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Resumen

La competencia entre especies vegetales puede influir significativamente
en el crecimiento y las asociaciones simbidticas de las plantas, lo cual es
particularmente importante tanto en procesos de restauracion ecolégica
como de invasién. En este estudio se evaluo el efecto la competencia
entre Nothofagus obliqua y Pinus ponderosa sobre el crecimiento de
las plantas, su colonizacion por hongos ectomicorricicos y la diversidad
taxonémica y funcional de estos simbiontes, creciendo tanto en suelo
de bosque nativo como en suelo de plantacién de pino. Los resultados
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mostraron que el crecimiento de ambas especies fue mayor en suelos
de bosque nativo, probablemente debido a su mayor contenido nutri-
cional. Sin embargo, contrariamente a lo esperado, los efectos de la
competencia fueron nulos o incluso positivos, especialmente para M.
obliqua. Estos hallazgos sugieren una coexistencia facilitada por difer-
encias en las estrategias de uso de recursos. En cuanto a las micorrizas,
cada especie presenté mayores niveles de colonizacién en suelos pre-
viamente dominados por su misma especie. A pesar de esto, ambos
suelos mostraron una composicién taxonémica y funcional distintiva,
destacando una mayor diversidad en general en suelos de plantacion.
Sin embargo, los hongos con alto contenido de melanina, cruciales para
enfrentar estrés hidrico, estuvieron ausentes en este suelo. Nuestros
resultados resaltan el potencial invasor de P ponderosa y el potencial
de N. obliqua para restaurar ambientes convertidos en plantaciones de
pino. Ademas, estos resultados destacan la importancia de considerar
las comunidades de hongos simbibticos en estos esfuerzos, y que la
introducciéon de inéculos micorricicos podria ser clave para maximizar
el éxito de las restauraciones en suelos degradados.

CPaIabras clave: Competencia; diversidad; invasiones; micorrizas; restauracién.]

Abstract

Plant competition can significantly influence plant growth and their
symbiotic associations, which is particularly important in both ecological
restoration and invasion processes. This study evaluated the effect of
competition between Nothofagus obliqua and Pinus ponderosa on plant
growth, colonization by ectomycorrhizal fungi, and the taxonomic and
functional diversity of these symbionts growing in soils of native forest
and pine plantation. The results showed that the growth of both spe-
cies was greater in native forest soils, likely due to their higher nutrient
content. However, contrary to expectations, the effect of competition
was neutral or even positive, particularly for N. obliqua. These findings
suggest a coexistence facilitated by differences in resource use strate-
gies. Regarding mycorrhizas, each species exhibited higher colonization
levels in soils previously dominated by its own species. Despite this, both
soils showed distinctive taxonomic and functional compositions, with
plantation soils exhibiting overall higher diversity. However, melanized
fungi, crucial for coping with water stress, were absent in this soil.
Our results highlight the invasive potential of P ponderosa and the
suitability of N. obliqua for restoring environments converted into pine
plantations. Furthermore, these findings emphasize the importance of
considering symbiotic fungal communities in such efforts, suggesting
that mycorrhizal inoculum could be key to maximizing restoration suc-
cess in degraded soils.

[Keywords: Competition; diversity; invasion; mycorrhizas; restoration. )
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INTRODUCCION

El establecimiento y éxito de una planta en un nuevo entorno depende en
gran medida de su capacidad para competir eficazmente con especies pro-
pias del nuevo entorno y de encontrar simbiontes con los cuales asociarse
(Orrock et al., 2008; Menzel et al., 2017; Gioria et al., 2018; Koziol et al.,
2018). La competencia entre diferentes especies, especialmente a través
de sus raices, ha demostrado ser un fuerte determinante del crecimiento
de las plantas, siendo que una determinada especie es capaz de reducir
el crecimiento de plantas vecinas (Kier et al., 2013; Ni et al., 2018). Esto
es particularmente importante en escenarios de restauracion ecoldgica o
durante procesos de invasiones bioldgicas, situaciones que presentan de-
safios similares a pesar del gran contraste entre ambas. En el caso de la
restauracion, estas situaciones de competencia interespecifica pueden ob-
servarse al reintroducir especies nativas en ambientes degradados, ya sea
por disturbios naturales como los incendios (Martin, 2017; Souza-Alonso
et al., 2022) o por accion directa de las actividades antrdpicas, como las ex-
tensas plantaciones de pino establecidas en Patagonia (Zamorano-Elgueta
et al., 2015; Martinez-Ramos et al., 2016; Pauchard et al., 2016). En este
ultimo caso, las plantas nativas generalmente deben competir con plan-
tas exéticas previamente establecidas o germinadas a partir del banco de
semillas (Jonasova et al., 2006). Ademas, se verian forzadas a adaptarse a
ambientes que, al haber sido dominados por especies foraneas, suelen pre-
sentar severas alteraciones en las comunidades de organismos simbidticos
necesarios para su supervivencia y desarrollo (Gazol et al., 2016; Suz et al.,
2017; Sapsford et al., 2022). De manera similar, en escenarios de invasion
la especie exoética necesita superar numerosas barreras al introducirse en
un nuevo sitio, entre ellas la competencia con las especies vegetales nativas
(Theoharides y Dukes, 2007; Iannone et al., 2016) y el establecimiento de
relaciones simbidticas con microorganismos benéficos en un suelo cuyas
comunidades se encuentran modeladas por las especies autoctonas (Dickie
et al., 2010; Jo et al., 2018).

El rol de las interacciones mutualistas, como aquellas establecidas con
hongos micorricicos, es clave en la dindmica de establecimiento de la gran
mayoria de las especies vegetales. Estos hongos forman una relacion simbi6-
tica con las raices (u otro érgano en contacto con el sustrato) de las plantas,
en la cual la planta le brinda fotosintatos al hongo y éste le aporta beneficios
criticos como una mayor capacidad de absorcion de nutrientes, proteccion
contra patdgenos y resistencia a factores de estrés abiotico y bidtico (Smith
y Read, 2008; Dickie et al., 2010). Las ectomicorrizas (EcM), son un tipo
particular de estas asociaciones y se encuentran principalmente asociadas
a especies arboreas, incluidas aquellas de las familias Nothofagaceae y Pi-
naceae (Tedersoo et al., 2014; Fernandez et al., 2015; Barroetavena et al.,
2019). Las EcM se caracterizan por modificar la morfologia radical, for-
mando en los 4pices radicales una estructura conocida como ectomorfotipo,
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que consiste en una red compacta de hifas que recubre los dpices (manto)
y otra que se desarrolla dentro de la raiz (red de Hartig). Ademas, desde
el manto se extienden en el suelo circundante hifas de diferente longitud
y complejidad que constituyen el denominado micelio extrarradical. Este
actia como una extension del sistema radical de la planta, permitiéndole
explorar el suelo en busca de recursos, algo especialmente valioso en entor-
nos con limitaciones nutricionales o en los que las plantas enfrentan fuerte
competencia (Agerer, 1987; Smith y Read, 2008).

En las EcM, la asociacion especifica entre determinados hongos y espe-
cies vegetales da lugar a diferentes morfologias de ectomorfotipos, los cuales
representan diferentes tipos exploratorios. Estos tltimos reflejan distintas
estrategias para captar nutrientes del suelo, y se clasifican segiin la presencia
y tipo de micelio extraradical en: 1) tipo exploratorio de “contacto”, que
se caracteriza por carecer o presentar muy escasas hifas emanantes cortas y
compactas que exploran el suelo inmediato a las raices; 2) de “corta distan-
cia”, que desarrollan hifas abundantes y de mayor longitud para explorar
un volumen mayor de suelo; y 3) de “mediana” y “larga distancia” que
presentan cordones de hifas (rizomorfos) de gran longitud (superior a 40
cm), permitiendo un mucho mayor rango de exploracion y maximizando
la absorcién de nutrientes en suelos pobres (Agerer, 2001; Smith y Read,
2008; Janowski y Leski, 2023; Izumi, 2024). Otra caracteristica morfologica
que tiene implicancia funcional es el contenido de melanina de los hongos
simbiontes. LLas melaninas son pigmentos poliméricos de color marrén os-
curo que desempenan funciones diversas en distintos grupos de organismos.
En los hongos, la melanina se acumula tipicamente en la pared celular y
cumple funciones tales como proteccion a la radiacion y al dafio mecani-
co, tolerancia a agentes quimicos, propiedades antioxidantes, y proteccion
contra la desecacion, entre otras. L.a melanina es una molécula compleja y
costosa en términos energéticos, pero puede conferir ventajas tanto al hon-
go como a la planta hospedadora bajo condiciones adversas (Fernandez y
Koide, 2013; Netherway y Bahram, 2024; Pellitier et al., 2024). Por lo tanto,
conocer la diversidad morfoldgica y funcional de los hongos EcM es clave
para entender como se optimiza la adquisicion de recursos y se incrementa
la resistencia de las plantas a distintos factores de estrés en contextos de
restauracion e invasion, donde diferentes hongos pueden brindar distintos
beneficios a la planta hospedadora.

Este estudio tuvo como objetivo evaluar como la competencia entre
una especie forestal nativa (Nothofagus obliqua) y otra exdtica (Pinus pon-
derosa) afecta el crecimiento y las comunidades micorricicas (abundancia,
diversidad taxondmica y funcional) durante las etapas iniciales de su desa-
rrollo. Ademas, se estudié6 como varian estas dindmicas segin las plantas
se desarrollen en suelos de ecosistemas dominados por vegetacién nativa
(suelo de bosque de Nothofagus) y por especies exoticas (suelo de plantacion
de Pinus). Hipotetizamos que (1) la coexistencia de ambas especies tiene un
efecto negativo sobre el crecimiento de las plantas debido a la competencia
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entre ellas, y (2) N. obliqua y P ponderosa presentan mayor colonizacién por
EcM y mayor diversidad taxonémica y funcional de hongos EcM al desarro-
llarse en suelos provenientes de sus propios ecosistemas dado que contienen
inoculo especifico adaptado a las condiciones en las que se desarrollan.

MATERIALES Y METODOS
Especies de estudio

Para llevar a cabo este trabajo se seleccionaron dos especies arboreas, una
nativa (N. obliqua, Nothofagaceae) y otra exoética (P ponderosa, Pinaceae).
Nothofagus obligua (Mirb.) Orest. (roble pellin) es una especie caducifolia
nativa de la zona cordillerana de Neuquén y Rio Negro. En Argentina, esta
especie puede formar rodales puros (~13250 ha) o mixtos (~161000 ha)
(Donoso Zegers, 2006; Azpilicueta et al., 2010; Sabatier et al., 2011).

Por otro lado, P ponderosa (Douglas ex Lawson et. C Lawson) (pino
ponderosa) es una especie nativa de Norteamérica que se ha aclimatado per-
fectamente a la zona cordillerana de Neuquén, Rio Negro y Chubut. Actual-
mente, en la region andino-patagoénica existen ~109000 ha ocupadas por
plantaciones forestales, de las cuales el 96 % corresponde a especies de pino,
principalmente de P ponderosa (81% del total; Galarco y Ramilo, 2020).

Ensayo a vivero

Se llevd a cabo un ensayo en el vivero forestal del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria, Estacion Experimental Agropecuaria Bariloche
(INTA EEA Bariloche). El ensayo se baso en el cultivo de las especies
forestales seleccionadas en macetas de 3 L. Para analizar el efecto de la
interaccién entre ambas especies sobre el desarrollo de las plantas y sus
comunidades micorricicas se cultivaron dos plantulas por maceta conte-
niendo diferentes tipos de suelo. Por lo tanto, los dos factores de estudio
fueron: Factor 1 = “Competencia interespecifica” con dos niveles (Sin -es
decir que las dos plantas en la maceta correspondian a la misma especie-:
N. obligua + N. obliqua y P ponderosa + P ponderosa / Con: N. obliqgua + P
ponderosa); y Factor 2 = “Tipo de suelo” también con dos niveles (bosque
nativo de Nothofagus / plantacion comercial de P ponderosa). Se realiz6 un
disefio completamente aleatorizado combinando los niveles de todos los
factores (4 tratamientos, 20 macetas por tratamiento, 80 macetas en total
y 160 plantas).

Para el cultivo de ambas especies se germinaron semillas otorgadas por
el INTA EEA Bariloche. Luego de que las plantas desarrollaron el primer
par de hojas verdadero se trasplantaron a las macetas segin los tratamientos
indicados anteriormente. Los suelos se colectaron el dia previo al trasplante
en dos sitios. Uno de ellos corresponde a la Region de Yuco (40° 9’ 117 S,
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Tabla 1. Resultados de los andlisis quimicos de los suelos provenientes del bosque nativo (Yuco) y
de la plantacién de Pinus ponderosa (Meliquina). P = Fésforo extraible, Nt = Nitrégeno total, Cr
= Carbono total.

Table 1. Results of the chemical analyses of soils from the native forest (Yuco) and the Pinus pon-
derosa plantation (Meliquina). P = Extractable phosphorus, Nt = Total nitrogen, Ct = Total carbon.

0,5 7,2 6,1

Bosque 22,3 . , 147,8
Plantacion 4,7 0,1 1,9 48,2 5,7

71° 30’ 39” O, 841 m snm), comprendida dentro de la cuenca del Lago
Lacar del Parque Nacional Lanin. Este sitio se encuentra dentro del area
natural de distribucioén de N. obliqua, y se caracteriza por un bosque mixto
de N. obliqua, N. alpina y N. dombey:. El otro sitio se ubica en la Estancia
Santa Lucia (40° 23’ 18” S, 71° 15’ 43” O, 982 m snm), y corresponde a
una plantacién comercial de P ponderosa en las cercanias de Meliquina.
Este sitio se encuentra aproximadamente a 30 km del primero. Luego de
caracterizarse los suelos de cada sitio, se observo que el suelo del bosque
nativo present6 mayor contenido de carbono total, nitrégeno total, y fosforo
extraible en comparacion con el suelo de plantacion (Tabla 1). Ademas, el
suelo de bosque mostré valores mas altos de conductividad y pH en relacion
con el suelo de plantacion (Tabla 1).

Variables evaluadas

Una vez finalizado el primer periodo de crecimiento activo de las plantas
(cinco meses desde el establecimiento del ensayo) se seleccionaron al azar
diez de las veinte macetas por tratamiento. En el caso de los tratamientos
sin competencia (N. obligua + N. obliqua y P ponderosa + P ponderosa) se
selecciond una planta al azar para realizar los analisis, mientras que los tra-
tamientos con competencia (N. obligua + P. ponderosa) se analizaron ambas
plantas. De cada ejemplar se registro la longitud del tallo (relacionado con
su capacidad fotosintética y ventaja competitiva) y el didmetro del cuello
(excelente predictor de crecimiento y sobrevivencia) (Haase, 2008). Se cal-
cul6 también la relacién longitud del tallo / didmetro del cuello, también
considerada un indicador de la capacidad de supervivencia de la plantula
(Haase, 2008).

En las mismas diez plantas se cuantifico el porcentaje de colonizacion
de EcM siguiendo el método de conteo de puntas colonizadas descripto
por Grand y Harvey (1982). Utilizando microscopio estereoscopico y Op-
tico se observaron las caracteristicas morfoldgicas propias de esta simbio-
sis (tamano, forma, color y ramificacion; disposicion de hifas del manto;
presencia y tipo de micelio extrarradical; Agerer, 1987), y en base a ellas
se construyeron grupos de similitud morfoldgica (ectomorfotipos). Con el
fin de analizar la abundancia relativa de cada ectomorfotipo, se cuantifico
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en cada individuo el nimero de apices radicales correspondientes a cada
uno de éstos, se dividi6 esta cantidad por el total de 4pices colonizados y
se expreso este valor en porcentaje.

Para determinar como lo ocurrido durante el primer periodo de cre-
cimiento (Tiempo 1 = T1) impactaba el desarrollo de las plantas al corto
plazo, se realiz6 una evaluacién no destructiva de las mismas luego de dos
ciclos de crecimiento adicionales (Tiempo 2 = T2). Asi, se repitieron las
medidas morfoldgicas detalladas (longitud del tallo, didmetro del cuello y
relacion longitud del tallo / didmetro del cuello) en todos los ejemplares
que no fueron utilizados en la primera etapa y que al momento de esta
evaluacion tenian 28 meses de edad.

Diversidad de hongos ectomicorricicos

En este trabajo se analizé tanto la diversidad taxondémica como funcional
de los hongos EcM. Para conocer su identidad taxondémica, los mismos
fueron amplificados utilizando el kit Phire Plant Direct PCR (Thermo
Fisher Scientific, Alemania), de acuerdo al protocolo descripto por el fa-
bricante. El mismo se basa en la realizacién de PCRs anidadas (Fernén-
dez et al., 2015). Para la primera PCR se utilizaron los primers universales
NSI1 (5-GATTGAATGGCTTAGTGAGG-3’) y NLB4 (5>-GGATTCT-
CACCCTCTATGAC-3%) (Martin y Rygiewicz, 2005) y una pequena frac-
cion del ectomorfotipo (~1 mm?) como fuente de ADN. Esta reaccion de
PCR fue realizada en 20 uL segin el siguiente protocolo: 7,6 uL. de agua
mili-Q, 10 uLL de 2X buffer de reaccion, 1 wL. de cada primer (5 mM) y 0,4
wuL de la polimerasa Phire Hot Start II DNA (Phire Plant Direct PCR Kit,
Thermo Fisher Scientific, Alemania). Las condiciones de ciclado fueron:
un ciclo de desnaturalizacion de 98 °C por 5 min, 30 ciclos de 5 s a 98 °C,
5s5a54°Cy20sa72°C,yuna extension final de 1 min a 72 °C. Para la
segunda PCR los primers utilizados fueron especificos para hongos: ITS1F
(5-CTTGGTCATTTAGAGGAACTAA-3’) e ITS4 (5°- TCCTCCGCTTA-
TTGATATGC-3%) (Martin & Rygiewicz, 2005). Esta segunda reaccién fue
realizada en 20 uL. segtn el siguiente protocolo: 6,6 uL. de agua mili-Q,
10 uLL de 2X buffer de reaccién, 1 ul. de cada primer (5 mM), 0,4 uL. de
la polimerasa Phire Hot Start II DNA, y 1 L. de ADN (proveniente del
producto de la primera PCR diluido a 2/100, 5/100 o 10/100 dependiendo
del ectomorfotipo). Las condiciones de PCR en este caso fueron: un ciclo
de desnaturalizacion de 98 °C por 5 min, 28 ciclos de 5sa 98 °C,5sa 52 °C
y 20 s a 72 °C, y una extension final de 1 min a 72 °C. Aquellos productos
de PCR que presentaron una tnica banda fueron enviados a secuenciar a la
empresa MACROGEN (Setl, Corea). Las secuencias obtenidas (PQ002578-
PQ002599) se compararon con la base de datos publica GenBank de NCBI,
utilizando el algoritmo de BLASTn para identificar el taxon a la que co-
rrespondia cada una.
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Para asignar los diferentes hongos EcM a grupos funcionales se anali-
zaron dos principales caracteristicas: tipo exploratorio y contenido de me-
lanina (Agerer, 2001; Fernandez y Koide, 2013; Lopez-Garcia et al., 2018;
Floriani et al., 2024). Los tipos exploratorios se clasificaron en ‘contacto’
(EC, ectomorfotipos lisos practicamente sin hifas emanantes), de ‘corta dis-
tancia’ (ECD, con hifas emanantes) y de ‘media/larga distancia’ (EMLD,
con presencia de rizomorfos). El contenido de melanina se determiné por
métodos visuales segtin el color de los ectomorfotipos y segiin tres catego-
rias: ‘melanina baja’ (MB, morfotipos mas claros que la raiz -blancos, ambar,
beige-), ‘melanina intermedia’ (MI, morfotipos de un color similar a la raiz
-marrén claros, canela-) y ‘melanina alta’ (MA, morfotipos mas oscuros que
la raiz -marrén oscuros, negros-). En la Fig. 1 se muestran representantes
de los grupos funcionales encontrados en este trabajo.

Para evaluar la diversidad tanto taxondémica como funcional de los
hongos EcM en plantulas de N. obliqgua y P ponderosa se emplearon los nu-
meros de Hill (Hill, 1973). Estos niimeros ofrecen una perspectiva integral
al ponderar la abundancia de especies o grupos funcionales de diferentes
maneras: o representa la riqueza de especies o grupos funcionales sin pon-
deracion por abundancia; q1 pondera de manera exponencial las especies
de acuerdo con su abundancia (equivalente al indice de diversidad de Sha-
nnon); y q2 da mayor peso a las especies mas abundantes (similar indice
de diversidad de Simpson).

Analisis estadisticos

Para evaluar el efecto de la competencia y el tipo del suelo sobre el cre-
cimiento y micorrizacion de las plantas se construyeron modelos lineales
para la mayor parte de las variables consideradas. Se utilizaron modelos
lineales generalizados (GLLM) para la relacién longitud del tallo / didmetro
del cuello de roble para el Tiempo 1, al igual que para el q2 de la diversi-
dad funcional de hongos EcM para ambas especies vegetales; y modelos
mixtos lineales generalizados (GLMM) para la colonizacion EcM. En los
modelos se incluyeron la competencia, el tipo de suelo y su interaccién
como variables explicativas. Para evaluar colonizacién por EcM se utilizé
la funcién cbind (de la siguiente manera: cbind(nimero de puntas colo-
nizadas, nimero total de puntas - namero de puntas colonizadas), para
asegurar que el modelo representara adecuadamente la naturaleza de los
datos. Ademas, para esta variable se consideré el ID de la planta como
efecto aleatorio en la colonizacion ectomicorricica para tener en cuenta
que las puntas contadas dentro de la misma planta no son independientes
entre si, como lo son con respecto a los de otra planta. Todos los GLM se
ajustaron utilizando una distribucién Gamma, y una distribucién Binomial
para los GLMM. Realizamos comparaciones por pares post hoc de Tukey.
Todos los anilisis estadisticos se realizaron en el software R version 4.2.2
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Fig. 1. Grupos funcionales de los ectomorfotipos encontrados en las raices de Nothofa-
gus obliqua y Pinus ponderosa. A y B presentan bajo contenido de melanina, Cy D un
contenido intermedio, y E y F un contenido alto. Por otro lado, A, Cy D tienen un tipo
exploratorio de contacto, B y D de corta distancia, y F de media/larga distancia. Las hifas
emanantes se encuentran indicadas con “h” y los rizomorfos con “r”.

Fig. 1. Functional groups of the ectomorphotypes found in Nothofagus obliqua and Pinus
ponderosa plants. A and B have low melanin content, C and D intermediate content, and
E and F a high content. Additionally, A, C, and D correspond to the contact exploration
type, B and D to the short-distance type, and F to the medium/long-dintance type. Em-
anating hyphae are indicated with “h” and rhizomorphs with “r.”

(R Core Team, 2022). Utilizamos el paquete Ime4 version 1.1-31 (Bates et
al., 2015) para estimar los parametros del modelo, el paquete DHARMa
version 0.4.6 (Hartig, 2020) para verificar los supuestos de los modelos, el
paquete emmeans version 1.8.4-1 para las comparaciones post hoc (Lenth
et al., 2018), y los paquetes vegan y hillR para calcular los nimeros de Hill
(Li, 2018; Oksanen et al., 2024).
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RESULTADOS
Crecimiento de las plantas

Luego de la primera temporada de crecimiento (T1), el desarrollo de las
plantulas de N. obliqua, representado por la longitud del tallo y el didmetro
del cuello, solo se vio afectado por el tipo de suelo, creciendo més en el
suelo de bosque, mientras que no hubo efecto de la competencia (Tabla 2,
Fig. 2A, 2B). En la tercera temporada de crecimiento se mantuvo el efecto
del tipo de suelo, pero también se hall6 efecto de la competencia. El cre-
cimiento de las plantas de N. obliqua fue generalmente superior al crecer
conjuntamente con P ponderosa, aunque la diferencia fue significativa sélo
para aquellas plantas creciendo en suelo de bosque (Tabla 2, Fig. 2A, 2B).
Finalmente, en términos de la relacion longitud del tallo / didmetro del
cuello de N. obliqua, luego de la primera temporada solo se observo efecto
del tipo de suelo, siendo los valores mayores en suelo de bosque en com-
paracion con el de plantacion. En la tercera temporada se encontré una
interaccion entre los dos factores de estudio y la diferencia en los valores
de la relacion no fue tan marcada siendo, de hecho, mayores en las plantas
cultivadas en suelo de plantacion sin competencia. En suelo de planta-
cion, se observo ademads que las plantas de N. obliqua cultivadas junto a
P, ponderosa tuvieron una relacion longitud del tallo / didmetro del cuello
significativamente menor que aquellas cultivadas a la par de otra planta de
su misma especie (Tabla 2, Fig. 2C).

En el caso de las plantas de P ponderosa, tanto para la primera como
para la tercera temporada se encontrd que la longitud del tallo y el didmetro
del cuello dependieron mayormente del suelo en el que fueron cultivadas,
creciendo mas en el de bosque nativo con respecto al de la plantacion (Tabla
2, Fig. 2D, 2E). En general, en esta especie no se noté un efecto significativo
de la competencia sobre el crecimiento vegetal (Tabla 2, Fig. 2D, 2E), salvo
en el diametro del cuello de las plantas de la primera temporada de creci-
miento cultivadas en suelo de bosque, cuyo didmetro fue mayor al cultivarse
a la par de una planta de N. obligua en comparacion con aquellas acompa-
nadas por una planta de su misma especie. Con respecto a la relacién entre
la longitud del tallo y el didametro del cuello, no se observaron en general
diferencias significativas, a excepcion de las plantulas de P ponderosa del
primer periodo de crecimiento cultivadas en suelo de bosque nativo y en
competencia con N. obliqua, cuyos valores de la relacion longitud de tallo
/ Diametro de cuello fueron los mas bajos registrados (Tabla 2, Fig. 2F).

Asociacion entre las plantas y los hongos
micorricicos

Los porcentajes de colonizaciéon por EcM de ambas especies dependieron
mayormente del suelo en el que fueron cultivadas, siendo mayores en suelo
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Tabla 2. Andlisis de varianza para evaluar el efecto del suelo (bosque nativo o plantacién) y com-
petencia (con o sin) para variables morfoldgicas de plantas jéovenes de Nothofagus obliqua y Pinus
ponderosa para el primer (T1) y tercer (T2) periodo de crecimiento, al igual que el porcentaje de
ectomicorrizacion y niumeros de Hill como medidas de diversidad taxondémica y funcional de las
ectomicorrizas encontradas. Los valores indican el estadistico F (a excepciéon de Longitud/Didametro
de N. obliqua en T1, ectomicorrizacioén, y q2 funcional, donde el estadistico es X2). Aquellos valores
destacados en negrita corresponden a efectos significativos. Los asteriscos indican el p-valor de la
siguiente forma: “***' = <0,001; "**' = <0,01; "*' = <0,05, "’ = <0,1.

Table 2. Analysis of variance to evaluate the effect of soil type (native forest or plantation) and
competition (with or without) on morphological variables in young plants of Nothofagus obliqua
and Pinus ponderosa during the first (T1) and third (T2) growth periods, as well as on the percentage
of ectomycorrhization and Hill numbers as measures of taxonomic and functional ectomycorrhizal
diversity. Values indicate the F statistic (except for Length/Diameter of N. obliqua in T1, ectomycor-
rhization, and functional g2, where the statistic is X2). Values in bold indicate significant effects.
Asterisks represent the p-value as follows: “***' = <0,001; "**' = <0,01; '*' = <0,05, " = <0,1.

Nothofagus obliqua

Didmetro cuello (T1) 77,62%** 0,07 0
Diametro cuello (T2) 51,88%** 6,08* 0,38
Longitud tallo (T1) 152,03*** 1,09 3,39°
Longitud tallo (T2) 24,25%** 3,42° 6,17*
Longitud / Didmetro (T1) 26,12%** 0,08 2,38
Longitud / Didametro (T2) 1,83 1,32 12,37*
Ectomicorrizacién 17,89%** 1,12 0
q0 (Taxonémico) 2RO 0,04 0,04
q1 (Taxonémico) 8,98** 1,57 1,72
g2 (Taxonémico) 6,69* 0,48 0,39
q0 (Funcional) 7,22* 0,51 0,06
q1 (Funcional) 1,01 2,24 0,72
g2 (Funcional) 0,41 2,36 0,28
Pinus ponderosa

Didmetro cuello (T1) 9,94** 0,43 7,74*%*
Didmetro cuello (T2) 23,06*** 0,71 2,51
Longitud tallo (T1) 7,95%* 3,53° 1,32
Longitud tallo (T2) 22,31%** 0,09 0,63
Longitud / Didametro (T1) 0,08 3,47* 1,76
Longitud / Didametro (T2) 0 0,28 1,10
Ectomicorrizacién 14,8%** 3,57° 3,68°
g0 (Taxonémico) 57,62%** 0,03 4,41°
q1 (Taxonémico) ASFAS 0,07 0,55
g2 (Taxonémico) 28,31%** 0,18 0,07
q0 (Funcional) 13,25%** 2,49 1,51
q1 (Funcional) 5,48* 0,11 0,18
g2 (Funcional) 0,76 0,29 0,39

de bosque para N. obliqua y en suelo de plantacidon para P ponderosa (Ta-
bla 2, Fig. 3A, 3B). Aunque no se encontr6 un efecto significativo para la
competencia sobre los porcentajes de colonizacion, en el suelo de bosque
P, ponderosa tendi6 a presentar mayores valores al crecer junto a N. obliqua.

Las comunidades de hongos EcM fueron diferentes entre las especies
estudiadas, y el principal factor que influy6 en su composicion fue el tipo
de suelo. La diversidad taxondmica (tanto qo como q1 y q2) fue siempre
mayor en las plantas cultivadas en el suelo de plantacién (Tabla 2, Tabla 3).
Las plantas de N. obliqua se colonizaron principalmente por Ruhlandiella
patagonica y Sordariomycetes sp. en suelo de bosque (ambos ascomicetes),
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Fig. 2. Medidas morfoldgicas de las plantas de Nothofagus obliqua (A-C) y Pinus ponder-
osa (D-F) durante el primer (T1) y tercer (T2) periodo de crecimiento, cultivadas en suelo
de bosque nativo o en suelo de plantacion, junto a otro ejemplar de la misma especie (sin
competencia interespecifica, SC) o de la especie contraria (con competencia interespecifi-
ca, CC). Ay D: Longitud del tallo; By E: Diametro del cuello; Cy F: relacién Longitud del
tallo / didametro del cuello. Los puntos redondos indican la media para el Tiempo 1, y los
triangulares para el Tiempo 2. Las barras indican el error estandar.

Fig. 2. Morphological measurements in Nothofagus obliqua (A-C) and Pinus ponderosa
(D-F) plants during the first (T1) and third (T2) growth periods, cultivated in either native
forest soil or plantation soil, along with another plant of the same species (without inter-
specific competition, SC) or from the other species (with interspecific competition, CC).
A and D: Stem length; B and E: Collar diameter; C and F: Stem length / collar diameter
ratio. Round points indicate the mean for Time 1 and triangular points for Time 2. Bars
represent the standard error.

mientras que en suelo de plantacion dominaron Hebeloma mesophaeum,
Tomentella ellisui (basidiomicetes) y Tuber borchii (ascomicete). En P ponde-
rosa se encontré una mayor diversidad de hongos EcM asociados, domi-
nando Sullus luteus (basidiomicete), Wilcoxina mikolae, y Meliniomyces sp.
(ascomicetes) en suelo de bosque, mientras que en suelo de plantacion los
porcentajes relativos de colonizacion se dividieron mas homogéneamente
entre W. mikolae, Tu. borchii, Pyronemataceae sp. (ascomicetes), 70. ellisii, y
Amphinema sp. (basidiomicetes) (Fig. 3C, 3D). Por otro lado, la competencia
también tuvo un efecto en las comunidades de hongos EcM asociados a es-
tas especies, aunque menor que el suelo. Para N. olbigua, en suelo de bosque,
aumento la colonizacion relativa por Sordariomycetes sp. y se redujo en
consecuencia la de R. patagonica (Fig. 3C). Para P ponderosa, en este mismo
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Tabla 3. Nameros de Hill (q0, q1 y g2) correspondientes a la diversidad taxondmica (especies de
hongos micorricicos, T) y funcional (F) de las ectomicorrizas encontradas en las raices de plantas
jévenes de Nothofagus obliqua y Pinus ponderosa cultivadas en suelo de bosque nativo o en suelo
de plantaciéon junto a otro ejemplar de la misma especie (sin competencia interespecifica, SC) o de
la especie contraria (con competencia interespecifica, CC). Los datos se presentan como “media
(error estandar)”.

Table 3. Hill numbers (g0, g1, and g2) corresponding to the taxonomic diversity (ectomycorrhi-
zal fungal species, T) and functional diversity (F) of ectomycorrhizas found in the roots of young
Nothofagus obliqua and Pinus ponderosa plants grown in either native forest soil or plantation soil,
along with another plant of the same species (without interspecific competition, SC) or from the
other species (with interspecific competition, CC. Data are presented as “mean (standard error)”.

Bosque Plantacion

Nothofagus obliqua

qo T 1,70 (0,15) 1,70 (0,15) 2,70 (0,15) 2,40 (0,22)
ql T 1,38 (0,13) 1,39 (0,11) 2,10 (0,19) 1,67 (0,20)
q2T 1,31 (0,12) 1,29 (0,09) 1,92 (0,20) 1,50 (0,18)
qO0 F 1,80 (0,20) 1,70 (0,15) 2,20 (0,13) 2,00 (0,00)
ql F 1,48 (0,19) 1,39 (0,11) 1,74 (0,13) 1,41 (0,09)
q2 F 1,42 (0,18) 1,30 (0,09) 1,59 (0,14) 1,30 (0,10)
Pinus ponderosa
q0 T 1,40 (0,22) 0,80 (0,25) 3,10 (0,39) 3,80 (0,36)
ql T 1,33 (0,18) 1,11 (0,08) 2,60 (0,29) 2,70 (0,23)
q2T 1,28 (0,15) 1,12 (0,06) 2,36 (0,26) 2,32 (0,21)
qO0 F 2,00 (0,21) 1,20 (0,39) 2,80 (0,25) 2,70 (0,26)
ql F 1,59 (0,17) 1,46 (0,23) 1,94 (0,15) 1,96 (0,15)
q2 F 1,48 (0,14) 1,69 (0,24) 1,72 (0,16) 1,73 (0,13)

suelo, aumento6 la colonizacion relativa por W, mikolae al cultivarse junto
a N. obliqua (Fig. 3D). En suelo de plantacion, sin embargo, no se notaron
cambios considerables por la competencia en las comunidades de hongos
EcM asociados a cada especie.

En relacién a los grupos funcionales, en las plantas de N. obliqua el
unico tipo exploratorio que se encontré fue el de contacto. En P ponderosa
también domino el tipo de contacto, aunque se registraron en menor pro-
porcion tipos exploratorios de corta y media/larga distancia. Para ambas
especies se encontrd que el factor que mas influy6 en la diversidad funcional
fue el tipo de suelo, observandose mayor colonizacion relativa de hongos
EcM con alto contenido de melanina en suelo de bosque en comparaciéon
con suelo de plantacion, donde se perdieron casi por completo (Fig. 3E,
3F). Estos efectos solo se vieron en términos de qo para N. obliqgua y qo y q1
para I2 ponderosa (Tabla 2, 3). Para la diversidad funcional no se notaron, sin
embargo, cambios considerables a causa de la competencia entre especies.

DISCUSION
Crecimiento de las plantas

El principal factor que afect6 el crecimiento (longitud de tallo y didmetro
del cuello) fue el suelo utilizado para cultivar las plantas, creciendo mas
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Fig. 3. Porcentaje de colonizaciéon ectomicorricica, abundancia relativa de hongos ectom-
icorricicos, y abundancia relativa de grupos funcionales de ectomicorrizas en Nothofagus
obliqua (A, Cy E, respectivamente) y Pinus ponderosa (B, D y F, respectivamente), plan-
tadas en suelo de bosque nativo o en suelo de plantacién, en conjunto con otra planta
de su misma especie (SC) o de la especie restante (CC). En Ay B, los puntos indican la
media y las barras el error estandar.

Fig. 3. Percentage of ectomycorrhizal colonization, relative abundance of ectomycorrhizal
fungi, and relative abundance of ectomycorrhizal functional groups in Nothofagus obli-
qua (A, C, and E, respectively) and Pinus ponderosa (B, D, and F, respectively), planted in
native forest soil or plantation soil, along with another plant of the same species (SC) or
the other species (CC). In A and B, points indicate the mean and bars the standard error.

en suelo de bosque que en suelo de plantacion. Estos resultados pueden
atribuirse a las diferencias en el contenido de nutrientes encontradas entre
ambos tipos de suelo (Huat et al., 2002; Xia y Wan, 2008), los cuales fueron
mucho mayores en suelo de bosque. Los resultados obtenidos contradi-
cen la hipdtesis propuesta con respecto al efecto de la competencia en el
crecimiento de las especies: en lugar de que la competencia disminuyera
el desarrollo, se encontré un efecto nulo o incluso positivo en algunos ca-
s0s, particularmente en N. obliqua. Es posible que estos beneficios para N.
obliqua se deban a que consume mas recursos que la exdtica (en todos los
casos presentd mayor altura y didmetro de cuello que P ponderosa; Craine
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y Dybzinski, 2013), por lo que la competencia interespecifica pudo haberle
resultado mas favorable que la intraespecifica (Mangla et al., 2011). Una
explicacion alternativa, o complementaria, podria estar relacionada con que
diferentes especies vegetales explotan los recursos nutricionales del suelo
de maneras distintas y utilizando diferentes estrategias, reduciendo asi la
competencia directa entre dos especies diferentes y favoreciendo la coexis-
tencia (Fichtner et al., 2017; Adler et al., 2018). Esto se ve sustentado por
el hecho de que la diversidad funcional de los tipos exploratorios hallados
en I ponderosa haya sido mayor que en N. obligua.

El hecho de que las plantas de N. obligua se hayan desarrollado de
manera optima durante un periodo de tiempo prolongado (tres anos) a la
par de P ponderosa, en suelos previamente dominados por plantaciones de
pino, destaca la capacidad de esta especie nativa de competir y coexistir con
la exodtica de manera exitosa. Mejorar la fertilidad del suelo podria poten-
ciar esta capacidad ya que, en suelo de bosque nativo donde el contenido
nutricional es mayor, N. obliqua mostré un crecimiento superior y no se de-
tectaron efectos negativos al coexistir con P2 ponderosa. Estas observaciones
indican que, con un manejo adecuado del suelo, una practica comudn en la
restauracion ecoldgica, N. obligua podria desempenar un papel clave en la
restauracion de areas modificadas por plantaciones de especies forestales
exoticas (Hagen y Evju, 2013; Li et al., 2013). Incluso, estos resultados des-
tacan la potencialidad de utilizar ambas especies forestales para establecer
plantaciones mixtas, las cuales tienen numerosos beneficios en relacion a
las monoespecificas, como por ejemplo potenciar la productividad de la
plantacién hasta un 30%, junto con promover una mayor biodiversidad
(Bielak et al., 2015; Felton et al., 2016; Wu et al., 2019).

Por otro lado, las plantas de P ponderosa se desarrollaron muy bien en
suelo de bosque, y la competencia con N. obliqua no fue particularmente
perjudicial para su crecimiento ain luego de tres anos. Esto sugiere que
esta especie de pino podria establecerse en bosques nativos sin mayores
impedimentos, lo que constituye un gran riesgo desde el punto de vista
de las invasiones bioldgicas (Liebhold et al., 2017; Calvino-Cancela y van
Etten, 2018). Sin embargo, es importante destacar que, bajo condiciones
naturales, las plantulas de P ponderosa crecerian bajo el dosel del bosque
nativo y en competencia con el denso sotobosque, lo que podria impactar
negativamente su éxito de establecimiento (Averett et al., 2016; Gomez et al.,
2019). Este factor no fue considerado en el presente estudio, sin embargo,
futuras investigaciones podrian abordar estas limitaciones mediante expe-
rimentos de campo en los que se evalie el crecimiento y la supervivencia
de P ponderosa en condiciones mas similares a las naturales, considerando
la presencia de un sotobosque diverso y la sombra que generaria el dosel
de un bosque de Nothofagus. Ademas, aunque este trabajo solo consider6
los primeros ciclos de crecimiento de las plantas, estudios a largo plazo po-
drian examinar como perturbaciones como incendios o tala podrian afectar
el establecimiento y la competencia de PP ponderosa con especies nativas, lo

35
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que proporcionaria una comprensiéon mas completa de su potencial invasivo
en bosques nativos, y las limitaciones que enfrentaria en un escenario de
invasion.

Asociacion entre las plantas y los hongos
micorricicos

En términos de colonizacion micorricica, es de destacar que ambas especies
forestales encontraron hongos simbiontes compatibles en los dos tipos de
suelos en los que fueron cultivadas. No obstante, cada especie mostré ma-
yores porcentajes de colonizaciéon por EcM en los suelos donde tipicamente
se desarrollan: suelo de bosque nativo para N. obligua y suelo de plantacion
para P ponderosa. Este patron respalda parcialmente la hipotesis de que
las plantas se asocian con mayor éxito a hongos EcM presentes en suelos
dominados por especies afines. Sin embargo, ¢ independientemente de la
competencia, ambas especies se asociaron con una mayor diversidad de
hongos EcM al desarrollarse en suelo de plantacion. Esto se contrapone a
lo esperado inicialmente, es decir, que cada especie estaria colonizada por
mayor diversidad de EcM al crecer en su suelo de origen. Es posible que
este resultado sea consecuencia de una mayor disponibilidad de nutrientes
en suelo de bosque, especialmente nitrégeno. Una alta disponibilidad de
nitrégeno, como se observo en el suelo de bosque nativo, normalmente se
encuentra asociado con una riqueza y diversidad reducida de hongos EcM
(Parrent et al., 20065 Avis et al., 2008).

En términos de diversidad taxondmica, a pesar de que se observaron
algunas especies de hongos EcM en comun entre N. obliqua y P ponderosa,
cada especie se caracterizo por un ensamble caracteristico de simbiontes,
lo que era de esperarse dado que estos hongos suelen tener una alta espe-
cificidad (Bruns et al., 2002; Lofgren et al., 2018). Es importante destacar,
sin embargo, que se hallaron especies de EcM en comin entre ambas plan-
tas, lo cual brinda apoyo a la hipétesis de que la especificidad de hongos
EcM es mas flexible de lo que se considera en la actualidad (Pérez-Pazos
et al., 2021). Por otro lado, cada especie se asocié a comunidades fliingicas
compuestas por diferentes hongos EcM al ser cultivadas en los diferentes
suelos evaluados. Ello se debe, por un lado, a que la comunidad de plantas
que domina un determinado sitio modela las comunidades de hongos mi-
corricicos presentes (Tedersoo et al., 2012; van der Linde ez al., 2018; Eagar
et al., 2022). Por el otro, debe tenerse en cuenta que las condiciones nutri-
cionales de cada suelo eran muy diferentes, por lo que es de esperar que
las comunidades de microorganismos que se desarrollen en ellos también
varien considerablemente. Esto es asi dado que deben adaptarse a diferen-
tes condiciones ambientales y estrategias de adquisicion de recursos (van
der Linde ez al., 2018). Ademas, es posible que haya una menor diversidad
taxondmica de hongos EcM colonizando las raices de ambas especies en
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suelo de bosque nativo debido a su alto contenido de nutrientes, lo cual ha
demostrado disminuir la riqueza y diversidad de estos hongos (Parrent et
al., 20065 Avis et al., 2008).

La diversidad funcional también mostré patrones particulares. En tér-
minos generales, en las plantas cultivadas en suelos de plantacién se hallo
mayor diversidad de grupos funcionales de EcM, aunque este efecto no
fue uniforme en todas las métricas de diversidad funcional, sino que solo
se not6 en aquellas que otorgan mas peso a los grupos menos abundantes.
También es de destacar el cambio en los grupos funcionales segin el tipo de
suelo. Especificamente, las plantas, tanto de N. obligua como de I ponderosa,
cultivadas en suelo de plantacion casi no presentaron colonizaciéon por hon-
gos EcM con alto contenido de melanina. Una de las posibles razones para
este fendmeno es que, si bien estos hongos EcM son importantes en suelos
con limitaciones de nutrientes o agua, como el de la plantacién, también
es cierto que su formacion requiere mayor costo energético, porque lo que
puede que las plantas no posean los recursos necesarios para sostener estas
simbiosis de alto costo (Netherway y Bahram, 2024). Dado que estos hongos
simbiontes en particular son fundamentales para enfrentar condiciones de
estrés hidrico, su ausencia en suelos de plantacion podria representar un
desafio para restauraciones futuras con N. obliqua (Fernandez y Koide, 2013;
Netherway y Bahram, 2024). Por lo tanto, para optimizar los esfuerzos de
restauracion en zonas previamente dominadas por plantaciones de pino o
bien para establecer plantaciones mixtas, podria ser necesario introducir
un indculo ectomicorricico que incluya hongos funcionalmente adaptados
a estas condiciones, especialmente aquellos que proporcionen tolerancia
al estrés hidrico (Asmelash et al., 2016; Neuenkamp et al., 2019). De este
modo, se podrian incrementar las probabilidades de éxito en la reintroduc-
cion de N. obliqua y otras especies nativas en suelos alterados.

CONCLUSIONES

En este estudio se evalué como el origen del suelo y la competencia en-
tre especies afectan el crecimiento de Nothofagus obliqua y Pinus ponderosa,
asi como sus asociaciones ectomicorricicas y la diversidad fingica en sus
raices. Encontramos que el origen del suelo desempené un papel central
en el desarrollo de ambas especies, con un mejor crecimiento en suelo de
bosque nativo que en suelo de plantaciéon. Aunque esperabamos que la
competencia redujera el crecimiento, los efectos observados fueron nulos
o incluso positivos. Se observé que N. obliqgua mostré una mayor capacidad
de adaptacién a condiciones de competencia directa, beneficiandose de la
misma, mientras que I ponderosa crecié sin impedimentos ni beneficios al
cultivarse junto a N. obliqgua. A nivel de simbiontes, observamos un claro
impacto de las plantas dominantes en la composicion de las comunidades de
hongos EcM, aunque ambas especies mostraron la capacidad de encontrar
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simbiontes compatibles en ambos tipos de suelo, € incluso compartieron
algunos de ellos. La falta de hongos EcM melanizados en suelos de planta-
cién es notoria y seria importante avanzar en el estudio de este fenémeno,
particularmente porque podria afectar negativamente el establecimiento
de especies forestales de interés, ya sea desde una perspectiva econémica
(plantaciones) o ecoldgica (restauracion). Nuestros resultados resaltan el
potencial de N. obligua como una especie clave para la restauracion de bos-
ques modificados por plantaciones de pino, mientras que también sugieren
que P ponderosa podria invadir bosques nativos al encontrar los simbiontes
necesarios para su desarrollo, en ninguno de los casos viéndose limitadas
por la competencia entre ellas.
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