion regulares que permitan un mejor rendimiento forestal (Barroetavefia y
Rajchenberg, 2005; Nufez et al., 2017). Por otro lado, la creciente aridez es uno de los
principales limitantes en el prendimiento de plantines y el crecimiento inicial en plantaciones
(Andenmatten y Letourneau, 2008). En este sentido, la capacidad de los hongos EM para aliviar
el estrés hidrico y promover el crecimiento puede resultar en una herramienta biotecnolégica

crucial para el éxito de plantaciones en sitios aridos.

La forestacion masiva con estas especies en Argentina y la creciente invasion de pinos
requiere del desarrollo de estrategias que contribuyan a mejorar el rendimiento de estas
plantaciones y no la invasion. A partir de la evaluacion del efecto que tiene la asociacion con
diferentes especies de hongos EM en el crecimiento y la tolerancia a la sequia de plantas de
pino, este trabajo pretende responder preguntas tanto en el campo aplicado como tedrico de la

ecologia de invasiones. En primer lugar, se propone evaluar qué especies y qué condiciones
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promueven un mayor crecimiento en pinos. Ademas, el trabajo contribuye a evaluar bajo qué
circunstancias la interaccion de pinos con sus hongos EM favorece la invasion, haciendo
énfasis en las predicciones de aumento de aridez debido al cambio climéatico (IPCC ARG,
2021). Especificamente, se propone evaluar si los hongos suilloides contribuyen a la invasion

de pinos bajo diferentes condiciones de humedad del suelo.

OBJETIVOS

Objetivo General
Estudiar el efecto de la asociacion con distintas especies de hongos EM en el
crecimiento y la tolerancia al estrés hidrico de la especie no nativa invasora Pinus ponderosa

Douglas ex C. Lawson (1836), la cual es la especie forestal mas plantada en Patagonia.

Objetivos especificos

e Evaluar la capacidad de tres especies de hongos EM, Boletus edulis Bullard (1782), una
especie del género Rhizopogon Fries y Nordholm (1817) y Suillus luteus (L.) Roussel
(1796), de promover el crecimiento de P. ponderosa bajo riego normal vs. condiciones

simuladas de sequia.

e Determinar la capacidad de tres especies de hongos EM (Boletus edulis, Rhizopogon
sp. y Suillus luteus) de aumentar la supervivencia de P. ponderosa en condiciones de

sequia.

HIPOTESIS Y PREDICCIONES

HIPOTESIS 1: Diferentes especies de hongos EM difieren en su capacidad de aumentar la

tolerancia a la sequia de la plantula simbionte.

PREDICCION 1: Se espera que plantulas de P. ponderosa inoculadas y sometidas a un
régimen de sequia presenten una supervivencia diferente de acuerdo con la especie de hongo

EM inoculada.

HIPOTESIS 2: Diferentes especies de hongos EM difieren en su capacidad de aumentar el
crecimiento de la plantula simbionte y esta capacidad, a su vez, cambia segun las condiciones

de humedad del suelo.
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PREDICCION 2: Se espera que el efecto en el crecimiento (en términos de biomasa)
de plantulas de P. ponderosa otorgado por la asociacion con diferentes especies de hongos EM
difiera entre especies inoculadas y, a su vez, sea diferente en condiciones de sequia que en
condiciones de riego frecuente.

METODOLOGIA

Eleccién de especies de estudio

La especie lefiosa utilizada en este trabajo de tesis fue Pinus ponderosa (Figura 2.1),
una de las especies forestales méas extendidas en Argentina y particularmente en la Patagonia,
conformando el 90 % de la superficie de forestaciones en Argentina (CIEFAP, 2017). El area
de distribucion natural de P. ponderosa se extiende desde Canadé hasta México, desde los 51°
30’ hasta los 23° 30” de latitud norte (Steinauer y Bragg, 1987). Se desarrolla en un rango
altitudinal que va desde el nivel del mar hasta los 3000 m s.n.m., con temperaturas medias de
entre 5°C y 10 °C y extremos anuales que varian entre —40 °C y 43 °C. En su rango natural de
distribucion, las precipitaciones, en forma de lluvia o nieve, llegan a los 1.700 mm anuales en
la zona oeste, mientras que en el este son mucho menores, incluso en algunos casos cercanas a
los 300 mm anuales. Pinus ponderosa se introdujo en la Patagonia Argentina en el comienzo
del siglo XX, y las primeras plantaciones para la produccion de madera se establecieron en la
década de los 70. Se considera una especie invasora en Patagonia (Dezzotti et al., 2009), aunque
con una baja tasa de reclutamiento en comparacion a otras especies de Pinaceas (Sarasola et
al., 2006), estando su invasion limitada por la predacion de sus semillas por parte de roedores
generalistas (Moyano et al., 2019). Debido a que este trabajo se enmarca en el proyecto PICT-
Start up 0329 de la convocatoria 2018 denominado “Desarrollo de un bioinoculante forestal:
mayor productividad y menor dafio ambiental para futuras plantaciones”, en el cual se evaltan
especies de hongos EM con potencial como bioinoculantes forestales, esta especie lefiosa se

considerd la méas apropiada para evaluar las hipétesis planteadas.
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Figura 2.1. Plantacion de Pinus ponderosa en la Patagonia Argentina, donde es la principal especie forestal
(Fotografia: Patagonia Andina Forestal)

Como representantes del grupo de los suilloides que se asocian a P. ponderosa se
utilizaron las especies Suillus luteus y Rhizopogon sp. (esta Gltima fue identificada a nivel de
género y utilizando basidiomas de un Unico punto de recoleccion para asegurar que se trate de
una sola especie, ver pag. 21). Rhizopogon es un género de hongos basidiomicetes. Su rango
nativo es Norte América y Europa, coincidiendo con sus hospedadores de la familia Pinaceae,
particularmente el género Pinus, con los cuales tienen una simbiosis altamente especifica. Sin
embargo, se ha encontrado junto a pinos simbiontes en todos los continentes excepto Antartida.
Sus esporocarpos son hipogeos, con un peridio simple o doble envolviendo una gleba loculada
de columela ausente (Molina et al., 1999). Suillus es un género cercano a Rhizopogon. Son
simbiontes altamente especificos de coniferas, su distribucion se ubica en los bosques de
coniferas de Norte América, Europa y Asia (Nguyen et al., 2016). En S. luteus, el pileo es
viscido y de colores marrones. Los esporocarpos de S. luteus tienen forma de sombrero y tienen
una distintiva forma conica que se va aplanando en la maduracién. Como la mayoria de los
Boletales, posee un himenoforo tubular bajo el pileo de color amarillo y cubierto por un velo
parcial cuando joven. El estipite es grueso y de colores blancos o palidos, portando un anillo a
la madurez formado por el velo parcial. La esporada es ocre o color arcilla con esporas
elongadas a elipticas (Dahlberg y Finlay, 1999). Los pinos y los hongos suilloides representan
un modelo de co-invasion con gran potencial para responder nuevas preguntas ecoldgicas
(Policelli et al., 2019; Hoeksema et al., 2020). Las mismas caracteristicas de los suilloides que
facilitan la invasion de sus hospedadores, los convierte en especies de sencilla manipulacion
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para la experimentacion. Ademas, el género Rhizopogon presenta rizomorfos, los cuales
podrian tener un rol importante en la absorcion de agua y en el aumento de la tolerancia a la
sequia (Molina et al., 1999). En este sentido, es interesante la posibilidad de usar estas especies
para inocular plantulas de pino y evaluar el impacto de diferentes condiciones controladas
(Hayward et al., 2015b; Policelli et al., 2019).

También se utiliz6 como indculo Boletus edulis (Figura 2.2), una especie emparentada
a los hongos suilloides, perteneciente al orden Boletales (Nguyen et al. 2016). A diferencia de
los anteriores, esta especie de hongo EM es considerada no invasora (VIk et al., 2020). Boletus
edulis tiene un alto valor gastronémico y su comercializacion depende de la recoleccion en
bosques naturales. Debido a su valor gastronémico que podria agregar valor econémico a las
plantaciones y a su bajo potencial invasor que no favoreceria la invasion de pinos, esta especie
tiene un gran potencial como bioinoculante forestal. Su distribucion natural es en Europa,
Norteamérica y Asia, donde se desarrolla en un amplio rango de habitats (Hall et al., 1998). Se
encuentra también en Nueva Zelanda, donde ha sido introducido en forma accidental. Ha sido
escasamente reportado en Patagonia (e.g. Isla Victoria, Parque Nacional Nahuel Huapi,
Argentina, ubicado a 50-750 m de plantaciones de pinaceas antiguas; Hayward et al., 2015a).
Se encuentra asociado a bosques maduros de Fagaceas, Pinaceas y Betulaceas. En esta especie,
el pileo es hemisférico cuando joven y convexo a la madurez, con aspecto finamente
tomentoso. Sus colores varian del marrén claro cuando joven al marrén oscuro cuando maduro.

Su carne es gruesa y firme cuando joven, de color blanco. Posee himendéforo tubular de color

crema o blanco. El estipite es blanco, grueso en su base y angosto en la parte superior (Hall et
al., 1998).
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Figura 2.2. Fotografias de Boletus edulis. lzquierda: esporocarpo en un bosque cercano a Rambouillet,
Francia (imagen libre de copyright tomada de la web). Derecha: esporocarpos secos sellados al vacio
(Golden Tea Leaf Co, Origen: Canada) utilizados en este trabajo para la elaboracion de indculos de esporas.

Obtencion de basidiomas de hongos EM

Los basidiomas de S. luteus y Rhizopogon sp. se recolectaron a campo en sitios de
plantaciones y de invasion de pinos en los alrededores de San Carlos de Bariloche y dentro del
Parque Nacional Nahuel Huapi (Tabla 2.1). Los basidiomas maduros se retiraron completos
del sustrato excavando para no dafiar su base. Se recolectaron en bolsas de papel basidiomas
correspondientes a diferentes individuos de cada especie. Los sitios de recoleccion se
encontraron separados entre si por distancias mayores a 30 m. En cada caso se registrd la fecha
y sitio de recoleccion, especie, individuo, especie/s de Pindceas asociadas, caracteristicas del
sitio (invasion o plantacion) y, en caso de ser necesario, se adjuntaron descripciones y
observaciones adicionales (Gamundi y Horak, 1993). Luego de la recoleccion, los basidiomas
fueron identificados utilizando guias de campo de hongos de la Patagonia (Gamundi y Horak,
1993; Furci, 2019) para confirmar que se trate de las especies mencionadas. En el caso de
Rhizopogon sp., identificado a nivel de género debido a la dificultad en su identificacién
morfolégica a nivel de especie, se utilizaron basidiomas de una Unica poblacion
correspondiente al sitio de recoleccion en Isla Victoria para disminuir las chances de
inoculacién con mas de una especie del mismo género. Posteriormente, lo basidiomas se
limpiaron quitando el material adherido a los mismos (e.g. hojarasca, fragmentos de sustrato,
etc.) y el estipite en el caso de S. luteus, y se deshidrataron a temperatura constante (40 °C).
Para evitar la contaminacion cruzada de esporas, se mantuvieron las muestras previamente
identificadas separadas entre si durante el secado. A su vez, las bandejas de secado se lavaron
previamente con esponja y detergente y luego se rociaron con etanol 70 %. Los basidiomas
secos se guardaron en bolsas de papel individuales junto a su identificacion hasta el momento
de su uso. Los basidiomas de B. edulis fueron adquiridos comercialmente, ya que no se lograron
recolectar en el campo (Figura 2.1; Material seco sellado al vacio, Marca: Golden Tea Leaf

Co., Origen: Canada).

Tabla 2.1. Sitios de recoleccion de basidiomas para inéculos de esporas.
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Sitio de Recoleccion Coordenadas Fecha Especies halladas
Isla Victoria (Sector 40°57°53°* S; 71°31°26”° )
15-6-2019 Rhizopogon sp.
central) @)

Colonia Suiza (Inicio

de picada a Laguna 41°5°52 S; 71°31’7° O 5-6-2019 Suillus luteus
Negra)

Valle del Rio Manso 41°35°59* S; 71°44°54”° ]
o 17-5-2020 Suillus luteus
inferior @)

Elaboracion de inéculos de esporas de hongos EM

Los in6culos se elaboraron en forma de suspension de esporas en agua aplicando la
técnica de slurry (Molina et al., 1999; Repac et al., 2011). Para el indculo de S. luteus y
Rhizopogon sp. se utilizaron los esporocarpos recolectados en otofio de 2019 en Colonia Suiza
e Isla Victoria, respectivamente (Tabla 2.1). Los basidiomas secos de cada especie fueron
macerados por separado durante 12 hs en agua destilada para la obtencion de esporas.
Posteriormente, el macerado se filtrd utilizando una gaza doble. La suspension obtenida de
cada especie fue diluida con agua destilada a 1 L de volumen final (Quiroz et al., 2009; Repac
etal., 2011).

Para asegurar la inoculacion de una misma concentracion de esporas de cada especie se
realizo el conteo de las mismas en cdmara de Neubauer (hemocitometro), bajo microscopio
optico (Olympus BX51). Para el conteo se limpi6é previamente la cAmara de Neubauer con
etanol 70 % y se coloco el cobertor de vidrio sobre la cdmara central. Las diluciones se
colocaron en la cdmara hasta llenar el volumen de la misma (aproximadamente 1 mL). Para el
conteo sobre la grilla se utilizé un objetivo 10X y se consideraron solamente los cuadrantes de
las esquinas externas (Figura 2.3). En caso de que las esporas se encontrasen tocando los
bordes del cuadrante, se contaron Unicamente aquellas ubicadas en el margen inferior y el

margen izquierdo (Giri, 2020).
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Figura 2.3. Esquema de la grilla de la camara de Neubauer. Izquierda: los cuadrantes pintados de azul
corresponden a los utilizados para el conteo de esporas (imagen tomada y modificada de Giri, 2020. Derecha:
detalle en microscopio (100X) del cuadrante de menor tamafio de la camara de Neubauer con esporas de

Suillus luteus (derecha).

Luego se calcul6 la concentracién de esporas para cada uno de los slurries utilizando

la siguiente férmula (Giri, 2020):

ESPORAS/uL= N° esporas contadas / Superficie de conteo (mm?) * Profundidad de

camara (mm)

Se realizaron las diluciones correspondientes para obtener concentraciones de esporas
similares para todas las especies. Se procurd obtener slurries con una concentracion elevada
de esporas para asegurar una inoculacion eficaz. La dilucion de esporas de S. luteus (Ccinicial=
2699 esp/uL; Ccrinai= 543,1 esp/uL) se llevo a la concentracion del slurry de B. edulis (Cc
inicial/fina= 543,1 esp/pL para que ambos indculos tuvieran la misma concentracion (Quiroz et
al., 2009; Repéc et al., 2011). El inéculo de Rhizopogon sp. tuvo una menor concentracion de
esporas (Cciniciar/ finai= 293,1 esp/uL) debido a que se encontraron escasos basidiomas durante
la recoleccién y estos contenian pocas esporas Esta diferencia de concentracidn se tuvo en

cuenta posteriormente en la discusion de los resultados.

Obtencién y preparacion del sustrato

Se utiliz6 un sustrato estéril mezclando suelo y arena en proporcion 1:2. El suelo

utilizado fue recolectado en un sitio en la estepa patagénica, ubicado en cercanias de la ruta
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nacional N° 23 (41°04°29’ S; 71°06°46°” O). El pinar mas cercano a este sitio se encuentra a
una distancia mayor a 2 km, por lo cual es poco probable la presencia de esporas de hongos
EM de pino en alta densidad. Se realiz6 una mezcla manual con arena hasta obtener un sustrato
homogéneo. Previamente a la esterilizacion, el sustrato se tamizd con un tamiz de 8 pulgadas
previo a la esterilizacion. Las muestras de sustrato fueron pre-incubadas durante tres dias a
temperatura ambiente para estimular el crecimiento microbiano. Posteriormente, fueron
esterilizadas por doble autoclavado, ambas veces a 0.10 MPa y 121 °C por 1 h y con una
incubacién intermedia de dos dias a temperatura ambiente. Para asegurar que el calor alcance
de forma homogénea todo el sustrato y que el proceso de esterilizacion sea efectivo, el
autoclavado y la incubacién se llevaron a cabo en bolsas dobles individuales de forma tal que

el sustrato no alcance un espesor superior a los 5 cm (Parladé et al., 1996).

Disefio experimental y ensayo de crecimiento en camara de cultivo

Se examinaron los efectos de la humedad del sustrato y la asociacion con diferentes
especies de hongos EM en el crecimiento y la supervivencia de P. ponderosa utilizando un
disefio experimental factorial y completamente aleatorizado (Figura 2.4). El experimento
consistio en la inoculacion de plantulas de P. ponderosa con tres especies diferentes de hongos
EM en forma individual; mas un control con sustrato estéril inoculado con agua destilada. Los
niveles del tratamiento de in6culo, nombrados segin la especie de hongo EM inoculada,
fueron: (1) S. luteus; (2) Rhizopogon sp.; (3) B. edulis; (4) Control con sustrato estéril (agua
destilada). El tratamiento de inéculo fue cruzado con dos regimenes de riego diferentes: (1)
Riego frecuente (de aqui en mas “riego™), que consistio en un riego de 20 mL por plantula cada
tres dias; (2) Interrupcion de riego (de aqui en mas “sequia’), que consistié en la interrupcion
del riego a partir de los diez meses de iniciado el ensayo y hasta registrar la muerte de todas las
plantulas. Cada combinacion de tratamientos contd con un total de 18 réplicas (4 indculos x 2
riegos x 18 réplicas = 144 plantulas totales).

Las semillas utilizadas en el ensayo fueron de la especie P. ponderosa variedad
borravino, huerto semillero clonal INTA Bariloche, cosechadas en 2019, con 79 % viabilidad
por tetrazolio. Estas semillas fueron esterilizadas en superficie sumergiéndolas en una dilucion
al 1% de hipoclorito de sodio en agua por 24 hs para evitar posibles contaminaciones a partir
de propagulos fungicos presentes sobre las mismas (Reddy y Natarajan, 1997). Se eliminaron
semillas vanas por flotabilidad. Las semillas fueron estratificadas en frio durante 28 dias a 3-5

°C (Varelay Arana, 2011). El sustrato estéril se colocé en tubetes individuales de 5 x 18 cm y
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éstos fueron ubicados en cuatro bandejas de 36 tubetes cada una. Los tubetes fueron asignados
de forma aleatoria a cada bandeja. En cada uno de los tubetes se coloc6 algodén y un vaso
plastico adherido con cinta para cerrar su base. Los tubetes asignados a cada nivel del
tratamiento fangico fueron inoculados con su respectiva suspension de esporas y el control con
sustrato estéril fue inoculado con agua destilada (n = 36 para cada tratamiento de indculo). Se
homogeneizo la suspension de esporas y la inoculacion se realizo con jeringas de 10 mL para
inocular 6 mL en cada tubete. Se distribuy6 el volumen total inoculado en alicuotas de 2 mL
hundiendo la jeringa a tres profundidades diferentes (5 cm, 10 cmy 15 cm) (Repéc et al., 2011).
Posteriormente a la inoculacion, se colocaron cuatro semillas por tubete. En los casos en los
gue no se registré germinacion, se realiz6 una resiembra luego de dos semanas. Luego del
primer mes de crecimiento, se dejo sélo la plantula de mayor tamafio en cada tubete y se elimind
el resto cortando su tallo al nivel del suelo. De esta forma, se consider6 a cada plantula
contenida en un tubete como unidad experimental. EI experimento se llevé a cabo en cdmara
de cultivo a temperatura controlada (10 °C min. — 23 °C max.) y un ciclo de luz oscuridad de
16:8 hs con una intensidad de luz de 200 pmol ms 1. Se rot6 la posicion y orientacion de cada
bandeja dentro de la cAmara en cada riego para evitar posibles diferencias en el crecimiento de
las plantulas por efectos de su ubicacion con respecto a las fuentes de luz y reguladores de

temperatura.

Especie de hongo EM inoculada

\ \ b, Al .
\ 7 4 :nl,/ ’S/ @ Rhizopogon sp.

@ Suillus luteus

2 i Boletus edulis

Control

Régimen de riego

‘ Riego
‘ Sequia

Figura 2.4. Esquema del disefio experimental factorial utilizado para el ensayo en cdmara de cultivo. Se

detallan los indculos y regimenes de riego aplicados a las unidades experimentales.
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Luego de cuatro meses se extrajeron dos ejemplares de cada nivel de inoculo para
comprobar que la colonizacién de raices haya sido efectiva y que el control sin inocular no
estuviera micorrizado. Tras verificar ausencia de colonizacion en B. edulis y S. luteus, se
realiz6 una re-inoculacion repitiendo el procedimiento mencionado anteriormente y utilizando
los esporocarpos comprados para B. edulis y los recolectados en el Valle del Rio Manso en
otofio de 2020 para S. luteus (Tabla 2.1).

Desde la siembra de semillas se registraron diez meses y diez dias de riego ad libitum
para todas las plantulas (volumen aproximado: 20 mL, frecuencia: una vez cada tres dias).
Transcurrido este tiempo, se extrajeron nuevamente dos ejemplares por tipo de indculo para
comprobar gue la colonizacion de raices haya sido efectiva (n = 32 para cada tratamiento de
indculo). Al registrar colonizacion efectiva para todos los indculos fangicos, se suspendio el
riego de la mitad de las plantulas de cada tipo de inéculo (n=16) hasta detectar la muerte de las
mismas (Engelbrecht et al., 2007; O’Brien et al., 2014; Garcia-Forner et al., 2016). El ensayo
de sequia tuvo una duracién de 72 dias, momento en el que se registrd la muerte de la Gltima
plantula bajo régimen de sequia. El ensayo tuvo una duracion total de 12 meses y 21 dias,
sumando 10 meses y 10 dias de riego ad libitum y 72 dias de ensayo de sequia.

La condicion de cada plantula fue evaluada visualmente cada tres dias. Para determinar
precisamente cuando una plantula se consider6 muerta, se definieron estados de acuerdo al
color y turgencia de las aciculas (Tabla 2.2; Engelbrecht et al., 2007; Garcia-Forner et al.,
2016). El Estado 1 corresponde a una plantula sana con aciculas verdes y turgentes y el Estado
3 corresponde a una plantula considerada muerta, con la totalidad de sus aciculas marrones (sin
tejido verde). El Estado 2 corresponde a una plantula con una porcién de su follaje marchito y

se incluye con el fin de diferenciarla de una plantula considerada muerta.

Tabla 2.2. Estados de marchitez de pléntulas de pino designados para evaluar visualmente a las

plantulas en el ensayo de sequia.
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Categoria Estado Caracterizacion visual Fotografia ilustrativa

de marchitez

Aciculas verdes. Sin signos de
Normal .
1 ] marchitez. Pueden presentar
(no marchita) ]
cotiledones secos.

Presenta una porcidn del follaje

2 Marchita . .
necratico o clorotico.
Todas las aciculas necroticas, sin
3 Muerta turgencia y con color marrén o

rojizo.

Mediciones de variables respuesta

Luego de registrarse el tiempo transcurrido hasta la muerte del Gltimo individuo se
cosecharon todas las plantulas. Estas fueron extraidas del tubete junto al suelo circundante a
las raices. Se quitd cuidadosamente el suelo adherido a la raiz en forma manual, utilizando
pincel y agua. Se midid en todas las plantulas: longitud de tallo (cm), longitud de raiz (cm) y
porcentaje de micorrizacion (%) a fin de comparar entre los inéculos con hongos EM de
diferentes especies y entre los distintos tratamientos de riego. Para determinar el porcentaje de
micorrizacion (%) se examin0 bajo lupa Bausch & Lomb 312684-119 el sistema radicular de
cada plantula colocandolo extendido en una caja de Petri y se realizé un conteo de la cantidad
de extremos distales colonizados y no colonizados de un total de 50 extremos distales,
recorriendo fracciones de raiz seleccionadas de forma aleatoria. Se calculd el porcentaje de
micorrizacion (%) dividiendo la cantidad de extremos distales colonizados por EM por el total
de 50 contabilizados y multiplicando por 100. En esta instancia también se caracterizaron y
fotografiaron los diferentes ectomorfotipos. Estos fueron caracterizados segun su tipo de
ramificacion, la forma de sus extremos distales, color y presencia de rizomorfos (Agerer, 1991).
La caracterizacién morfologica de ectomorfotipos se utiliz6 como una forma rapida y poco

costosa de confirmacion de la identificacion de especies.
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Luego, las plantulas fueron separadas en parte aérea (tallo y aciculas) y radical (raices)
realizando el corte al nivel donde llegaba el suelo. Se guardaron las fracciones aérea y radical
de las plantulas en sobres y se colocaron en horno de secado a 40 °C por 48 horas. Se pesé cada
fraccion antes y después del proceso de secado en una balanza electrdnica de precision de 0,1
mg, para obtener su biomasa seca y contenido de agua en tejidos (%). Finalmente, una fraccion
del sustrato de cada tubete también se peso en la balanza electrénica de precision y luego se
secd a 40 °C hasta peso constante para poder estimar asi el contenido de humedad del mismo
(%). El porcentaje de agua en sustrato y tejidos se calculé como [(peso humedo-peso

sec0)*100/peso humedo].

Analisis estadistico

Para analizar el desempefio de P. ponderosa en relacion a los tratamientos de inéculo y
riego, se utilizaron una serie de modelos estadisticos teniendo en cuenta un factor (inéculo) o
dos factores (in6culo y riego). Las variables categdricas (factores) fueron el régimen de riego
(riego vs. sequia) y la especie de hongo EM inoculada (Rhizopogon sp., S. luteus, B. edulis y
control con sustrato estéril). Las variables respuesta fueron: porcentaje de micorrizacion (%),
tiempo transcurrido hasta la muerte, longitud de tallo, longitud de raiz, biomasa total, biomasa
aérea, biomasa radical, relacion de biomasa tallo/raiz, contenido de agua en sustrato (%),
contenido de agua en biomasa aérea (%) y contenido de agua en raiz (%). En las variables
respuesta de longitud y biomasa radical se utilizaron modelos de anélisis de la varianza con
distribucion normal, verificando graficamente el cumplimiento de la homocedasticidad
(predichos vs. residuos estandarizados) y utilizando el test de Levene (Levene, 1960). También
se verifico el cumplimiento de la normalidad a través del test de Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk,
1965). En el caso de la biomasa aérea, biomasa total y el contenido de agua de sustrato (%) y
de la biomasa aérea, se obtuvieron varianzas desiguales entre niveles y se realizé un modelado
de la varianza independiente utilizando una estimacion de pardmetros de minimos cuadrados
generalizados (GLS). Para el porcentaje de micorrizacion (%) se utiliz6 un modelo lineal
generalizado (GLM) asumiendo una distribucion binomial para la variable respuesta. En el
caso del tiempo transcurrido hasta la muerte, se utilizé un modelo lineal generalizado (GLM)
con distribucion Gamma. En ambos casos se comprobo ausencia de sobre dispersion utilizando
el paquete “blmeco” (Korner et al., 2015) y se obtuvieron las medias y resultados de los
contrastes (Tukey) en la escala de la variable respuesta. Para los analisis GLM se utiliz6 el

paquete “lme4” (Bates et al., 2015) y para GLS el paquete “nlme” (Pinheiro et al., 2021). En
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el caso de encontrar diferencias significativas entre grupos (asumiendo a = 0,05), se realizaron
analisis Post Hoc utilizando test de Tukey HSD para evaluar diferencias entre las medias.
Previo al andlisis estadistico para todas las variables respuesta, se eliminaron las observaciones
correspondientes a réplicas inoculadas sin colonizacion efectiva y a dos réplicas del control no
inoculadas originalmente que presentaron indicios de colonizacion por hongos EM (Tabla
3.2). Todos los analisis fueron realizados en RStudio (R version 4.1.0 2021-05-18 "Camp
Pontanezen" Copyright (C) 2021) y considerados significativos a un valor de P<0,05.

Resultados

Supervivencia (tiempo transcurrido hasta la muerte)

Las plantulas de Pinus ponderosa inoculadas con hongos suilloides (Rhizopogon sp. y
Suillus luteus) presentaron mayor supervivencia a la sequia en comparacion a las plantulas
control (Figura 3.1; LR Chisq=14,82; P<0,001; df=3), registrando en algunos casos una
supervivencia maxima de 72 dias. Las plantulas inoculadas con Boletus edulis no presentaron

diferencias de supervivencia con el control ni con los otros indculos.

Rhizopogon sp. | o @ a
Suillus luteus 1 e @ a

Especie de hongo EM inoculada

0 20 40 50
Tiempo transcurrido hasta la muerte (dias)
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Figura 3.1. Efecto de la interrupcion de riego en la supervivencia (medida como tiempo transcurrido hasta
la muerte) de los ejemplares de Pinus ponderosa inoculados con diferentes especies de hongos EM.
Diferentes colores corresponden a diferentes especies inoculadas y al control. Diferentes letras representan
diferencias significativas (P < 0,05) entre las medias de los grupos.

Longitud

No hubo diferencias para la longitud de tallo (Figura 3.2; longitud tallo:in6culo F=1,57;
P>0,05; df=3; riego F=1,27; P>0,05; df=1) ni para la longitud de raiz (Figura 3.2; longitud
raiz: indculo F=0,87; P>0,05; df=3; riego F=0,93; P>0,05; df=1) entre los diferentes indculos
0 regimenes de riego.
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Longitud de raiz (cm)
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o

Rhizopogon sp. Suillus luteus Boletus edulis Control Rhizopogon sp. Suillus luteus Boletus edulis Control

PeTNPe T

Especie de hongo EM inoculada

Figura 3.2. A-B. Efecto de diferentes indculos de hongos EM y control en la longitud de Pinus ponderosa.
A)Longitud de tallo (arriba) y de raiz (abajo) bajo riego. B) Longitud de tallo (arriba) y de raiz (abajo) en
sequia. Diferentes colores corresponden a diferentes especies de hongos EM inoculadas y al control con
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sustrato estéril. Se muestran las medias de los grupos + SE. Diferentes letras representan diferencias

significativas (P < 0,05) entre las medias de los grupos para cada variable respuesta.

Biomasa

Bajo el régimen de riego, las plantulas inoculadas con hongos suilloides tuvieron una
biomasa aérea mayor al control (Figura 3.3.A,; interaccién indculo x régimen de riego F=5,33;
P=0,0019; df= 3). Por su parte, la biomasa radical fue mayor en el régimen de riego que en el
de sequia (F=28,3; P<0,0001; df=1), y fue superior al control sélo en las plantulas inoculadas
con Rhizopogon sp. en el régimen de riego (TukeyHSD, P=0,0038). En contraste, bajo el
régimen de sequia no se observaron diferencias de biomasa aérea o radical entre las plantulas
inoculadas con diferentes especies de hongos EM y el control (Figura 3.3.B). La biomasa total
también fue mayor respecto al control en el régimen de riego normal, pero Unicamente para las
plantulas inoculadas con Rhizopogon sp. (Figura 3.4; TukeyHSD, P=0,0005). La relacion de
biomasa tallo/raiz no presentd diferencias entre los diferentes inéculos (Figura 3.5; F=1,70;
P>0,05; df=3) ni entre los regimenes de riego (F=1,07; P>0,05; df=1).
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Figura 3.3.A-B. Efectos de diferentes indculos de hongos EM y regimenes de riego sobre la biomasa de
Pinus ponderosa. A) Biomasa aérea (arriba) y radical (abajo) bajo riego. B) Biomasa aérea (arriba) y radical
(abajo) en sequia. Diferentes colores corresponden a diferentes especies de hongos EM inoculadas y al
control con sustrato estéril. Se muestran las medias de los grupos + SE. Diferentes letras representan

diferencias significativas (P < 0,05) entre las medias de los grupos para cada variable respuesta.
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Figura 3.4.A-B. Efectos de diferentes indculos de hongos EM y regimenes de riego sobre la biomasa de
Pinus ponderosa. A) Biomasa total bajo riego. B) Biomasa total en sequia. Diferentes colores corresponden
a diferentes especies de hongos EM inoculadas y al control con sustrato estéril. Se muestran las medias de
los grupos + SE. Diferentes letras representan diferencias significativas (P < 0,05) entre las medias de los

grupos para cada variable respuesta.
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Figura 3.5.A-B. Efectos de diferentes indculos de hongos EM y regimenes de riego sobre la relacion de
biomasa tallo/raiz de Pinus ponderosa. A) Relacion de biomasa tallo/raiz bajo riego. B) Relacidn de biomasa
tallo/raiz en sequia. Diferentes colores corresponden a diferentes especies de hongos EM inoculadas vy al
control con sustrato estéril. Se muestran las medias de los grupos + SE. Diferentes letras representan

diferencias significativas (P < 0,05) entre las medias de los grupos para cada variable respuesta.

Contenido de agua (%)

Consistentemente con el tratamiento de riego aplicado, hubo mayor contenido de agua
en los sustratos regados que en los que se interrumpio el riego (F= 453,8; P <0,0001; df=1). El
contenido de agua en la biomasa aérea y radical también fue mayor en las plantulas regadas
frecuentemente respecto de las sujetas a sequia (F=211,8; P<2,2e%6; df=1y F=59.9; P<0,0001;
df=1, respectivamente). En el régimen de riego frecuente, las plantulas inoculadas con hongos
suilloides tuvieron mayor contenido de agua en sus tejidos aéreos que las plantulas control
(Tabla 3.1; F=10,51; P<0,0001; df=3).
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Tabla 3.1. Efecto de los diferentes in6culos de hongos EM y regimenes de riego en el contenido de agua

(%) en parte aérea, radical y sustrato.

Regimen de Hongo EM Contenido de agua (%)
riego inoculado Fraccion aérea Fraccién radical Sustrato

Rhizopogon sp. 53,21+ (3,69) d 38,4 + (2,35) bd 3,37 £(0,20) b

Riego Suillus luteus | 48,40 + (3,13) cd 42,1+ (2,41) b 3,99 £ (0,33) bc
Boletus edulis | 33,78 + (3,45) bc 41,4+ (3,09) b 5,08 £ (0,26) ¢

Control 31,23+ (2,70) b 39,9 £ (2,84) bc 4,54 £ (0,41) bc

Rhizopogon sp. 9,65+ (1,46) a 27,6 £ (2,84) ac 0,88 + (0,05) a

) Suillus. luteus 8,64 £ (1,60) a 25,9 + (2,96) ad 0,98 + (0,08) a

Sequla Boletus edulis 10,43 £(1,48) a 23,4 £ (4,58) ac 0,93 +(0,08) a
Control 13,52 + (2,54) a 27,9 +(2,35) ad 1,78 £ (0,37) a

*Se muestran las medias de los grupos * SE entre paréntesis. Diferentes letras indican diferencias

significativas (P < 0,05) entre las medias de los grupos para cada variable respuesta.

Descripcion de ectomorfotipos

Rhizopogon sp.: los ectomorfotipos observados coincidieron con los reportados en la
bibliografia para este género (Agerer, 1987-1993, 2001; Molina et al., 1999). Presentaron
ramificacion dicotomica repetidas veces, agrupadas, formando sistemas coraloides densos. En
muchos casos, los sistemas coraloides o ramificaciones dicotomicas individuales se
encontraban rodeados por rizomorfos abundantes de color blanco. Los ectomorfotipos

presentaron coloraciones marrones a amarillentas y blancas (Figura 3.6.A).

Suillus luteus: los ectomorfotipos observados coincidieron con los reportados en la
bibliografia para esta especie (Agerer, 1987-1993, 2001; Dahlberg y Finlay, 1999). Se
observaron ramificaciones dicotomicas o tuberculosas, raramente agrupadas formando
sistemas pequefios. Los ectomorfotipos presentaron colores marrones claros y oscuros, con
presencia de hifas extra radicales formando un manto blanco traslicido sobre los extremos
distales o sobre toda la ramificacion. Los morfotipos presentaron rizomorfos finos de color

blanco amarillento (Figura 3.6.B)

Boletus edulis: los ectomorfotipos observados coincidieron con el tipo boletoide
marron, reportado en la bibliografia para esta especie (Agerer, 1987-1993; Albarracin et al.,

2013). Se presentaron en ramificaciones dicotémicas individuales o agrupadas en pocos casos.
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Ectomorfotipos de color marrén oscuro, con marrones claros a naranjas o blanquecinos en
extremos distales anchos y redondeados. Sin presencia de rizomorfos (Figura 3.6.C).

Figura 3.6.A-D. Extremo distal de raices observados en lupa (20X), correspondientes a ejemplares de Pinus
ponderosa inoculados con diferentes especies de hongos EM y el control. A) Rhizopogon sp., B) Suillus

luteus, C) Boletus edulis, D) extremo distal sin colonizar.

Colonizacion efectiva y porcentaje de micorrizacion (%)

La inoculacion fue efectiva para todas las especies de hongos EM utilizadas. EI numero
de plantulas colonizadas fue mayor en los tratamientos inoculados con especies suilloides
respecto de aquellos inoculados con B. edulis (Tabla 3.2). El control con sustrato estéril
presentd indicios de colonizacion en sélo dos réplicas, con un porcentaje de micorrizacion (%)
menor a 4% y morfotipos suilloides. No se observo contaminacion cruzada entre las plantulas
inoculadas con diferentes especies de hongos EM, ni ectomorfotipos correspondientes a
especies no inoculadas. Como se menciond anteriormente (seccién Materiales y métodos), para

el analisis de todas las variables respuesta consideradas en este estudio se tuvieron en cuenta
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estos resultados de colonizacion, eliminando réplicas inoculadas sin colonizacion efectiva (11
para B. edulis, 4 para S. luteus y 1 para Rhizopogon sp. en tratamientos de sequia y 5 para B.
edulis de tratamientos con riego normal) y réplicas con indicios de colonizacion en el control

con sustrato estéril (s6lo dos, una por cada tratamiento control) (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Los valores indican el nimero de plantulas colonizadas / n total en cada nivel de indculo.

Régimen de Hongo EM n colonizadas /
riego inoculado n total
Rhizopogon sp. 16/16
] Suillus luteus 16/16
Riego i
Boletus edulis 11/16
Control 1/16
Rhizopogon sp. 15/16
) Suillus luteus 12/16
Sequia i
Boletus edulis 5/16
Control 1/16

El porcentaje de micorrizacion (%) fue igual entre diferentes regimenes de riego (LR
Chisg= 2,291; P = 0,13; df=3). Bajo riego, las plantulas inoculadas con hongos suilloides
tuvieron mayor porcentaje de micorrizacion (%) que las inoculadas con B. edulis y las plantulas
control (Figura 3.7.A; LR Chisq= 82,78; P < 2e%6 :df=3). Bajo el régimen de sequia, las
plantulas inoculadas con todas las especies de hongos EM tuvieron un porcentaje de
micorrizacion (%) mayor al control (Figura 3.7.B; LR Chisq= 83,44; P < 2e1% ;df=3). Los
ectomorfotipos pudieron observarse de igual forma en ambos régimenes de riego, en algunos

casos presentando un color oscuro y aspecto deshidratado en plantulas bajo sequia.
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Figura 3.7. A) Porcentaje de micorrizacion (%) de cada especie de hongo EM inoculada y del control bajo
riego, B) Porcentaje de micorrizacion (%) de cada especie de hongo EM inoculada y del control en sequia.
Diferentes colores corresponden a diferentes especies de hongos EM inoculadas y al control con sustrato

estéril. Diferentes letras representan diferencias significativas (P < 0,05) entre las medias de los grupos.

DISCUSION

A partir de un experimento factorial en cdmara de cultivo, en este trabajo se encontrd
que distintas especies de hongos EM tienen diferentes efectos en el crecimiento de plantulas
de Pinus ponderosa, y que este efecto depende, a su vez, de las condiciones de humedad del
sustrato. En este aspecto, se evidencio que la asociacién con hongos suilloides aumenta el
crecimiento de las plantulas inoculadas sélo en situaciones de alta disponibilidad de agua en el
sustrato. Ademas, se observo que si bien estos hongos EM co-invasores no incrementan el
crecimiento de las plantulas en condiciones de sequia, si aumentan su supervivencia. Estos
resultados sugieren que los hongos suilloides son buenos promotores de la supervivencia de
pinos en condiciones de sequia, pero su beneficio sobre el crecimiento estaria sujeto a un
suficiente contenido de agua en el suelo.
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Supervivencia y crecimiento bajo diferentes condiciones hidricas

En este trabajo se encontrd que algunas especies de hongos EM promueven mas la
tolerancia a la sequia en plantulas de P. ponderosa que otras. Se observo, ademas, que los
hongos suilloides (Rhizopogon sp. y Suillus luteus) aumentan la supervivencia de esta especie
forestal en condiciones de estrés hidrico. Consistentemente, otros trabajos han demostrado un
aumento en la tolerancia a la sequia en pinos otorgada por hongos suilloides (Li et al., 2021).
Por ejemplo, la inoculacién de Suillus placidus (Bonord.) Singer (1945) ha mostrado mejorar
la tolerancia a la sequia en Pinus massoniana (Lamb.) Opiz (1839) mediante un aumento de la
actividad enzimatica antioxidante, una mayor eficiencia en el uso del agua y mayores tasas
fotosintéticas (Li et al., 2021). En forma similar, Parke y colaboradores (1983) evidenciaron la
capacidad de Rhizopogon vinicolor A.H. Sm. (1966) de aliviar los efectos de la sequia en el
pino Oregon (Pseudotsuga menziesii Franco, 1950) mediante una menor reduccion de la tasa
fotosintética y una recuperacion mas rapida al retomar el riego en comparacién a plantulas no
inoculadas. Sin embargo, estos trabajos evaltan el efecto de la sequia induciendo menor
contenido de agua en el sustrato, sin medir la supervivencia en condiciones de estrés hidrico
letales como las generadas por la interrupcion del riego. Un trabajo que evalla la supervivencia,
indico que plantines de P. ponderosa de invernadero inoculados con la especie R. rubescens
Tul. y C. Tul. (1844), trasplantados en sitios aridos sobreviven 30 % mas que plantines no
inoculados (Steinfeld et al., 2003). Por otro lado, es importante mencionar que el efecto
observado en los resultados del presente trabajo en la supervivencia de P. ponderosa podria
deberse a el porcentaje de micorrizacion (%) registrado en cada especie de hongo y no debe
atribuirse a otras caracteristicas de las especies mas que a su capacidad de colonizacién. Se
observl, ademas, que las especies que presentaron mayor porcentaje de micorrizacion (%),
también presentaron mayores efectos en la supervivencia y el crecimiento. De esta forma,
Rhizopogon sp. y S. luteus presentaron no sélo las mayores porcentajes de micorrizacion (%),
sino también los mayores valores de supervivencia. En contraste, B. edulis present6 bajo
porcentaje de micorrizacion (%), lo cual explicaria en gran medida la ausencia de efecto

significativo en la supervivencia.

Con respecto al crecimiento de P. ponderosa en términos de biomasa, los resultados
obtenidos indican que el beneficio otorgado por la simbiosis depende del contenido de agua
del sustrato y de la especie de hongo EM inoculada. Se encontré que los hongos suilloides
aumentan el crecimiento de la planta simbionte en condiciones de riego, pero no lo hacen en

condiciones de estrés hidrico. Estos patrones de crecimiento se observaron con mayor claridad
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en la biomasa aérea que en la radical, lo cual podria deberse a que las plantas colonizadas
logran un sistema radical mas eficiente sin aumentar su tamafio y pueden alocar mayor
proporcion de C a su parte aérea gracias a los hongos simbiontes presentes en sus raices (Parke
et al., 1983). En contraste a estos resultados, estudios anteriores han encontrado que pinos
invasores como Pseudotsuga menziesii, P. contorta y P. ponderosa inoculados en ensayos de
vivero con suelo lejano a plantaciones y de frentes de invasion, donde abundan las especies de
hongos suilloides, tienen menor biomasa y supervivencia en comparacion con plantaciones
(Nufiez et al., 2009) o con su rango nativo (Nuske et al., 2021). Esto es de gran importancia ya
que las diferencias observadas en el crecimiento y la supervivencia de pinos entre frentes de
invasion y plantaciones podria explicarse por diferencias en la abundanciay riqueza de especies
entre ambos sitios y no por caracteristicas intrinsecas de las especies de hongos EM presentes
en sus raices. Los resultados de esta investigacion también aportan evidencia en contra de la
simplificacién frecuentemente mencionada en la bibliografia, que afirma que los hongos EM
mejoran el desempefio de la planta simbionte en condiciones de estrés hidrico (Lehto y
Zwiazek, 2011; Rapparini y Pefiuelas, 2014; Gehring et al., 2017). Otros trabajos han reportado
resultados similares a los observados en este estudio. Por ejemplo, Parlade y colaboradores
(2001) y Kennedy y Peay (2007) encontraron que no habia diferencias de biomasa entre
plantulas Pinus muricata no colonizadas y colonizadas en un sustrato con contenido de
humedad del 5-7%, pero si encontraron un crecimiento significativamente mayor en plantulas
colonizadas en condiciones de mayor humedad del sustrato. Con resultados semejantes,
Theodorou (1978) y Dosskey y colaboradores (1991) observaron que las plantulas de pino
respondian mejor a la colonizacion en condiciones de humedad del sustrato intermedias que en
condiciones de humedad bajas. El hecho de que el resultado de la simbiosis sobre la aptitud
vegetal dependa del contenido de agua en el sustrato acuerda con trabajos previos que han
reportado que los beneficios aportados por esta simbiosis pueden ser dependientes del contexto
en el que se desarrolle la planta, lo que incluye diversas variables ambientales ademas la
disponibilidad de agua, como el contenido de nutrientes (Jonsson et al., 2001; Treseder, 2004;
Smith y Read, 2008) o la presencia de otras especies vegetales en su entorno (Gorzelak et al.,
2015; Knoblochova et al., 2017).

Las especies de hongos EM difieren en su capacidad de promover el crecimiento y la
supervivencia en sus plantas simbiontes (Burgess et al., 1994) y esto se relaciona tanto con su
capacidad de colonizacion de raices como del desarrollo de sus hifas en el suelo (Thomson et

al., 1994). Particularmente, las especies de hongos EM capaces de formar rizomorfos muestran
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un gran potencial para aliviar los efectos de la sequia y promover el crecimiento. Esto se debe
a que los rizomorfos tienen un rol importante en la absorcion y transporte de agua hacia la
planta (Duddridge et al., 1980; Brownlee et al., 1983; Read y Boyd, 1986). A su vez, el micelio
extra radical tiene la capacidad de retener mayor cantidad de agua por mas tiempo (Molina y
Trappe, 1994; Agerer, 2001). En este trabajo, las plantulas de P. ponderosa inoculadas con
Rhizopogon sp., que se caracteriza por presentar gran cantidad de rizomorfos, fueron las que
presentaron mayor supervivencia y crecimiento. Ademas, se observé un mayor contenido de
agua en la biomasa aérea de las plantulas inoculadas con esta especie de hongo EM. En
Rhizopogon, la presencia de rizomorfos se ha correlacionado con un aumento en el crecimiento
(Amaranthus y Perry, 1989) y con una mejora en la tolerancia a la sequia de sus plantas
simbiontes (Parke et al., 1983; Dosskey et al., 1990). Ademas, se ha detectado que en sitios
aridos hay una mayor proporcion de especies de hongos EM con rizomorfos (Agerer, 2001)
que en sitios humedos (Bakker et al., 2006), y que su presencia favorece la supervivencia de
las plantas simbiontes (Gehring et al., 2017; Jalon et al., 2020). Aunque las ventajas de inocular
Rhizopogon son evidentes, es importante tener en cuenta que este género facilita la invasion de
pinos y se deberian evaluar las relaciones costo-beneficio a la hora de utilizarlos como
bioinoculantes. De todas formas, las diferencias evidenciadas entre especies de hongos EM con
y sin rizomorfos en promover el desempefio de la plantula simbionte indican que seleccionar
especies con rizomorfos para la inoculacion forestal puede ser mas apropiado para mejorar el
rendimiento (Duddridge et al., 1980; Steinfeld et al., 2003).

Colonizacioén por diferentes especies de hongos EM

La colonizacién observada en las diferentes especies de hongos EM concuerda con el
comportamiento reportado en la bibliografia (Ishida et al., 2008; Nara et al., 2009). El
porcentaje de micorrizacion (%) obtenido en los tratamientos inoculados con hongos suilloides
coincide con otros trabajos realizados inoculando estos hongos ya sea a partir de bancos de
esporas resistentes al fuego (Baar et al., 1999) o de pellets fecales de mamiferos que dispersan
estos géneros (Ashkannejhad y Horton, 2006). Las basidiosporas de los hongos suilloides
germinan rapidamente cuando estan estimuladas por la presencia de raices del pino simbionte
(Liao et al., 2016). Esta colonizacion rapida es caracteristica de los suilloides y les permite
facilitar las invasiones de pino (Ashkannejhad y Horton, 2006; Hayward et al., 2015b). Por su
parte, la escasa colonizacién en las plantulas inoculadas con B. edulis también acuerda con la

bibliografia (Ishida et al., 2008). Aunque la colonizacion a través de esporas no se restringe
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Unicamente a los hongos suilloides, la gran mayoria de los hongos EM no germinan ni
colonizan plantulas en condiciones reproducibles en bioensayos (Ishida et al., 2008; Nara,
2009). En general, las esporas de los hongos de sucesion tardia, como B. edulis, no germinan
ni colonizan sus plantas simbionte tan rdpidamente ni tan efectivamente en comparacion con

las especies de sucesion temprana, como los suilloides (Ishida et al., 2008; Nara, 2009).

La ausencia de diferencias en la supervivencia y crecimiento entre las plantulas
inoculadas con B. edulis y las no inoculadas, podria estar explicada por los bajos niveles de
colonizacidn de esta especie. Son escasos los ensayos en los cuales se ha logrado colonizacion
efectiva de raices con esta especie, especialmente con pino como planta simbionte (Agueda et
al., 2008). Sin embargo, cuando se lograron inoculaciones efectivas, también se verifico un
aumento en el crecimiento del pino simbionte (Agueda et al., 2008; Wu et al., 2011). Uno de
los casos de mayor éxito de colonizacion, y aumento en el crecimiento, fue un experimento de
co-inoculacién con B. edulis y bacterias promotoras de la micorrizacion como Bacillus cereus
HB12 y HB59 (Wu et al., 2011). Es por esto que, a pesar de la dificultad que constituye el
cultivo y la sintesis de micorrizas in vitro de especies de hongos EM de sucesion tardia (Nara,
2009; Ishida et al., 2008; Agueda et al., 2008), no se debe desestimar su potencial para la
elaboracion de bioinoculantes que aumenten el rendimiento forestal, menos ain si estas
especies forman cuerpos fructiferos comestibles que pueden aumentar el rédito econémico
obtenido a partir de la plantacion. En este sentido, seria interesante la exploracion de técnicas,
como la mencionada anteriormente o la inoculacién a partir de micelio, que permitan una

mayor efectividad en la colonizacion.

Implicancias en los procesos de invasion

Los hongos suilloides podrian facilitar la invasion de pinos en condiciones de aridez y
sequia. La aridez producida por sequias es una de las mayores limitaciones en el
establecimiento de plantulas y se espera que este fendbmeno aumente con el cambio climatico
(IPCC ARG, 2021). En este escenario, la facilitacion que brinda el mutualismo con hongos EM
podria permitir altas tasas de supervivencia incluso en condiciones de mayor aridez (Rapparini
y Pefiuelas, 2014). Como consecuencia de este aumento de la supervivencia, los pinos podrian
mantener la tasa de reclutamiento de plantulas en ecosistemas aridos e incluso tener ventajas
competitivas frente a especies nativas. Los hongos suilloides también contribuyen a la invasion

de otras especies de la familia Pinaceae, algunas de las cuales resisten menos la aridez que P.
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ponderosa. Por ejemplo, el pino Oregdn o abeto de Douglas (Pseudotsuga menziesii) es una
especie altamente invasora (Simberloff et al. 2002, Nufiez et al. 2009) con menor tolerancia a
la aridez que suele encontrarse asociada a especies de Rhizopogon en areas lejanas al frente de
invasion (Nufiez et al., 2009), y esta asociacion contribuye a aumentar su crecimiento y
supervivencia (Castellano, 1996). Para esta especie forestal, la presencia de hongos co-
invasores que alivien el estrés hidrico podria ser incluso de mayor importancia que para P.
ponderosa, que es resistente a la aridez, facilitando asi la invasién de ecosistemas aridos. De
esta forma, el aumento en la supervivencia de pinos debido a la asociacion con hongos
suilloides podria tener importantes consecuencias para los procesos de invasion en un contexto

de cambio climatico.

Aunque los resultados de este trabajo indican que, en algunos casos, los hongos
suilloides no proveen beneficios en el crecimiento, también muestran que esta asociacion no
suele ser detrimental para la plantula. Esto es importante en la estabilidad de la simbiosis a
largo plazo (Kennedy y Peay, 2007; Gehring et al., 2017). Podria ocurrir que, en afios de pocas
precipitaciones, los hongos no provean beneficios en el crecimiento y solamente reduzcan la
mortalidad, pero en afios con mayor disponibilidad de agua, podrian brindar ventajas
considerables en el crecimiento. Se ha observado que cuando la dispersion de hongos esta
limitada, las plantulas de pino pueden sobrevivir, pero no es hasta la llegada de indculo de
hongos EM que pueden incrementar su crecimiento (Collier y Bidartondo, 2009). Del mismo
modo, los pinos en condiciones de sequia que estén micorrizados con hongos suilloides podrian
sobrevivir mejor hasta la llegada de una temporada con mayores precipitaciones, en la cual los
hongos suilloides beneficiarian su crecimiento, o de propagulos de otras especies de hongos
simbiontes que le aporten mayores beneficios. Debido a esta variacion temporal, las plantas

tendrian un balance positivo a largo plazo si se asocian a hongos suilloides.

Hacia plantaciones sin invasiones

Entender la dinamica de las interacciones en los procesos de invasion es una gran
herramienta para evitar la degradacion de ecosistemas en regiones de uso forestal (NUfez et al.
2017). La utilizacion de Pindceas como principales especies forestales en Argentina ha
provocado invasiones en la mayoria de los sitios donde hay forestaciones y los esfuerzos por
controlarlas son muy limitados (Simberloff et al., 2002; Sarasola et al., 2006; Zalba et al.,

2008). Recientemente, se ha limitado la plantacion de especies mas invasoras, como Pinus
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contorta Dougl. ex. Loud., y se incentiva la plantacion de P. ponderosa, que es considerada de
bajo potencial invasor. Sin embargo, ain son necesarios mayores esfuerzos para disminuir las
invasiones a partir de plantaciones (CIEFAP, 2017). En este contexto, la utilizacion de hongos
de bajo potencial invasor como inoculantes en plantaciones, que podrian aumentar el
crecimiento sin favorecer las invasiones (NuUfiez et al., 2017), es una herramienta de bajo costo
que daria lugar a una posibilidad de manejo temprana y enfocada en la prevencion de la
invasion. Asimismo, en Patagonia Norte el estrés hidrico es uno de los principales factores
limitantes para la supervivencia y crecimiento inicial de plantaciones. En este aspecto, la
inoculacion con hongos EM capaces de aliviar el estrés hidrico es de gran relevancia para el
desarrollo forestal. De esta forma se lograrian plantaciones sustentables, que logren
compatibilizar la conservacion de los ecosistemas nativos con una produccion rentable y
eficiente (Nufiez y Dickie, 2014; Hayward et al., 2015b). Ademas, la utilizacion de especies de
alto valor gastronomico como B. edulis resalta el potencial beneficio de implementar hongos
micorricicos comestibles como inoculantes forestales que podrian constituir productos
forestales no maderables incrementando el rendimiento econdmico de las plantaciones, a la vez
que se disminuye la presion de recoleccién de estas especies en ecosistemas nativos (Hall et
al., 1998).

Limitaciones de este trabajo

La cantidad de especies de hongos utilizadas es escasa para concluir mas alla del efecto
individual de cada especie. En este trabajo se evaluo el efecto de solo tres especies de hongos
EM debido al reducido nimero de especies gque se pudo obtener en el campo. A su vez, s6lo se
logr6 obtener una especie considerada no invasora (B. edulis). Esto limita posibles
conclusiones generales sobre las especies de hongos EM no invasoras. Ya que, ademas de ser
no invasora, B. edulis puede tener muchas otras caracteristicas como especie que influyan en
el efecto sobre su planta simbionte. Sin embargo, la utilizacion de B. edulis resulté en una
comparacion interesante como una especie de caracteristicas ecoldgicas diferentes a las de los
hongos suilloides, incluso cuando estdn cercanamente emparentadas a nivel filogenético
(Nguyen et al. 2016). En este aspecto, este trabajo resalta posibles diferencias entre hongos
considerados invasores vs. no invasores, aunque es necesario trabajar con un mayor nimero de
especies para obtener conclusiones generalizables sobre estas diferencias. Por otro lado, la
utilizacién de P. ponderosa como Unica especie forestal también limita la generalizacion de los

efectos observados a otras especies lefiosas forestales.
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Ademas, la extrapolacion a partir de ensayos en camara de cultivo presenta limitaciones
y debe realizarse con precaucion. Por una parte, los ensayos de crecimiento en camara permiten
ventajas en cuanto a la manipulacion experimental, como mayor control sobre las variables que
afectan el crecimiento (ej. humedad) y la contaminacion cruzada. Sin embargo, las condiciones
impuestas experimentalmente se alejan mucho de las que se dan en el campo. En particular, las
limitaciones fisicas provocadas por el crecimiento en contenedores pequefios, podria ocasionar
que, tanto la plantula como el hongo no exploren el volumen de suelo que explorarian en un
ambiente natural (Kennedy y Peay, 2007; Lehto y Zwiazek, 2011). Esta circunstancia podria
tener como consecuencia la disminucion de capacidad de los hongos EM de brindar un
beneficio a la plantula en el régimen de sequia. Ademas, este experimento estudio solamente
un estadio de crecimiento de P. ponderosa (i.e. primer afio de crecimiento). Sin embargo, es
de destacar que los patrones de crecimiento en el estadio de plantula son muy buenos
predictores de los patrones de crecimiento en la madurez para las especies lefiosas (Cornelissen
et al., 1998). A esto se le suma que el estadio de plantula es el estadio mas vulnerable en el
ciclo de vida y por lo tanto determinante de la supervivencia (Fenner y Thompson, 2005).
Particularmente, las especies de Pinus varian muchisimo en cuanto a su respuesta de
crecimiento a la colonizacién de hongos EM en el estadio de plantula (Karst et al., 2018). Sin
embargo, estos resultados no pueden extrapolarse a arboles maduros, lo cuales podrian ser
menos sensibles a condiciones de humedad del suelo limitantes debido a su sistema radicular
extenso y profundo (Pickles y Simard, 2017).

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo evidencian la importancia de tener en cuenta la
interaccion de los procesos de invasion con condiciones ambientales cambiantes. Muchas
invasiones bioldgicas ocurren en diferentes condiciones abioticas y todas ocurren y son parte
de un contexto de cambio global. Particularmente, el aumento de la aridez y del estrés hidrico
es una de las principales predicciones de los modelos de cambio climatico. A su vez, la aridez
es una de las principales limitantes de reclutamiento de plantulas. Actualmente, la mayoria de
las evaluaciones de riesgos se realizan bajo la premisa de que los rasgos de los organismos
invasores y el resultado de sus interacciones son estaticos. En este sentido, se podria pensar
que la capacidad invasora de pinos en condiciones de aridez se veria reducida. Sin embargo,

los resultados de este trabajo revelan que hongos co-invasores podrian aliviar el estrés hidrico
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y mantener una tasa de reclutamiento alta en pinos, incluso en escenarios de mayor aridez. Por
otro lado, se encontr6 que los efectos positivos que brindan los hongos EM pueden no ser tales
en condiciones ambientales desfavorables. Sin embargo, al tener un beneficio en condiciones
favorables y permitir su supervivencia, las plantas tendrian un balance positivo a largo plazo si

se asocian a hongos suilloides.

En conjunto, estos resultados no s6lo son relevantes para evaluar riesgos de invasion,
sino también para considerar el uso de hongos EM como bioinoculantes. En este sentido, los
resultados contribuyen tener un mayor conocimiento de cuando, bajo qué condiciones y con
que especies la aplicacion de bioinoculantes micorricicos puede ser rentable y sustentable. En
este caso, la inoculacion con hongos suilloides, y especialmente con Rhizopogon sp., podria
aumentar la tasa de supervivencia en el trasplante a campo de plantines de vivero. No obstante,
teniendo en cuenta las proyecciones de aridez a futuro y que las plantaciones se realizan
mayoritariamente en ecosistemas semiaridos, los resultados obtenidos sugieren que no seria
apropiado su uso para un aumento en el rendimiento forestal, al menos en estadios iniciales de
crecimiento. Ademas, su capacidad de facilitar la invasion debe tenerse en cuenta como un
potencial costo ambiental y econémico a futuro. En sintesis, los resultados muestran que un
mayor entendimiento de la dinamica de las relaciones simbioticas en diferentes condiciones
ambientales, proporcionard mejores herramientas para evaluar los riesgos de invasion y mitigar

sus impactos.
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