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Resumen
Las interacciones entre organismos son fundamentales para entender 
el funcionamiento y la estabilidad de los ecosistemas. Estas relaciones 
influyen en la productividad, la dinámica poblacional y la resiliencia 
ante perturbaciones. La biodiversidad no solo abarca la diversidad de 
especies, sino también sus interacciones, aún poco exploradas pero 
esenciales en tiempos de crisis ambiental. Ante este desafío, la revista 
Lilloa presenta el número especial Interacciones biológicas en un mun-
do cambiante, con estudios sobre relaciones entre plantas, hongos y 
algas en diversos contextos ecológicos y evolutivos. Se abordan sim-
biosis micorrízicas, interacciones planta-hongo, epibiosis, micofagia y 
redes tróficas en humedales urbanos, además de aportes taxonómicos 
y morfológicos sobre hongos poco conocidos. Este volumen enfatiza 
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la necesidad de integrar enfoques ecológicos, evolutivos, funcionales 
y aplicados para avanzar en el conocimiento de la intrincada red de 
interacciones biológicas. Las investigaciones reunidas reflejan el compro-
miso científico por comprender y conservar la complejidad biológica del 
planeta, promoviendo nuevas líneas de estudio frente a las crecientes 
amenazas ambientales.

Palabras clave: Biodiversidad; ecosistemas naturales e intervenidos; epibio-
sis, hongos liquenicolas, interacciones plantas hongo; micofagia; micorrizas; 
simbiosis.

Abstract
Interactions between organisms are fundamental to understanding the 
functioning and stability of ecosystems. These relationships influence 
productivity, population dynamics, and resilience to disturbances. Bio-
diversity encompasses not only the variety of species but also their 
interactions, which remain underexplored yet are essential in times of 
environmental crisis. In response to this challenge, the journal Lilloa 
presents the special issue Biological Interactions in a Changing World, 
featuring studies on relationships among plants, fungi, and algae across 
diverse ecological and evolutionary contexts. The issue explores mycor-
rhizal symbiosis, plant-fungus interactions, epibiosis, mycophagy, and 
trophic networks in urban wetlands, as well as taxonomic and mor-
phological contributions on lesser-known fungi. This volume highlights 
the need to integrate ecological, evolutionary, functional, and applied 
approaches to advance our understanding of the intrincate web of bi-
ological interactions. The collected research reflects the scientific com-
munity’s commitment to comprehending and preserving the planet’s 
biological complexity, while promoting new lines of study in the face 
of growing environmental threats.

Keywords: Biodiversity; epibiosis; fungal-plant interactions; lichenicolous fungi; 
mycophagy; mycorrhizas; natural and disturbed ecosystems; symbiosis.

Las comunidades biológicas comprenden complejas redes de organismos 
que interactúan entre sí y con su entorno, y forman parte intrínseca de to-
dos los sistemas naturales. La biodiversidad global se conforma a partir de 
la combinación de cinco tipos clave de diversidad: taxonómica, funcional, 
filogenética, metabolómica (entendida como la variedad de procesos quími-
cos en los que intervienen metabolitos dentro de los organismos biológicos) 
y la diversidad de las interacciones (Pugh y Field, 2022). Esta última fue 
definida inicialmente por Janzen (1974) y posteriormente ampliada por 
Thompson (1996) como el número de interacciones que conectan a las 
especies dentro de comunidades bióticas dinámicas (Dyer et al., 2010).
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Sin embargo, las especies de la biosfera terrestre, sus atributos, posicio-
nes en el árbol de la vida e interrelaciones constituyen aún algunas de las 
grandes fronteras inexploradas de la ciencia. Pese a los avances en taxono-
mía, ecología y evolución, una parte sustancial de la biodiversidad mundial 
permanece desconocida, y, con ello, también la vasta red de interacciones 
bióticas que constituye la base del funcionamiento de los ecosistemas. Estas 
interacciones entre especies son importantes debido a que afectan a todos 
los atributos del ecosistema, desde la productividad primaria hasta la di-
námica de poblaciones y la supervivencia y reproducción de los individuos 
(Dyer et al., 2010). Sin embargo, existen pocos estudios centrados en cuan-
tificar la diversidad de interacciones del mismo modo que se ha catalogado, 
cartografiado, destacado, y utilizado la diversidad de especies como variable 
de predicción o respuesta en los estudios ecológicos (Ollerton y Cranmer, 
2002). Este desconocimiento se torna aún más crítico en un contexto de 
rápida y creciente pérdida de biodiversidad. Las tasas actuales de extinción 
son considerablemente más altas que los niveles estimados históricamente, 
y es esperable que esta tendencia continúe a medida que los ecosistemas 
sufren alteraciones crecientes producto de la deforestación, la contamina-
ción y la introducción e invasión de especies exóticas. Se ha demostrado, 
además, que el cambio climático y la variabilidad climática influyen en la 
diversidad y las interacciones tróficas (Åkesson et al., 2021). La ampliación 
de los estudios de estos fenómenos más allá de la diversidad y abundancia 
de especies mediante el examen de la diversidad de interacciones puede 
proporcionar una considerable comprensión, tanto de las consecuencias 
comunitarias del cambio climático, como de los mecanismos implicados 
(Spiller y Schoener, 2008; Fontúrbel et al., 2021).

En este contexto, el estudio de las interacciones biológicas cobra una 
importancia fundamental para la comunidad científica, ya que estas relacio-
nes conectan a los distintos componentes de los ecosistemas y determinan 
su equilibrio, su funcionamiento y su capacidad de recuperarse frente a 
cambios o perturbaciones. El conocimiento sobre interacciones biológicas 
es importante no solo para describir la biodiversidad, sino también para 
entender su dinámica y funcionamiento, tanto en ambientes naturales como 
modificados. Más aún, permite plantear posibles predicciones respecto a 
cómo responderán las comunidades biológicas a los cambios ambientales, 
lo cual es esencial para diseñar estrategias de conservación, restauración y 
manejo sostenible. 

Frente a este escenario desde Lilloa hemos impulsado la convocatoria 
a un número especial titulado Interacciones biológicas en un mundo cambian-
te, con el objetivo de reunir trabajos que exploren las múltiples formas en 
que plantas, hongos y algas interactúan en diversos contextos ecológicos y 
evolutivos, tanto en ecosistemas naturales como en ambientes manejados 
por el ser humano.
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Uno de los ejes centrales del presente volumen es el estudio de las in-
teracciones micorrízicas, una forma de simbiosis ampliamente distribuida 
y fundamental para el crecimiento y la supervivencia de muchas especies 
de plantas. Este tipo de asociación representa un modelo paradigmático de 
interacción entre plantas y hongos, que ha sido determinante para la colo-
nización terrestre y el éxito evolutivo de las plantas vasculares. Dentro de 
este eje, se incluyen estudios sobre comunidades ectomicorrízicas asociadas 
a especies forestales, tanto nativas como Nothofagus spp. y exóticas como 
Pinus spp., que aportan datos relevantes sobre la estructura, composición 
y respuesta frente a disturbios. Particularmente el fuego, que es un factor 
de perturbación creciente en los ecosistemas forestales del sur de Sudamé-
rica, y cómo estas interacciones pueden favorecer el éxito de las especies 
nativas en la competencia por el establecimiento en ambientes alterados. 
Estas investigaciones revelan cómo las comunidades simbiontes respon-
den a condiciones cambiantes, proporcionando indicios de su resiliencia 
y valor ecológico en contextos de restauración. Asimismo, se presentan 
trabajos sobre micorrizas arbusculares, otro tipo de simbiosis extendi-
da en plantas herbáceas, arbustivas y leñosas, con especial atención a su 
diversidad funcional y ecológica en distintos sistemas, incluidos cultivos, 
bosques tropicales, subtropicales y suelos perturbados. Estas investigaciones 
documentan una notable variación en la composición y funcionalidad de las 
comunidades micorrízicas de acuerdo al hábitat de las plantas, lo que tiene 
implicancias directas en los procesos de restauración y su uso en prácticas 
agroecológicas. En este sentido, se presentan estudios aplicados que eva-
lúan el uso de hongos micorrízicos como biofertilizantes, analizando sus 
ventajas y limitaciones en contextos agrícolas. Estos trabajos aportan una 
visión crítica y necesaria sobre la transferencia de conocimientos ecológi-
cos al campo productivo, y resaltan la importancia de una aproximación 
integradora entre ciencia básica y tecnología agraria. 

Otros artículos se enfocan en interacciones planta-hongo desde una 
perspectiva morfológica, funcional y simbiótica. Se analizan, por ejemplo, 
las interacciones de raíces de especies leñosas con hongos del género Tuber P. 
Micheli ex F.H. Wigg., aportando información detallada sobre los patrones 
de colonización, morfología de la simbiosis y los factores que determinan 
la especificidad en la asociación. También se exploran relaciones menos 
convencionales, como la que ocurre entre Cladorrhinum samala (Subram. 
& Lodha) W. Gams & Mouch., un hongo con potencial bioestimulante, 
y Solanum lycopersicum L. (tomate), una planta de importancia económica 
y nutricional. A su vez, se analiza la interacción entre levaduras y hongos 
micorrízicos en el contexto de cultivos de la mencionada especie de planta, 
destacando el posible rol en la promoción del crecimiento vegetal y la salud 
del suelo.
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En una línea diferente, pero complementaria, algunos trabajos explo-
ran formas menos conocidas tradicionalmente de interacción biológica, 
muchas veces insuficientemente tratadas o abordadas, como la epibiosis. 
Tal es el caso del estudio de comunidades de diatomeas epizoicas que colo-
nizan la superficie de moluscos quitones y crustáceos decápodos, aportan-
do evidencia sobre patrones de afinidad ecológica, colonización y posibles 
co-adaptaciones. Asimismo, se documenta el comportamiento micófago de 
animales, particularmente centrados en el consumo de macrohongos, tanto 
por parte de pequeños mamíferos en bosques ribereños como de tortugas 
terrestres, ambos en ambientes tropicales, una forma de interacción poco 
explorada pero potencialmente significativa en la dispersión de esporas y 
el mantenimiento de la diversidad fúngica.

También se presenta una contribución que examina interacciones 
multitróficas en humedales artificiales urbanos, en particular entre ma-
crofitas del género Chara L., y comunidades de moluscos gasterópodos na-
tivos y exóticos. Este tipo de estudio resulta valioso para comprender cómo 
las redes tróficas se reorganizan en ecosistemas intervenidos, y cómo ciertas 
asociaciones puede favorecer la estabilidad o, por el contrario, promover 
invasiones biológicas. Otra contribución destacada de este número espe-
cial es el aporte taxonómico y morfológico que realizan algunos trabajos 
centrados en hongos poco conocidos o de identificación compleja. Se des-
tacan, en este sentido, las descripciones morfológicas y observaciones sobre 
Neottiella ricciae (P. Crouan & H. Crouan) Korf & W.Y. Zhuang, un hongo 
que crece sobre hepáticas, el conocimiento del género Buelliella Fink, que 
incluye la posición filogenética de algunas especies y la descripción de es-
tados asexuales previamente no documentados, y el estudio sobre el mildiu 
polvoriento que afecta a especies de robles. Estos estudios contribuyen de 
manera directa al avance de la sistemática fúngica y refuerzan la base sobre 
la que se construyen futuros trabajos ecológicos de interacción y evolutivos.

Las contribuciones reunidas en este número de Lilloa documentan 
una amplia y variada gama de interacciones biológicas, tanto en ambientes 
prístinos como modificados, que reflejan el esfuerzo e interés de la comu-
nidad científica por comprender la diversidad, complejidad y vulnerabili-
dad de nuestro mundo en constante transformación. Al integrar enfoques 
ecológicos, taxonómicos, morfológicos y aplicados, este volumen busca fo-
mentar una colaboración interdisciplinaria y promover nuevas líneas de 
investigación que profundicen en el conocimiento de las redes biológicas 
que sustentan el funcionamiento de los ecosistemas. Avanzar en el estudio 
de las interacciones biológicas es una tarea impostergable en tiempos de 
crisis ecológicas y evolutivas. Esperamos que los artículos aquí presentados 
sirvan no solo como una muestra del estado actual del conocimiento en 
este campo, sino también como un estímulo para futuras investigaciones 
que, desde diversos enfoques, contribuyan a una comprensión más amplia, 
integrada y profunda de la vida en interacción.
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Abstract
The polyphyletic genus Buelliella includes lichen-inhabiting species that 
belong either to Asterotexiales or Asterinales in Dothideomycetes. In this 
paper, we provide phylogenetic information for one additional Buelliella 
species—B. lecanorae. In addition, we present a first description of an 
asexual stage in Buelliella—for B. physciicola—based on the matching 
of molecular data and host choice.

Keywords: Anamorph-teleomorph connection; Epithamnolia; fungal systema-
tics; Lecanora; lichenicolous fungi; Phaeophyscia; Physciaceae.

Resumen
El género polifilético Buelliella incluye especies que habitan en líquenes 
y que pertenecen a Asterotexiales o Asterinales en Dothideomycetes. En 
este trabajo, proporcionamos información filogenética para una especie 
adicional de Buelliella: B. lecanorae. Se describe por primera vez el esta-
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do asexual en Buelliella, para B. physciicola, basada en la concordancia 
de los datos moleculares y la elección del hospedador.

Palabras clave: Conexión anamorfo-teleomorfo; Epithamnolia; sistemática fún-
gica; Lecanora; hongos liquenícolas; Phaeophyscia; Physciaceae.

INTRODUCTION

Lichenicolous fungi represent a specialized group of parasitic, parasymbi-
otic and saprotrophic fungi that grow on the thalli or reproductive bodies 
of lichens (Diederich et al., 2018). The genus Buelliella Fink ex Hafellner 
includes lichen-inhabiting fungi characterized by apothecioid ascomata 
that are initially closed, but opening irregularly in the centre when mature. 
They have bitunicate, 8-spored asci that are I– and K/I– and have a distinct 
ocular chamber. The ascospores are 1-septate, smooth, brown and slightly 
constricted near the septum (Hafellner, 1979; Ertz & Diederich, 2015). The 
genus includes 14 species (Index Fungorum: https://www.indexfungorum.
org) accepted by Hafellner (1979) or described at a later date. Sequence data 
are available for three of them—Buelliella physciicola Poelt & Hafellner, B. 
poetschii Hafellner (Ertz & Diederich, 2015), and the type species B. minim-
ula (Tuck.) Fink (Ertz et al., 2016; Jüriado et al., 2022). All molecular phy-
logenies that include sequences of Buelliella (Ertz & Diederich, 2015; Ertz 
et al., 2016; Hongsanan et al., 2020) show polyphyly of the genus within 
Dothideomycetes. Two species—B. minimula and B. physciicola—have been 
shown to belong to different clades within Asterotexiales, but B. poetschii 
belongs to Asterinales. Because of this distant phylogenetic position, Hong-
sanan et al. (2020) described the monotypic genus Neobuelliella Hongsanan 
& K.D. Hyde and family Neobuelliellaceae for the latter. 

In this paper we have two goals. First, we provide phylogenetic infor-
mation for an additional Buelliella species—B. lecanorae Suija & Alstrup—
based on recently generated sequences. Second, we describe the asexual 
stage for B. physciicola based on observational and molecular data. 

MATERIAL AND METHODS

Materials and microscopy

The study is based on fresh specimens of Buelliella physciicola and B. lecano-
rae collected by the authors and deposited in TUF (Table 1). For microscop-
ic examination, freehand ascomata sections were mounted in tap water, in 
potassium hydroxide (KOH; K) c. 10% solution and in Congo red pre- and 
post-processed with K. All microscopic measurements were made in tap 
water and given as (minimum–) average ± standard deviation (–maximum) 

https://www.indexfungorum.org/
https://www.indexfungorum.org/
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and followed by the number of measurements (n). Microscropy was done 
using a Leica M205 A stereomicroscope and a Nikon 80i light microscope. 
Microscopic structures were measured and photographed using NIS-Ele-
ments ver. 5.20.00 imaging software.

DNA extraction, PCR amplification,
DNA sequencing and analyses of sequences

DNA extraction and amplification were carried out at Tartu University 
(TU). For DNA extraction, we removed ascomata or conidiomata from the 
lichen thallus and placed them into a 1.5 mL test tube. DNA extraction was 
carried out using High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied 
Science®) and following the protocol provided by the manufacturer. 

We amplified two nuclear (internal transcribed spacer [nulTS] and 
large subunit [nuLSU]) ribosomal DNA regions, and for Buelliella lecan-
orae also mitochondrial small subunit (mtSSU) ribosomal DNA region. 
To amplify these loci, we used the primer pairs: ITS0F / LA-W (Tedersoo 
et al., 2008), LR0R / LR7 (Vilgalys & Hester, 1990), and mrSSU1 / mrS-
SU3r (Zoller et al., 1999), respectively. The details of PCR amplification, 
DNA purification and sequencing are given e.g. in Suija et al. (2018). Both 
DNA strands were Sanger sequenced in Macrogen Inc. (Amsterdam, the 
Netherlands). The extracted DNA samples are kept in the DNA and En-
vironmental Sample Collection of the Natural History Museum in Tartu 
University (TUE). 

CodonCode Aligner ver. 8.0.2 (CodonCode Corporation®, Centerville, 
MA, U.S.A.) was used to check, assemble, and manually adjust the resulting 
sequence fragments. To avoid misidentifications, we compared consensus 
sequences with those available in the nucleotide database of the National 
Center for Biotechnology Information (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/) using mainly the ‘megablast’ algorithm (Altschul et al., 1990). After 
checking, the new sequences were submitted to NCBI (Table 1) and UNITE 
(Abarenkov et al., 2023) data repositories. 

Table 1. Sequenced specimens (lab ID, voucher ID, collector name and collector ID) and NCBI ID-s 
for sequenced DNA regions. – = no sequence generated. 

Tabla 1. Especímenes secuenciados (ID de laboratorio, ID de voucher, nombre del recolector e ID del 
recolector) e ID-s del NCBI para las regiones de ADN secuenciadas. – = ninguna secuencia generada.

 Taxon name Collector / CountryLab ID Voucher nuLSU nuITS mtSSU

[Buelliella] lecanorae

[Buelliella] physciicola

[Buelliella] physciicola

[Buelliella] physciicola

Suija / Estonia

Haldeman 3752 / U.S.A.

Haldeman 3735 / U.S.A.

Haldeman 5246 / U.S.A.

AS952

AS804

HA512

AS093

TUF091928

TUF091855

TUF095350

TUF095223

PQ847482

–

PQ847481

PQ847483

PQ847876

PQ847874

PQ847873

PQ847875

PQ847484

 –

–

–

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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We compiled and analysed both nuLSU and mtSSU datasets, but 
the phylogeny presented is based only on the nuLSU marker because of 
the larger taxon selection. The taxon compilation is based mainly on that 
of Ertz et al. (2016) including lichenicolous genera Hemigrapha, Karschia, 
Labrocarpon, Neobuelliella and Taeniolella, all belonging to Asterinales and 
Asterotexiales. Capnodium coffeae (Capnodiales), Dothidea insculpta (Dothide-
ales) and Preussia terricola (Pleosporales) were incorporated to root the tree. 
The final nuLSU dataset contained 66 taxa, and was aligned using the 
online version of MAFFT ver. 7 (Katoh et al., 2019; https://mafft.cbrc.jp/
alignment/server/index.html) applying L-INS-i (Katoh et al., 2005) as an 
iterative refinement method. The online version of Gblocks ver. 0.91b (Ta-
lavera & Castresana, 2007) run at http://molevol.cmima.csic.es/castresana/
Gblocks_server.html was used to eliminate poorly aligned positions and 
divergent regions of the alignment but allowing gap positions within the 
final blocks. The original alignment contained 1915 nucleotide positions, 
but after applying Gblocks, the resulting alignment contained 786 sites, of 
them 412 constant (= 52.4% of all sites) and 273 parsimony informative 
sites (PIC; = 34.7%).

We used the online version of IQTree ver. 1.6.12. (Nguyen et al., 2015) 
for reconstruction of the phylogeny. The best-fit nucleotide substitution 
model selected according to AIC criterion was TIM2+F+I+G4. To es-
timate branch support, we used ultrafast bootstrapping (Hoang et al., 
2018) with 1000 iterations. The log-likelihood of the consensus tree was: 
-7950.529669. In parallel, we calculated Bayesian based phylogeny imple-
mented in MrBayes ver. 3.2.7. (Ronquist et al., 2012). TIM + I + G was 
selected as the nucleotide substitution model according to the lowest AIC 
value. The settings of the Bayesian were as follows: two parallel, simultane-
ous runs with four incrementally heated chains starting with a random tree; 
ngen = 700,000 generations, samplefreq and printfreq = 500, diagnfreq = 
2000. The mcmc analysis was run until the average standard deviation of 
split frequencies (SDSF) was 0.01, and the potential scale reduction factor 
(PSRF) was close to 1 indicating convergence of the chains. The first 25% 
was discarded as ‘burn-in’ and a consensus tree and posterior probabilities 
(PP) were calculated from the remaining tree distribution. The phylogenet-
ic tree was visualised and edited using FigTree ver. 1.4.4 (Rambaut, 2018) 
and post-processed with Adobe Illustrator CS3® ver. 13.0.0.

RESULTS

Eight sequences (3 nuLSU, 4 nuITS and 1 mtSSU) were generated for 
this study (Table 1), but only nuLSU sequences were used to generate the 
phylogeny because here the number of reference sequences was the largest. 
The phylogeny agrees with that of Ertz and Diederich (2015) and Ertz et 
al. (2016) showing polyphyly of Buelliella and other lichenicolous genera 

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html
http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html
http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html
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Fig. 1. The nuLSU based ML phylogeny showing position of lichenicolous Asterinales and 
Asterotexiales (Dothideomycetes), including newly sequenced Buelliella lecanorae and 
B. physciicola (both asexual and sexual stage). New sequences are marked in bold. The 
clades with bootstrap support (BS) higher than 75 and Bayesian posterior probabilities 
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in Asterinales and Asterotexiales (Dothideomycetes) (Fig. 1). According to 
the phylogeny, Buelliella physciicola and B. minimula belong to Asterotexiales 
while B. lecanorae comes under Asterinales and is sister to the saprophyt-
ic hyphomycete Pirozynskiella laurisilvatica Hern.-Restr., R.F. Castañeda & 
Gené (BP = 92; PP = 0.78). Neobuelliella poetschii and other lichenicolous 
species in Asterinales are only distantly related to it. 

The North American and European specimens of B. physciicola form a 
well-supported clade (BP = 100, PP = 1), that is sister to a clade consisting 
of two Taeniolella species and Melaspilea lekae Brackel & Kalb (Fig. 1). The 
nuLSU sequences of B. physciicola specimens from different regions are not 
one-by-one identical, but there are five parsimony informative sites (0.5 % 
of 1293 sites; Table 2). There are no nuITS sequences available for Euro-
pean specimens to evaluate the variation in a less-conservative gene locus. 
Two of the North American specimens (TUF091855 / Haldeman 3752 and 
TUF095223 / Haldeman 5246) have ascomata, while the third specimen 
(TUF095350 / Haldeman 3735) has sporodochia superficially resembling 
Epithamnolia (Suija et al., 2018). The comparison of DNA sequences (nuL-
SU and nuITS) leaves, however, no doubt that this fungus is the asexual 
stage of B. physciicola. The number of variable sites in the alignment of 
three nuITS sequences is 11 (1.3% of 823 bp). Herewith, we amend the 
description of B. physciicola. 

(PP) higher than 0.93, indicated above the branch and separated by slash, are considered 
as supported. Thicker lines show support based on both analyses. NCBI accession codes 
are at the tips of the tree. The scale bar is proportional to the substitution rate.

Fig. 1. La filogenia ML basada en nuLSU muestra la posición de los líquenícolas Asteri-
nales y Asterotexiales (Dothideomycetes), incluyendo las nuevas secuencias de Buelliella 
lecanorae y B. physciicola (tanto en estado asexual como sexual). Las nuevas secuencias 
están marcadas en negrita. Los clados con un soporte bootstrap (BS) superior a 75 y 
probabilidades posteriores bayesianas (PP) superiores a 0,93, indicados sobre el clado 
y separados por una barra oblicua, se consideran soportados. Las líneas más gruesas 
muestran el soporte basado en ambos análisis. Los códigos de acceso NCBI están en los 
extremos del árbol. La barra de escala es proporcional a la tasa de sustitución.



Table 2. Distribution of polymorphisms in nuLSU sequences in European and North American spec-
imens of Buelliella physciicola.

Tabla 2. Distribución de polimorfismos en las secuencias nuLSU de especímenes europeos y nor-
teamericanos de Buelliella physciicola.

 
Sequence Country

59 927926 946 1006

Position in the nuLSU alignment

KP456148

KP456147

PQ847483

PQ847481

Belgium

Belgium

U.S.A.

U.S.A.

C

C

T

T

T

T

C

C

C

C

T

T

G

G

A

A

C

C

T

T
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Buelliella physciicola Poelt & Hafellner,
Beih. Nova Hedwigia 62: 155 (1979). (Fig. 2)

Mycelium indistinct. Conidiomata sporodochial, sessile, (40–)49.6–115.6(–
135) μm in diameter (n = 20), black, glossy, cupulate (with central depres-
sion) when mature, without depression when young, dispersed or loosely 
aggregated over the lichen thallus. Wall of the conidiomata dark brown, 
of textura angularis type, c. 10 μm in cross section, K–; individual cells 
(3.0–)3.4–4.9(–5.5) × (2.4–)2.7–3.6(–4.0) μm, l/w = 1.2–2.0 (n = 20). Co-
nidiophores not observed. Conidiogenous cells lining the wall of conid-
iomata, hyaline, flask-shaped, (6.0–)6.3–8.2(–12) × (1.5–)2.0–3.0 μm, l/w 
= 2.2–4.5 (n = 11), phialidic, acropetal, determinate. Conidia one-celled, 
hyaline, smooth-walled, bacilliform to filiform, with one end rounded and 
the other abruptly truncate, a few also narrowing at one end, straight to 
slightly curved, (7.5–)8.1–9.9(–11.0) × (0.7–)0.9–1.3(–1.5) μm, l/w = 5.9–
13.3 (n=28).

Fig. 2. Asexual stage of Buelliella physciicola (Haldeman 3735; TUF095350). A-B) Sporodo-
chia on the thallus of Phaeophyscia orbicularis. C) Detail of the conidioma (cross section), 
conidiogenous cells lining the wall. D-F) Conidiogenous cells with conidia. G) Conidia. 
Scales: A = 0.5 mm, B = 0.1 mm, C = 5 μm, D, E, F = 2 μm; G = 10 μm. C, F and G in 
water, D and E in Congo red pre- and post-treated with KOH, respectively.

Fig. 2. Estado asexual de Buelliella physciicola (Haldeman 3735; TUF095350). A-B) Espo-
rodoquios en el talo de Phaeophyscia orbicularis. C) Detalle del conidioma (corte transver-
sal), células conidiógenas recubriendo la pared. D-F) Células conidiógenas con conidios. 
G) Conidios. Escalas: A = 0,5 mm, B = 0,1 mm, C = 5 μm, D, E, F = 2 μm; G = 10 μm. 
C, F y G en agua, D y E en rojo Congo pre y postratados con KOH, respectivamente.
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Specimens examined in this study: Buelliella physciicola: UNITED 
STATES, Washington, Asotin County, Hells Canyon area, Grande Ronde 
River mouth, 46.06209°N 117.0012°W, 327 m asl, outcrop cliff bands on 
steep grassy slope above river, on Phaeophyscia orbicularis and Physconia 
enteroxantha on the base of a small deciduous shrub, 22-I-2021, leg. & det. 
M. Haldeman 3735 (TUF095350); Whatcom County, Chuckanut Bay Pock-
et Estuary, 48.7025°N 122.4992°W, 5 m asl, Pseudotsuga and Alnus rubra 
woods on protected estuarine shore, on P. orbicularis on sandstone out-
crop, 3 m above the barnacles, 28-II-2021, leg. & det. M. Haldeman 3752c 
(TUF091855); Larrabee State Park, between Clayton Beach and Wildcat 
Cove, 48.6462°N 122.4895°W, 10 m asl, on P. orbicularis on exposed sand-
stone above bay, 25-I-2024, leg. & det. M. Haldeman 5246 (TUF095223).

Buelliella lecanorae: ESTONIA, Pärnu County, Lääneranna, comm., 
Kitselaid islet, Varbla Islets Nature Reserve, 58.45437°N 23.6766°E, on Le-
canora saligna growing on Juniperus communis, 23-IX-2022, leg. & det. A. 
Suija (TUF091928.a); Viljandi county, Põhja-Sakala comm, Suure-Jaani 
churchyard, 58.53345°N 25.46664°E, on L. chlarotera on Acer platanoides, 
20-VII-1996, leg. I. Jüriado 421 (TUF008283.a, holotype).

DISCUSSION

In this paper, we do not make any nomenclatural rearrangements although 
newly sequenced Buelliella lecanorae belongs to the order Asterinales where-
as the type of Buelliella, B. minimula, belongs to the order Asterotexiales. 
However, at this point, we chose not to introduce nomenclatural changes 
until more species and specimens are sequenced along with detailed mor-
phological studies.

The asexual stages of Asterinales and Asterotexiales are structurally vari-
able, being either coelomycetous or hyphomycetous, and the process of 
conidiogenesis varies between taxa (e.g., Hongsanan et al., 2020; Ertz et al., 
2016). However, many of the asexual species are included in these orders 
based on observational data without confirmation with sequence data. Tae-
niolella is an asexual fungus in the Asterotexiales with many lichenicolous 
species. It is characterized by a lack of conidiomata, forming dark brown 
hyphal colonies on the host (Heuchert et al., 2018). This is much different 
than the asexual stage we describe for Buelliella physciicola, which super-
ficially resembles Epithamnolia (Zhurbenko, 2012; Suija et al., 2018; Suija 
et al., 2024). However, the conidiogenous cells in Buelliella physciicola are 
more flask-shaped (Fig. 2), whereas those in Epithamnolia, a member of the 
Leotiales, are narrowly lageniform to fusiform (Suija et al., 2024).
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We also found, that the nuLSU sequences from North American and 
European Buelliella physciicola specimens differ from each other by a few 
nucleotide positions hinting at a potential speciation event. Buelliella phy-
sciicola is a globally distributed species reported from Asia (Japan), Ca-
nary Islands, Europe (many countries), North America (Canada, Mexico, 
U.S.A.) and South America (Ecuador, Peru) (Hafellner, 1979; Santesson, 
1988, 1998; Hafellner, 2004; Hafellner et al., 2008; Brackel, 2014; Ertz & 
Diederich, 2015; Etayo, 2017). Therefore, more DNA barcoding markers 
(nuITS) should be generated, and more detailed microscopic studies should 
be carried out on a wider global scale to clarify if B. physciicola is a single 
species or belongs to a group of closely related species. 

The type specimen of B. physciicola was from Phaeophyscia sciastra 
(Hafellner, 1979). That description included other hosts like “Phaeophyscia 
orbicularis and Physcia cf. hirtuosa (Phaeophyscia hirtuosa in Esslinger, 1978: 
304). Our sequenced specimens from northwestern U.S.A. (Washington) 
and Europe (both from Belgium) were also on Phaeophyscia orbicularis (Ertz 
& Diederich, 2015). Hafellner (2004), only listed Phaeophyscia spp. as hosts 
in his account of B. physciicola. Almost all published records of B. physci-
icola are from Phaeophyscia spp. (see above sources). However, there is one 
record from Ecuador on Physcia sp. (Etayo, 2017). Therefore, in addition 
to exploring genetic variation geographically, variation on other host spe-
cies should be explored. Our record Haldeman 3735 was mainly growing 
on Phaeophyscia orbicularis, but was also growing on an intertwined thallus 
of Physconia enteroxantha. We did not sequence the conidiomata from the 
Physconia, but it was morphologically consistent with the conidiomata on 
Phaeophyscia. This may support the idea that B. physciicola can inhabit a 
broader host range within the Physciaceae. but Phaeophyscia seems to be 
the preferred host genus.

There are scattered reports of Buelliella lecanorae. All previous reports 
have been from Europe (Estonia, Germany, Switzerland and Ukraine), Asia 
(Joshi et al., 2020) and South America (Flakus & Kukwa, 2012), on corti-
colous members of the Lecanora subfusca group—L. argentata, L. chlarotera 
and L. pulicaris—(Suija & Alstrup, 2004; Brackel, 2014; Kapetz et al., 2015; 
Zimmermann, 2022). However, the sequenced specimen reported here was 
from a member of the Lecanora varia group, L. saligna. Our phylogeny in-
cludes only one European specimen, therefore, similarly to B. physciicola, 
there may be some polymorphisms in DNA sequences when sampled from 
wider geographic regions. 

To conclude, our study is one step forward for understanding phyloge-
ny and heterogeneity of the morphology-based genus Buelliella. Increasing 
sampling and sequencing is necessary to solve phylogenetic placement of 
several taxa lacking recent collections and to finally make inevitable no-
menclatural rearrangements.
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de bosque nativo como en suelo de plantación 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 N. 
obliqua. Estos hallazgos sugieren una coexistencia facilitada por difer-
encias en las estrategias de uso de recursos. En cuanto a las micorrizas, 
cada especie presentó mayores niveles de colonización en suelos pre-
viamente dominados por su misma especie. A pesar de esto, ambos 
suelos mostraron una composición taxonómica y funcional distintiva, 
destacando una mayor diversidad en general en suelos de plantación. 
Sin embargo, los hongos con alto contenido de melanina, cruciales para 
enfrentar estrés hídrico, 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. Además, estos resultados destacan la importancia de considerar 
las comunidades de hongos simbióticos en estos esfuerzos, y que la 
introducción de inóculos micorrícicos podría ser clave para maximizar 
el éxito de las restauraciones en suelos degradados.

Palabras clave: Competencia; diversidad; invasiones; micorrizas; restauración.

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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INTRODUCCIÓN

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 raíces, 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 (Kiær et al., 2013; Ni et al., 2018). Esto 
es particularmente importante en escenarios de restauración ecológica o 
durante procesos de invasiones biológicas, situaciones que presentan de-
safíos similares a pesar del gran contraste entre ambas. En el caso de la 
restauración, estas situaciones de competencia interespecífica 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 acción directa de las actividades antrópicas, como las ex-
tensas plantaciones de pino establecidas en Patagonia (Zamorano-Elgueta 
et al., 2015; Martínez-Ramos et al., 2016; Pauchard et al., 2016). En este 
último caso, las plantas nativas generalmente deben competir con plan-
tas exóticas previamente establecidas o germinadas a partir del banco de 
semillas (Jonášová et al., 2006). Además, se verían forzadas a adaptarse a 
ambientes que, al haber sido dominados por especies foráneas, suelen pre-
sentar severas alteraciones en las comunidades de organismos simbióticos 
necesarios para su supervivencia y desarrollo (Gazol et al., 2016; Suz et al., 
2017; Sapsford et al., 2022). De manera similar, en escenarios de invasión 
la especie exótica 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 simbióticas con microorganismos benéficos en un suelo cuyas 
comunidades se encuentran modeladas por las especies autóctonas (Dickie 
et al., 2010; Jo et al., 2018). 

El rol de las interacciones mutualistas, como aquellas establecidas con 
hongos micorrícicos, es clave en la dinámica de establecimiento de la gran 
mayoría de las especies vegetales. Estos hongos forman una relación simbió-
tica con las raíces (u otro órgano en contacto con el sustrato) de las plantas, 
en la cual la planta le brinda fotosintatos al hongo y éste le aporta beneficios 
críticos como una mayor capacidad de absorción de nutrientes, protección 
contra patógenos y resistencia a factores de estrés abiótico y biótico (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 arbóreas, incluidas aquellas de las familias Nothofagaceae y Pi-
naceae (Tedersoo et al., 2014; Fernández et al., 2015; Barroetaveña et al., 
2019). Las EcM se caracterizan por modificar la morfología radical, for-
mando en los ápices radicales una estructura conocida como ectomorfotipo, 
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que consiste en una red compacta de hifas que recubre los ápices (manto) 
y otra que se desarrolla dentro de la raíz (red de Hartig). Además, desde 
el manto se extienden en el suelo circundante hifas de diferente longitud 
y complejidad que constituyen el denominado micelio extrarradical. Éste 
actúa como una extensión 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 asociación específica entre determinados hongos y espe-
cies vegetales da lugar a diferentes morfologías de ectomorfotipos, los cuales 
representan diferentes tipos exploratorios. Estos últimos reflejan distintas 
estrategias para captar nutrientes del suelo, y se clasifican según 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 raíces; 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 exploración y maximizando 
la absorción de nutrientes en suelos pobres (Agerer, 2001; Smith y Read, 
2008; Janowski y Leski, 2023; Izumi, 2024). Otra característica morfológica 
que tiene implicancia funcional es el contenido de melanina de los hongos 
simbiontes. Las melaninas son pigmentos poliméricos de color marrón os-
curo que desempeñan funciones diversas en distintos grupos de organismos. 
En los hongos, la melanina se acumula típicamente en la pared celular y 
cumple funciones tales como protección a la radiación y al daño mecáni-
co, tolerancia a agentes químicos, propiedades antioxidantes, y protección 
contra la desecación, entre otras. La 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 morfológica y funcional de los hongos EcM es clave 
para entender cómo se optimiza la adquisición de recursos y se incrementa 
la resistencia de las plantas a distintos factores de estrés en contextos de 
restauración e invasión, donde diferentes hongos pueden brindar distintos 
beneficios a la planta hospedadora.

Este estudio tuvo como objetivo evaluar cómo la competencia entre 
una especie forestal nativa (Nothofagus obliqua) y otra exótica (Pinus pon-
derosa) afecta el crecimiento y las comunidades micorrícicas (abundancia, 
diversidad taxonómica y funcional) durante las etapas iniciales de su desa-
rrollo. Además, se estudió cómo varían estas dinámicas según las plantas 
se desarrollen en suelos de ecosistemas dominados por vegetación nativa 
(suelo de bosque de Nothofagus) y por especies exóticas (suelo de plantación 
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 colonización por 
EcM y mayor diversidad taxonómica y funcional de hongos EcM al desarro-
llarse en suelos provenientes de sus propios ecosistemas dado que contienen 
inóculo específico adaptado a las condiciones en las que se desarrollan. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Especies de estudio

Para llevar a cabo este trabajo se seleccionaron dos especies arbóreas, una 
nativa (N. obliqua, Nothofagaceae) y otra exótica (P. ponderosa, Pinaceae). 
Nothofagus obliqua (Mirb.) Orest. (roble pellín) es una especie caducifolia 
nativa de la zona cordillerana de Neuquén y Río 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, Río Negro y Chubut. Actual-
mente, en la región andino-patagónica 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 llevó a cabo un ensayo en el vivero forestal del Instituto Nacional de 
Tecnología Agropecuaria, Estación Experimental Agropecuaria Bariloche 
(INTA EEA Bariloche). El ensayo se basó en el cultivo de las especies 
forestales seleccionadas en macetas de 3 L. Para analizar el efecto de la 
interacción entre ambas especies sobre el desarrollo de las plantas y sus 
comunidades micorrícicas se cultivaron dos plántulas por maceta conte-
niendo diferentes tipos de suelo. Por lo tanto, los dos factores de estudio 
fueron: Factor 1 = “Competencia interespecífica” con dos niveles (Sin -es 
decir que las dos plantas en la maceta correspondían a la misma especie-: 
N. obliqua + N. obliqua y P. ponderosa + P. ponderosa / Con: N. obliqua + P. 
ponderosa); y Factor 2 = “Tipo de suelo” también con dos niveles (bosque 
nativo de Nothofagus / plantación comercial de P. ponderosa). Se realizó un 
diseño 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 según los tratamientos 
indicados anteriormente. Los suelos se colectaron el día previo al trasplante 
en dos sitios. Uno de ellos corresponde a la Región de Yuco (40° 9’ 11” S, 
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71° 30’ 39” O, 841 m snm), comprendida dentro de la cuenca del Lago 
Lácar del Parque Nacional Lanín. Este sitio se encuentra dentro del área 
natural de distribución de N. obliqua, y se caracteriza por un bosque mixto 
de N. obliqua, N. alpina y N. dombeyi. El otro sitio se ubica en la Estancia 
Santa Lucía (40° 23’ 18” S, 71° 15’ 43” O, 982 m snm), y corresponde a 
una plantación comercial de P. ponderosa en las cercanías de Meliquina. 
Este sitio se encuentra aproximadamente a 30 km del primero. Luego de 
caracterizarse los suelos de cada sitio, se observó que el suelo del bosque 
nativo presentó mayor contenido de carbono total, nitrógeno total, y fósforo 
extraíble en comparación con el suelo de plantación (Tabla 1). Además, el 
suelo de bosque mostró valores más altos de conductividad y pH en relación 
con el suelo de plantación (Tabla 1).

Variables evaluadas 

Una vez finalizado el primer período 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. obliqua + N. obliqua y P. ponderosa + P. ponderosa) se 
seleccionó una planta al azar para realizar los análisis, mientras que los tra-
tamientos con competencia (N. obliqua + P. ponderosa) se analizaron ambas 
plantas. De cada ejemplar se registró la longitud del tallo (relacionado con 
su capacidad fotosintética y ventaja competitiva) y el diámetro del cuello 
(excelente predictor de crecimiento y sobrevivencia) (Haase, 2008). Se cal-
culó también la relación longitud del tallo / diámetro del cuello, también 
considerada un indicador de la capacidad de supervivencia de la plántula 
(Haase, 2008). 

En las mismas diez plantas se cuantificó el porcentaje de colonización 
de EcM siguiendo el método de conteo de puntas colonizadas descripto 
por Grand y Harvey (1982). Utilizando microscopio estereoscópico y óp-
tico se observaron las características morfológicas propias de esta simbio-
sis (tamaño, forma, color y ramificación; disposición de hifas del manto; 
presencia y tipo de micelio extrarradical; Agerer, 1987), y en base a ellas 
se construyeron grupos de similitud morfológica (ectomorfotipos). Con el 
fin de analizar la abundancia relativa de cada ectomorfotipo, se cuantificó 

Tabla 1. Resultados de los análisis químicos de los suelos provenientes del bosque nativo (Yuco) y 
de la plantación de Pinus ponderosa (Meliquina). PE = Fósforo extraíble, NT = Nitrógeno total, CT 
= Carbono total.

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

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment 

Bosque

Plantación

22,3

4,7

7,2

1,9

0,5

0,1

147,8

48,2

6,1

5,7

Suelo PE (ug/g) NT (%) ConductividadCT (%) pH
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en cada individuo el número de ápices radicales correspondientes a cada 
uno de éstos, se dividió esta cantidad por el total de ápices colonizados y 
se expresó este valor en porcentaje.

Para determinar cómo lo ocurrido durante el primer período de cre-
cimiento (Tiempo 1 = T1) impactaba el desarrollo de las plantas al corto 
plazo, se realizó una evaluación no destructiva de las mismas luego de dos 
ciclos de crecimiento adicionales (Tiempo 2 = T2). Así, se repitieron las 
medidas morfológicas detalladas (longitud del tallo, diámetro del cuello y 
relación longitud del tallo / diámetro del cuello) en todos los ejemplares 
que no fueron utilizados en la primera etapa y que al momento de esta 
evaluación tenían 28 meses de edad.

Diversidad de hongos ectomicorrícicos

En este trabajo se analizó tanto la diversidad taxonómica como funcional 
de los hongos EcM. Para conocer su identidad taxonómica, 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 realización de PCRs anidadas (Fernán-
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 pequeña frac-
ción del ectomorfotipo (~1 mm2) como fuente de ADN. Esta reacción de 
PCR fue realizada en 20 μL según el siguiente protocolo: 7,6 μL de agua 
mili-Q, 10 μL de 2X buffer de reacción, 1 μL de cada primer (5 mM) y 0,4 
μL 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 desnaturalización de 98 °C por 5 min, 30 ciclos de 5 s a 98 °C, 
5 s a 54 °C y 20 s a 72 °C, y una extensión final de 1 min a 72 °C. Para la 
segunda PCR los primers utilizados fueron específicos para hongos: ITS1F 
(5’-CTTGGTCATTTAGAGGAACTAA-3’) e ITS4 (5’- TCCTCCGCTTA-
TTGATATGC-3’) (Martin & Rygiewicz, 2005). Esta segunda reacción fue 
realizada en 20 μL según el siguiente protocolo: 6,6 μL de agua mili-Q, 
10 μL de 2X buffer de reacción, 1 μL de cada primer (5 mM), 0,4 μL de 
la polimerasa Phire Hot Start II DNA, y 1 μL 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 desnaturalización de 98 °C por 5 min, 28 ciclos de 5 s a 98 °C, 5 s a 52 °C 
y 20 s a 72 °C, y una extensión final de 1 min a 72 °C. Aquellos productos 
de PCR que presentaron una única banda fueron enviados a secuenciar a la 
empresa MACROGEN (Seúl, Corea). Las secuencias obtenidas (PQ002578-
PQ002599) se compararon con la base de datos pública GenBank de NCBI, 
utilizando el algoritmo de BLASTn para identificar el taxón a la que co-
rrespondía cada una. 
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Para asignar los diferentes hongos EcM a grupos funcionales se anali-
zaron dos principales características: tipo exploratorio y contenido de me-
lanina (Agerer, 2001; Fernandez y Koide, 2013; López-García et al., 2018; 
Floriani et al., 2024). Los tipos exploratorios se clasificaron en ‘contacto’ 
(EC, ectomorfotipos lisos prácticamente 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 determinó por 
métodos visuales según el color de los ectomorfotipos y según tres catego-
rías: ‘melanina baja’ (MB, morfotipos más claros que la raíz -blancos, ambar, 
beige-), ‘melanina intermedia’ (MI, morfotipos de un color similar a la raíz 
-marrón claros, canela-) y ‘melanina alta’ (MA, morfotipos más oscuros que 
la raíz -marrón oscuros, negros-). En la Fig. 1 se muestran representantes 
de los grupos funcionales encontrados en este trabajo. 

Para evaluar la diversidad tanto taxonómica como funcional de los 
hongos EcM en plántulas de N. obliqua y P. ponderosa se emplearon los nú-
meros de Hill (Hill, 1973). Estos números ofrecen una perspectiva integral 
al ponderar la abundancia de especies o grupos funcionales de diferentes 
maneras: q0 representa la riqueza de especies o grupos funcionales sin pon-
deración por abundancia; q1 pondera de manera exponencial las especies 
de acuerdo con su abundancia (equivalente al índice de diversidad de Sha-
nnon); y q2 da mayor peso a las especies más abundantes (similar índice 
de diversidad de Simpson).

Análisis estadísticos

Para evaluar el efecto de la competencia y el tipo del suelo sobre el cre-
cimiento y micorrización de las plantas se construyeron modelos lineales 
para la mayor parte de las variables consideradas. Se utilizaron modelos 
lineales generalizados (GLM) para la relación longitud del tallo / diámetro 
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 colonización EcM. En los 
modelos se incluyeron la competencia, el tipo de suelo y su interacción 
como variables explicativas. Para evaluar colonización por EcM se utilizó 
la función cbind (de la siguiente manera: cbind(número de puntas colo-
nizadas, número total de puntas - número de puntas colonizadas), para 
asegurar que el modelo representara adecuadamente la naturaleza de los 
datos. Además, para esta variable se consideró el ID de la planta como 
efecto aleatorio en la colonización ectomicorrícica para tener en cuenta 
que las puntas contadas dentro de la misma planta no son independientes 
entre sí, como lo son con respecto a los de otra planta. Todos los GLM se 
ajustaron utilizando una distribución Gamma, y una distribución Binomial 
para los GLMM. Realizamos comparaciones por pares post hoc de Tukey. 
Todos los análisis estadísticos se realizaron en el software R versión 4.2.2 
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(R Core Team, 2022). Utilizamos el paquete lme4 versión 1.1-31 (Bates et 
al., 2015) para estimar los parámetros del modelo, el paquete DHARMa 
versión 0.4.6 (Hartig, 2020) para verificar los supuestos de los modelos, el 
paquete emmeans versión 1.8.4-1 para las comparaciones post hoc (Lenth 
et al., 2018), y los paquetes vegan y hillR para calcular los números de Hill 
(Li, 2018; Oksanen et al., 2024). 

Fig. 1. Grupos funcionales de los ectomorfotipos encontrados en las raíces de Nothofa-
gus obliqua y Pinus ponderosa. A y B presentan bajo contenido de melanina, C y D un 
contenido intermedio, y E y F un contenido alto. Por otro lado, A, C y 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.”
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RESULTADOS

Crecimiento de las plantas

Luego de la primera temporada de crecimiento (T1), el desarrollo de las 
plántulas de N. obliqua, representado por la longitud del tallo y el diámetro 
del cuello, solo se vio afectado por el tipo de suelo, creciendo más 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 halló 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 sólo 
para aquellas plantas creciendo en suelo de bosque (Tabla 2, Fig. 2A, 2B). 
Finalmente, en términos de la relación longitud del tallo / diámetro del 
cuello de N. obliqua, luego de la primera temporada solo se observó efecto 
del tipo de suelo, siendo los valores mayores en suelo de bosque en com-
paración con el de plantación. En la tercera temporada se encontró una 
interacción entre los dos factores de estudio y la diferencia en los valores 
de la relación no fue tan marcada siendo, de hecho, mayores en las plantas 
cultivadas en suelo de plantación sin competencia. En suelo de planta-
ción, se observó además que las plantas de N. obliqua cultivadas junto a 
P. ponderosa tuvieron una relación longitud del tallo / diámetro 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 encontró que la longitud del tallo y el diámetro 
del cuello dependieron mayormente del suelo en el que fueron cultivadas, 
creciendo más en el de bosque nativo con respecto al de la plantación (Tabla 
2, Fig. 2D, 2E). En general, en esta especie no se notó un efecto significativo 
de la competencia sobre el crecimiento vegetal (Tabla 2, Fig. 2D, 2E), salvo 
en el diámetro del cuello de las plantas de la primera temporada de creci-
miento cultivadas en suelo de bosque, cuyo diámetro fue mayor al cultivarse 
a la par de una planta de N. obliqua en comparación con aquellas acompa-
ñadas por una planta de su misma especie. Con respecto a la relación entre 
la longitud del tallo y el diámetro del cuello, no se observaron en general 
diferencias significativas, a excepción de las plántulas de P. ponderosa del 
primer período de crecimiento cultivadas en suelo de bosque nativo y en 
competencia con N. obliqua, cuyos valores de la relación longitud de tallo 
/ Diámetro de cuello fueron los más bajos registrados (Tabla 2, Fig. 2F).

Asociación entre las plantas y los hongos
micorrícicos

Los porcentajes de colonización por EcM de ambas especies dependieron 
mayormente del suelo en el que fueron cultivadas, siendo mayores en suelo 
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Tabla 2. Análisis de varianza para evaluar el efecto del suelo (bosque nativo o plantación) y com-
petencia (con o sin) para variables morfológicas de plantas jóvenes de Nothofagus obliqua y Pinus 
ponderosa para el primer (T1) y tercer (T2) período de crecimiento, al igual que el porcentaje de 
ectomicorrización y números de Hill como medidas de diversidad taxonómica y funcional de las 
ectomicorrizas encontradas. Los valores indican el estadístico F (a excepción de Longitud/Diámetro 
de N. obliqua en T1, ectomicorrización, y q2 funcional, donde el estadístico 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 q2, 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.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment 

Nothofagus obliqua
Diámetro cuello (T1)
Diámetro cuello (T2)
Longitud tallo (T1)
Longitud tallo (T2)
Longitud / Diámetro (T1)
Longitud / Diámetro (T2)
Ectomicorrización
q0 (Taxonómico)
q1 (Taxonómico)
q2 (Taxonómico)
q0 (Funcional)
q1 (Funcional)
q2 (Funcional)

Pinus ponderosa
Diámetro cuello (T1)
Diámetro cuello (T2)
Longitud tallo (T1)
Longitud tallo (T2)
Longitud / Diámetro (T1)
Longitud / Diámetro (T2)
Ectomicorrización
q0 (Taxonómico)
q1 (Taxonómico)
q2 (Taxonómico)
q0 (Funcional)
q1 (Funcional)
q2 (Funcional)

77,62***
51,88***

152,03***
24,25***
26,12***

1,83
17,89***
22,07***
8,98**
6,69*
7,22*
1,01
0,41

9,94**
23,06***
7,95**

22,31***
0,08

0
14,8***

57,62***
45,43***
28,31***
13,25***

5,48*
0,76

	
0,07
6,08*
1,09
3,42°
0,08
1,32
1,12
0,04
1,57
0,48
0,51
2,24
2,36

0,43
0,71
3,53°
0,09
3,47*
0,28
3,57°
0,03
0,07
0,18
2,49
0,11
0,29

	
0

0,38
3,39°
6,17*
2,38

12,37*
0

0,04
1,72
0,39
0,06
0,72
0,28

7,74**
2,51
1,32
0,63
1,76
1,10
3,68°
4,41°
0,55
0,07
1,51
0,18
0,39

Variable Suelo x CultivoCultivoSuelo

de bosque para N. obliqua y en suelo de plantación para P. ponderosa (Ta-
bla 2, Fig. 3A, 3B). Aunque no se encontró un efecto significativo para la 
competencia sobre los porcentajes de colonización, en el suelo de bosque 
P. ponderosa tendió 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 influyó en su composición fue el tipo 
de suelo. La diversidad taxonómica (tanto q0 como q1 y q2) fue siempre 
mayor en las plantas cultivadas en el suelo de plantación (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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mientras que en suelo de plantación dominaron Hebeloma mesophaeum, 
Tomentella ellisii (basidiomicetes) y Tuber borchii (ascomicete). En P. ponde-
rosa se encontró una mayor diversidad de hongos EcM asociados, domi-
nando Suillus luteus (basidiomicete), Wilcoxina mikolae, y Meliniomyces sp. 
(ascomicetes) en suelo de bosque, mientras que en suelo de plantación los 
porcentajes relativos de colonización se dividieron más homogéneamente 
entre W. mikolae, Tu. borchii, Pyronemataceae sp. (ascomicetes), To. 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. olbiqua, en suelo de bosque, 
aumentó la colonización relativa por Sordariomycetes sp. y se redujo en 
consecuencia la de R. patagónica (Fig. 3C). Para P. ponderosa, en este mismo 

Fig. 2. Medidas morfológicas de las plantas de Nothofagus obliqua (A-C) y Pinus ponder-
osa (D-F) durante el primer (T1) y tercer (T2) período de crecimiento, cultivadas en suelo 
de bosque nativo o en suelo de plantación, junto a otro ejemplar de la misma especie (sin 
competencia interespecífica, SC) o de la especie contraria (con competencia interespecífi-
ca, CC). A y D: Longitud del tallo; B y E: Diámetro del cuello; C y F: relación Longitud del 
tallo / diámetro del cuello. Los puntos redondos indican la media para el Tiempo 1, y los 
triangulares para el Tiempo 2. Las barras indican el error estándar. 

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.



Lilloa 62 – Supl. N° 2 (2025): “Interacciones biológicas en un mundo cambiante”, 21-44 33

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

En relación a los grupos funcionales, en las plantas de N. obliqua el 
único tipo exploratorio que se encontró fue el de contacto. En P. ponderosa 
también dominó el tipo de contacto, aunque se registraron en menor pro-
porción tipos exploratorios de corta y media/larga distancia. Para ambas 
especies se encontró que el factor que más influyó en la diversidad funcional 
fue el tipo de suelo, observándose mayor colonización relativa de hongos 
EcM con alto contenido de melanina en suelo de bosque en comparación 
con suelo de plantación, donde se perdieron casi por completo (Fig. 3E, 
3F). Estos efectos solo se vieron en términos de q0 para N. obliqua y q0 y q1 
para P. ponderosa (Tabla 2, 3). Para la diversidad funcional no se notaron, sin 
embargo, cambios considerables a causa de la competencia entre especies.

DISCUSIÓN

Crecimiento de las plantas

El principal factor que afectó el crecimiento (longitud de tallo y diámetro 
del cuello) fue el suelo utilizado para cultivar las plantas, creciendo más 

Tabla 3. Números de Hill (q0, q1 y q2) correspondientes a la diversidad taxonómica (especies de 
hongos micorrícicos, T) y funcional (F) de las ectomicorrizas encontradas en las raíces de plantas 
jóvenes de Nothofagus obliqua y Pinus ponderosa cultivadas en suelo de bosque nativo o en suelo 
de plantación junto a otro ejemplar de la misma especie (sin competencia interespecífica, SC) o de 
la especie contraria (con competencia interespecífica, CC). Los datos se presentan como “media 
(error estándar)”.

Table 3. Hill numbers (q0, q1, and q2) 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)”.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

Nothofagus obliqua
q0 T
q1 T
q2 T
q0 F
q1 F
q2 F

Pinus ponderosa
q0 T
q1 T
q2 T
q0 F
q1 F
q2 F

1,70 (0,15)
1,38 (0,13)
1,31 (0,12)
1,80 (0,20)
1,48 (0,19)
1,42 (0,18)

1,40 (0,22)
1,33 (0,18)
1,28 (0,15)
2,00 (0,21)
1,59 (0,17)
1,48 (0,14)

1,70 (0,15)
1,39 (0,11)
1,29 (0,09)
1,70 (0,15)
1,39 (0,11)
1,30 (0,09)

0,80 (0,25)
1,11 (0,08)
1,12 (0,06)
1,20 (0,39)
1,46 (0,23)
1,69 (0,24)

2,70 (0,15)
2,10 (0,19)
1,92 (0,20)
2,20 (0,13)
1,74 (0,13)
1,59 (0,14)

3,10 (0,39)
2,60 (0,29)
2,36 (0,26)
2,80 (0,25)
1,94 (0,15)
1,72 (0,16)

2,40 (0,22)
1,67 (0,20)
1,50 (0,18)
2,00 (0,00)
1,41 (0,09)
1,30 (0,10)

3,80 (0,36)
2,70 (0,23)
2,32 (0,21)
2,70 (0,26)
1,96 (0,15)
1,73 (0,13)

Número de Hill
CC CCSC SC

Bosque Plantación
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en suelo de bosque que en suelo de plantación. 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 hipótesis propuesta con respecto al efecto de la competencia en el 
crecimiento de las especies: en lugar de que la competencia disminuyera 
el desarrollo, se encontró un efecto nulo o incluso positivo en algunos ca-
sos, particularmente en N. obliqua. Es posible que estos beneficios para N. 
obliqua se deban a que consume más recursos que la exótica (en todos los 
casos presentó mayor altura y diámetro de cuello que P. ponderosa; Craine 

Fig. 3. Porcentaje de colonización ectomicorrícica, abundancia relativa de hongos ectom-
icorrícicos, y abundancia relativa de grupos funcionales de ectomicorrizas en Nothofagus 
obliqua (A, C y E, respectivamente) y Pinus ponderosa (B, D y F, respectivamente), plan-
tadas en suelo de bosque nativo o en suelo de plantación, en conjunto con otra planta 
de su misma especie (SC) o de la especie restante (CC). En A y B, los puntos indican la 
media y las barras el error estándar.

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.
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y Dybzinski, 2013), por lo que la competencia interespecífica pudo haberle 
resultado más favorable que la intraespecífica (Mangla et al., 2011). Una 
explicación alternativa, o complementaria, podría estar relacionada con que 
diferentes especies vegetales explotan los recursos nutricionales del suelo 
de maneras distintas y utilizando diferentes estrategias, reduciendo así 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 P. ponderosa haya sido mayor que en N. obliqua.

El hecho de que las plantas de N. obliqua se hayan desarrollado de 
manera óptima durante un período de tiempo prolongado (tres años) 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 exótica de manera exitosa. Mejorar la fertilidad del suelo podría poten-
ciar esta capacidad ya que, en suelo de bosque nativo donde el contenido 
nutricional es mayor, N. obliqua mostró un crecimiento superior y no se de-
tectaron efectos negativos al coexistir con P. ponderosa. Estas observaciones 
indican que, con un manejo adecuado del suelo, una práctica común en la 
restauración ecológica, N. obliqua podría desempeñar un papel clave en la 
restauración de áreas modificadas por plantaciones de especies forestales 
exóticas (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 relación a 
las monoespecíficas, como por ejemplo potenciar la productividad de la 
plantación 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 aún luego de tres años. Esto sugiere que 
esta especie de pino podría establecerse en bosques nativos sin mayores 
impedimentos, lo que constituye un gran riesgo desde el punto de vista 
de las invasiones biológicas (Liebhold et al., 2017; Calviño-Cancela y van 
Etten, 2018). Sin embargo, es importante destacar que, bajo condiciones 
naturales, las plántulas de P. ponderosa crecerían bajo el dosel del bosque 
nativo y en competencia con el denso sotobosque, lo que podría impactar 
negativamente su éxito de establecimiento (Averett et al., 2016; Gómez et al., 
2019). Este factor no fue considerado en el presente estudio, sin embargo, 
futuras investigaciones podrían abordar estas limitaciones mediante expe-
rimentos de campo en los que se evalúe el crecimiento y la supervivencia 
de P. ponderosa en condiciones más similares a las naturales, considerando 
la presencia de un sotobosque diverso y la sombra que generaría el dosel 
de un bosque de Nothofagus. Además, aunque este trabajo solo consideró 
los primeros ciclos de crecimiento de las plantas, estudios a largo plazo po-
drían examinar cómo perturbaciones como incendios o tala podrían afectar 
el establecimiento y la competencia de P. ponderosa con especies nativas, lo 
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que proporcionaría una comprensión más completa de su potencial invasivo 
en bosques nativos, y las limitaciones que enfrentaría en un escenario de 
invasión.

Asociación entre las plantas y los hongos
micorrícicos

En términos de colonización micorrícica, 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 mostró ma-
yores porcentajes de colonización por EcM en los suelos donde típicamente 
se desarrollan: suelo de bosque nativo para N. obliqua y suelo de plantación 
para P. ponderosa. Este patrón respalda parcialmente la hipótesis de que 
las plantas se asocian con mayor éxito a hongos EcM presentes en suelos 
dominados por especies afines. Sin embargo, e independientemente de la 
competencia, ambas especies se asociaron con una mayor diversidad de 
hongos EcM al desarrollarse en suelo de plantación. Esto se contrapone a 
lo esperado inicialmente, es decir, que cada especie estaría 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 nitrógeno. Una alta disponibilidad de 
nitrógeno, como se observó en el suelo de bosque nativo, normalmente se 
encuentra asociado con una riqueza y diversidad reducida de hongos EcM 
(Parrent et al., 2006; Avis et al., 2008).

En términos de diversidad taxonómica, a pesar de que se observaron 
algunas especies de hongos EcM en común entre N. obliqua y P. ponderosa, 
cada especie se caracterizó por un ensamble característico 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 común entre ambas plan-
tas, lo cual brinda apoyo a la hipótesis de que la especificidad de hongos 
EcM es más flexible de lo que se considera en la actualidad (Pérez-Pazos 
et al., 2021). Por otro lado, cada especie se asoció a comunidades fúngicas 
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-
corrícicos presentes (Tedersoo et al., 2012; van der Linde et 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 
varíen considerablemente. Esto es así dado que deben adaptarse a diferen-
tes condiciones ambientales y estrategias de adquisición de recursos (van 
der Linde et al., 2018). Además, es posible que haya una menor diversidad 
taxonómica de hongos EcM colonizando las raíces 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., 2006; Avis et al., 2008). 

La diversidad funcional también mostró patrones particulares. En tér-
minos generales, en las plantas cultivadas en suelos de plantación se halló 
mayor diversidad de grupos funcionales de EcM, aunque este efecto no 
fue uniforme en todas las métricas de diversidad funcional, sino que solo 
se notó en aquellas que otorgan más peso a los grupos menos abundantes. 
También es de destacar el cambio en los grupos funcionales según el tipo de 
suelo. Específicamente, las plantas, tanto de N. obliqua como de P. ponderosa, 
cultivadas en suelo de plantación casi no presentaron colonización por hon-
gos EcM con alto contenido de melanina. Una de las posibles razones para 
este fenómeno es que, si bien estos hongos EcM son importantes en suelos 
con limitaciones de nutrientes o agua, como el de la plantación, también 
es cierto que su formación 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 hídrico, su ausencia en suelos de plantación podría representar un 
desafío para restauraciones futuras con N. obliqua (Fernandez y Koide, 2013; 
Netherway y Bahram, 2024). Por lo tanto, para optimizar los esfuerzos de 
restauración en zonas previamente dominadas por plantaciones de pino o 
bien para establecer plantaciones mixtas, podría ser necesario introducir 
un inóculo ectomicorrícico que incluya hongos funcionalmente adaptados 
a estas condiciones, especialmente aquellos que proporcionen tolerancia 
al estrés hídrico (Asmelash et al., 2016; Neuenkamp et al., 2019). De este 
modo, se podrían incrementar las probabilidades de éxito en la reintroduc-
ción de N. obliqua y otras especies nativas en suelos alterados. 

CONCLUSIONES

En este estudio se evaluó cómo el origen del suelo y la competencia en-
tre especies afectan el crecimiento de Nothofagus obliqua y Pinus ponderosa, 
así como sus asociaciones ectomicorrícicas y la diversidad fúngica en sus 
raíces. Encontramos que el origen del suelo desempeñó un papel central 
en el desarrollo de ambas especies, con un mejor crecimiento en suelo de 
bosque nativo que en suelo de plantación. Aunque esperábamos que la 
competencia redujera el crecimiento, los efectos observados fueron nulos 
o incluso positivos. Se observó que N. obliqua mostró una mayor capacidad 
de adaptación a condiciones de competencia directa, beneficiándose de la 
misma, mientras que P. ponderosa creció sin impedimentos ni beneficios al 
cultivarse junto a N. obliqua. A nivel de simbiontes, observamos un claro 
impacto de las plantas dominantes en la composición 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, e incluso compartieron 
algunos de ellos. La falta de hongos EcM melanizados en suelos de planta-
ción es notoria y sería importante avanzar en el estudio de este fenómeno, 
particularmente porque podría afectar negativamente el establecimiento 
de especies forestales de interés, ya sea desde una perspectiva económica 
(plantaciones) o ecológica (restauración). Nuestros resultados resaltan el 
potencial de N. obliqua como una especie clave para la restauración de bos-
ques modificados por plantaciones de pino, mientras que también sugieren 
que P. ponderosa podría 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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Abstract
The common oak, although infrequently, can be found as urban trees 
in the cities of northwestern Argentina. Between late 2023 and early 
2024, leaves of Quercus robur exhibiting typical symptoms of powdery 
mildew were collected from three provinces in this region. Based on its 
morphological characteristics, host specificity, and the available descrip-
tions, the fungus was identified as Erysiphe alphitoides in the asexual 
phase. This represents the first report of this fungus in northwestern 
Argentina. The symptoms of the disease, as well as the morphological 
characteristics of the anamorph are described and illustrated.

Keywords: Anamorph; biological control; Erysiphaceae; Erysiphe; hyperparasite; 
Quercus.

Resumen
El roble común está presente, aunque de forma infrecuente, en el ar-
bolado urbano de las ciudades del noroeste argentino. Entre finales del 
2023 y principios del 2024 se colectaron hojas de Quercus robur que 
presentaban los síntomas típicos de un oídio en tres provincias de esta 
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región. El hongo se identificó en función de sus características morfo-
lógicas, su hospedador y consultando descripciones disponibles como 
la fase asexual de Erysiphe alphitoides. Este es el primer reporte de este 
hongo para el noroeste argentino. Se describen e ilustran los síntomas 
de la enfermedad y las características morfológicas del anamorfo.

Palabras clave: Anamorfo; control biológico; Erysiphaceae; Erysiphe; Roble.

INTRODUCTION

Quercus robur L. (Fagaceae), known as the “common oak” or “European 
oak”, is a tree native to the northern hemisphere, specifically Europe and 
Western Asia. It has been introduced to various regions around the world, 
including Argentina, where is occasionally found in urban areas as an 
ornamental species. In late 2023, typical symptoms of powdery mildew 
were observed on the foliage of Q. robur specimens in different locations 
within the province of Tucumán, Argentina. In these infected specimens, 
whitish, powdery spots were noted on both the abaxial and adaxial surfa-
ces. Following this discovery, similar symptoms were also observed in oak 
specimens from the neighboring provinces of Catamarca and Santiago del 
Estero.

Based on the observed morphological characteristics and the host 
plant, the infection was identified as being caused by the anamorph of 
Erysiphe alphitoides (Griffon & Maubl.) U. Braun & S. Takam. This pow-
dery mildew species is known to cause significant foliar diseases in oaks, 
including Q. robur (Takamatsu et al., 2007). Originally described in France 
under the name Microsphaera alphitoides (Griffon & Maublanc, 1912), it is 
well-documented and widely spread across Europe (Bradshaw et al., 2022; 
Takamatsu et al., 2007). In Argentina, however, it was only recorded in 
Buenos Aires (Marchionatto, 1944; Braun et al., 2000) and Río Negro (Ha-
vrylenko, 1995; Takamatsu et al., 2007).

This is the first report of E. alphitoides causing powdery mildew on oak 
trees in northwestern Argentina (Tucumán, Catamarca, and Santiago del 
Estero). The symptoms of the disease and the morphological characteristics 
of the anamorph are described and illustrated herein.
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MATERIALS AND METHODS

Over 250 leaves from adult Quercus robur individuals were collected from 
various public spaces across Tucumán Province. Additionally, samples were 
gathered from infected plant communities in Catamarca and Santiago del 
Estero.

The collected leaves were first examined with a magnifying glass to 
identify symptoms of powdery mildew. Subsequently, fungal samples were 
extracted from the infected leaves and placed in water for further examina-
tion under the optical microscope. At least 30 measurements of conidiopho-
res, pycnidia, and conidia were recorded. Reference specimens are housed 
in the fungal collection at Fundación Miguel Lillo (LIL).

RESULTS

Erysiphe alphitoides (Griff. & Maubl.) U. Braun & S. Takam.,
Schlechtendalia 4: 5, 2000.

≡ Microsphaera alphitoides Griff. & Maubl.,
Bull. Soc. Mycol. France 28: 103, 1912. (Fig. 1, 2)

Symptoms.— Colonies of powdery mildew were observed on both the 
abaxial and adaxial surfaces of leaves, with predominance on the upper 
surface. The infection appeared in either an effuse or patchy manner. The 
frequency and severity of infection by E. alphitoides varied with the age of 
the leaf. Infections were more pronounced on shoots, branches, and new 
leaves. Younger leaves exhibited symptoms such as malformations and cur-
ling of leaf edges. However, infected trees did not show signs of defoliation. 
Older, fully developed leaves displayed only minimal symptoms of powdery 
mildew (Fig. 1).

Microscopic Characteristics.— Mycelium amphigenous, mainly epi-
phyllous, in white patches or effuse, persistent on the upper leaf surfa-
ce. Hyphae branched, septate, hyaline, thin-walled, smooth or almost so. 
Appressoria lobed, solitary or in opposite pairs. Anamorph abundant. Co-
nidiophores arising terminally from the mother cell, mostly central, erect, 
straight, rarely curved or flexuous, 31.25–50(–75) μm, on the lower leaf 
surface often longer, foot-cells cylindrical, 18.75–31.25 μm, followed by 
1–3 shorter cells. Conidia solitary, primary conidia obovoid-ellipsoid, apex 
rounded, base subtruncate 28.75–37.5(–40) × 12.5–13.75 μm, secondary 
conidia doliiform when mature 31.25–37.5(–40) ×16.25–18.75 μm, ends 
truncate or subtruncate, immature ones sometimes ellipsoid-cylindrical, 
germ tubes terminal to subterminal, short to moderately long, usually ter-
minating with a lobed appressorium (Fig. 2). 
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Fig. 1. Quercus robur parasited by Erysiphe alphitoides (samples from Tucumán). A-D) 
Symptomatic leaves on trees. E-J) Symptomatic leaves.

Fig. 1. Quercus robur parasited by Erysiphe alphitoides (muestras de Tucumán). A-D) 
Hojas sintomáticas sobre los árboles. E-J) Hojas sintomáticas. 
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Fig. 2. Erysiphe alphitoides. A) Conidiophore with primary conidia. B, C) Conidiophores 
with primary conidia and secondary conidia free. D, E) Conidia with germ tubes. F, G) 
Appressoria.

Fig. 2. Erysiphe alphitoides. A) Conidióforo con conidio primario. B, C) Conidióforos con 
conidio primario y conidio secundario libre. D, E) Conidios con tubo de germinación. F, 
G) Apresorios. 
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Comments.— Under the optical microscope, Ampelomyces sp. (Phaeosphae-
riaceae) was observed in close association with the mycelium of Erysiphe 
alphitoides (Fig. 3). Ampelomyces is a common intracellular mycoparasite 
of powdery mildew, and it was found affecting the hyphae, conidiopho-
res, and conidia of E. alphitoides. This hyperparasite is of both ecological 
and economic significance. It has recently been reported in the province, 
where it was observed parasitizing specimens of Erysiphe platani (Castillo 
& Suárez, 2023).

Fig. 3. Pycnidia of Ampelomyces sp. A) General view of numerous pycnidia. B, C) pycnidia. 
D) Pycnidium globose liberating conidia. E) General view of numerous pycnidia hyper-
parasiting Quercus robur.

Fig. 3. Pycnidios de Ampelomyces sp. A) Vista general de numerosos picnidios. B, C) 
Picnidios. D) Picnidio globoso liberando conidios. E) Vista general de numerosos picnidios 
hiperparasitando Quercus robur. 
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In Erysiphe alphitoides the infection by Ampelomyces sp. occurred on 
colonies of the powdery mildew that developed on leaves of Quercus ro-
bur. The detected hyperparasite was observed inside the powdery mildew 
hyphae causing alterations and deformation. Pycnidia were dark brown 
to light brown colored, showed diverse morphology (globose, elongated 
or fusiform) with variable size, according to each shape. When spherical 
they measured 31.25–43.75 (–56.25) × (–15) 18.75–27.5 (–31.25) µm, and 
the elongated to fusiform (–60) 65–100 × 22.5–27.5 (–31.25) µm. The pyc-
nidia produced abundant ellipsoid to oblong hyaline conidia 6.25 (–7.50) 
× 2.50 (–3.75) µm. 

Selected Specimens examined (all on Quercus robur infected with Ery-
siphe alphitoides).— ARGENTINA. Catamarca, Dpto. San Fernando del 
Valle de Catamarca (av. Belgrano 462), 28°27’37.8’’S 65°46’51.9’’W, 527 m 
snm, 20-IX-2023, L. Castillo & M. Ibiris 2009 (LIL 161000); Dpto. El Alto, 
Guayamba (frente a la capilla), 28°20’39.7’’S 65°23’53.3’’W, 1,066 m snm, 
12-III-2024, F. Moreno s/n (LIL 161002); (calle a Las Ollas), 28°20’39’’S 
65°23’49’’W, 1,066 m snm, 12-III-2024, F. Moreno s/n (LIL 161001); 
28°20’42’’S 65°23’48’’W, 1,064 m snm, 12-III-2024, F. Moreno s/n (LIL 
161003). Santiago del Estero, Depto. Capital, Ciudad de Santiago del Estero, 
Barrio Juramento (calle Vinará y Av. Moreno), 27°48’56.1’’S 64°14’59.6’’W, 
184 m snm, 21-III-2024, Roger s/n (LIL 161004). Tucumán, Dpto. San Mi-
guel de Tucumán (calle Carlos Pellegrini 70), 26°49’38.5’’S 65°13’35.4’’W, 
446 m snm, 23-X-2024, G. Suárez & M. Ibiris 2010 (LIL 161005); (calle 
Estados Unidos 110), 26°49’22.2’’S 65°11’35.1’’W, 434 m snm, 23-VIII-2023, 
L. Castillo 2012 (LIL 161006); (Plaza San Martín), 26°50’19’’S 65°12’39.8’’W, 
430 m snm, 26-VIII-2023, L. Castillo 2011 (LIL 161007); (calle Juan Cri-
sóstomo Álvarez), 26°49’46’’S 65°13’06’’W, 438 m snm, 26-X-2023, M. Ibiris 
2047 (LIL 161008); Dpto. Tafí del Valle, Tafí del Valle (av. Presidente Juan 
D. Perón), 26°51’12’’S 65°42’31.5’’W, 1,992 m snm, 09-XII-2023, M. Ibi-
ris 2008 (LIL 161009); Dpto. Trancas, San Pedro de Colalao (calle Salta), 
26°14’09’’S 65°29’53’’W, 1,075 m snm, 26-IV-2024, G. Suárez 2045 (LIL 
161010); Dpto. Yerba Buena, Villa Carmela (calle Leopoldo Lugones y 
Calle Los Pinos), 26°46’11.7’’S 65°16’28.3’’W, 562 m snm, 28-II-2024, M. 
Ibiris 2004,2005,2006 (LIL 161011, LIL 161021, LIL 161012); (Barrio 240 
viviendas), 26°46’18.5’’S 65°16’58.5’’W, 571 m snm, 28-II-2024, M. Ibiris 
2007 (LIL 161013); (calle Saavedra Lamas), 26°48’03’’S 65°18’28.8’’W, 542 
m snm, 01-III-2024, M. Ibiris 2015, 2016, 2017, 2018 (LIL 161014, LIL 
161015, LIL 161016, LIL 161017).



M. A. Ibiris et al.: Erysiphe alphitoides in the Northwest of Argentina52

CONCLUSIONS

In Northwestern Argentina, examined Quercus robur trees with symptoms of 
powdery mildew showed severe infections caused by E. alphitoides. Younger 
leaves displayed more pronounced disease symptoms compared to older 
leaves, including curling and malformations, which adversely affected their 
ornamental quality. While infections by this powdery mildew have been 
previously documented in trees from various locations in Buenos Aires 
and Rio Negro (Takamatsu et al., 2007), this study represents the first re-
cord of E. alphitoides in the region (Tucumán, Catamarca, and Santiago del 
Estero). Additionally, E. alphitoides was found to be intensely parasitized 
by Ampelomyces sp.
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Abstract
Neottiella ricciae is characterized by asci containing eight smooth, ellip-
soid to ovoid ascospores, typically with one rounded side and the other 
somewhat fusiform. This species is reported for the first time in South 
America, where it was found colonizing a new host, Riccia cavernosa. 
The present work provides a detailed description of this fungus with 
photographs of its macroscopic and microscopic features.

Keywords: Argentina; Bryophilous; Entre Rios; Marchantiophyta; Pezizales; 
Riccia cavernosa.

Resumen
Neottiella ricciae se caracteriza por presentar ascas formadas por ocho 
ascosporas lisas, elipsoides a ovoides, en su mayoría con un lado redon-
deado y el otro algo fusiforme. La especie se reporta por primera vez 
para Sudamérica, donde se encontró creciendo en un nuevo hospeda-
dor, Riccia cavernosa. Se provee una descripción del hongo, además de 
fotografías de sus características macroscópicas y microscópicas.

Palabras clave: Argentina; briófilos; Entre Ríos; Marchantiophyta; Pezizales; 
Riccia cavernosa.
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INTRODUCTION

Bryophilous fungi primarily inhabit mosses (Phylum Bryophyta), but over 
20% of known species growing on liverworts (Phylum Marchantiophyta). 
Among the octosporaceous bryophilous fungi, small, orange to yellow (oc-
casionally red) ascomata are characteristic of the genera Filicupula Y.J. Yao 
& Spooner, Lamprospora De Not., Octospora Hedw., Octosporella Döbbeler, 
Octosporopsis U. Lindemann & M. Vega, and Neottiella (Cooke) Sacc. (Eck-
stein, 2024).

The genus Filicupula includes species with clavate apothecia that de-
velop into obovoid or turbinate forms, flattening at the top (Yao & Spooner, 
1996). Examples include F. suboperculata (Döbbeler & P. James) Y.J. Yao 
& Spooner from Europe and F. cyanopoda Döbbeler & P.G. Davison from 
North America, both biotrophic on Frullania Raddi (Döbbeler & Davison, 
2021).

Conversely, the genus Lamprospora comprises approximately 50 spe-
cies, primarily associated with acrocarpic mosses found mainly in the 
subclass Dicranidae Doweld (orders Dicranales M. Fleisch. and Pottiales 
M. Fleisch.). However, a few species reside in the subclass Bryidae Engl. 
(orders Bryales Limpr. and Bartramiales M. Menzel), with only L. aneurae 
Benkert and L. maireana Seaver forming associations with liverworts, spe-
cifically on Aneura pinguis (L.) Dumort. and Fossombronia Raddi species.

Octospora stands out as the largest genus among bryophilous fungi, 
thriving on both acrocarpous and pleurocarpous mosses (Suárez et al., 2023, 
2025), as well as liverworts. Although it encompasses numerous species, the 
high degree of specific variability suggests that it likely represents more 
than one distinct genus (Németh et al., 2017).

Exclusively associated with the Phylum Marchantiophyta, the genus 
Octosporella is typically found on leafy liverworts, while Octosporopsis grows 
on thalloid liverworts. Octosporella can be distinguished from other bryoph-
ilous octosporaceous fungi by its functionally perithecioid ascomata (Döb-
beler, 2011), highlighting the diversity within this ecological niche.

Finally, Neottiella represents one of the smallest genera in the Pyrone-
mataceae family, with only six known species. Recently, sampling of bryo-
phytes in Entre Rios (Argentina) yielded small orange apothecia growing 
on Riccia cavernosa Hoffm. These were identified as Neottiella ricciae, mark-
ing its first record in South America and contributing to our understanding 
of the region’s fungal biodiversity.
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MATERIALS AND METHODS

The material was collected in winter on arable land in northeastern Argen-
tina. The preparations were mounted in tap water and examined under a 
microscope. The description and photographs were based on fresh material, 
whereas 10–30 values of spore size and at least 10 values of other structures 
were measured in each collection. Neottiella ricciae was identified accord-
ing to Németh et al. (2017) and Eckstein (2016). The spores studied with 
scanning electron microscopy (ZEISS-EVO 15 operating at 15 KV) were 
previously rehydrated in a solution of distilled water (20 ml) with TritonX 
detergent (3 drops) for 24 hours, then they were fixed in Formalin-Ace-
to-Alcohol (FAA), critical-point dried and then mounted on aluminum 
discs on double-sided tape, to later be coated with gold-palladium for two 
minutes (Salgado Laurenti & Galíndez, 2023). The Riccia specimens were 
analyzed according to Bischler-Causse et al. (2005). All considered fungal 
material has been preserved and stored as exsiccate in the herbarium of 
the Foundation Miguel Lillo (LIL) in San Miguel de Tucumán, Argentina. 

RESULTS

Neottiella ricciae (P.Crouan & H.Crouan)
Korf & W.Y. Zhuang, Mycotaxon 40: 96 (1991). 

Basionym: Peziza ricciae P. Crouan & H. Crouan 1867.
A complete list of synonyms can be found in Németh et al. (2017).

Host. Riccia cavernosa Hoffm. Deutschl. Fl. 2: 95. 1795 [1796].

Macroscopic features (Fig. 1).— Apothecia 0.2–0.8 mm in diameter, 
orange, initially spherical, later barrel-shaped to discoid, sessile, margin 
rimmed with hyalin, stiff acute hairs. Hairs 120–220 µm long, thick walled, 
1–2 septate, 6–11 µm broad at base and gradually tapering. Hymenium 
orange.

Microscopic features (Fig. 2).— Asci 125–190 µm, 8-spored, cylindrical, 
operculate, spores uniseriate. Paraphyses straight, filiform, septate, 3–6 
µm wide, apically slightly inflated, contain orange granulates. Ascospores 
hyaline, smooth, ellipsoid to ovoid, 17–23 × 10–16 µm, mostly markedly 
egg-shaped with one rounded side and the other tapering (Fig. 3), with one 
large lipid drop. Medullary excipulum textura globulosa, ectal excipulum 
textura intricata.

Material examined.— ARGENTINA. Prov. Entre Ríos, Dpto. Nogoyá, 
Laurencena, 32°16’52.4”S 59°40’17.6”W, 16-VI-2024, D. J. Alvarez 542 
(LIL).
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Fig. 1. Neottiella ricciae. A-D) Apothecia growing on Riccia cavernosa. 

Fig. 1. Neottiella ricciae. A-D) Apotecios creciendo sobre Riccia cavernosa.
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Fig. 2. Neottiella ricciae. A) Longitudinal section of an apothecium with stiff hyaline hairs 
on the margin. B-F) Asci with ascospores and paraphyses. G-I) Ascospores. 

Fig. 2. Neottiella ricciae. A) Sección longitudinal de un apotecio con pelos hialinos rígidos. 
B-F) Ascas con ascosporas y parafisis. G-I) Ascosporas.
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DISCUSSION

The description of N. ricciae from Argentina generally confirms the obser-
vations presented in Németh et al. (2017) about finds from Europe. The 
species was found growing on the thallus of R. cavernosa, a species with a 
wide distribution. While many species have restricted host ranges, typically 
associated with only one species or genus of bryophytes, others exhibit a 
broader host spectrum (Quintero et al., 2020). Neottiella ricciae is recognized 
as ricciophilous, previously documented on Riccia sorocarpa Bisch., R. glau-
ca L., R. beyrichiana Hampe ex Lehm., and R. nigrella DC. (Németh et al., 
2017). Notably, it is the only Neottiella reported to grow on a liverwort, 
raising questions about its true taxonomic position within the genus. Most 
other species in the genus are associated with the Polytrichaceae family, 
including Neottiella albocincta (Berk. & M.A. Curtis) Sacc. on Atrichum un-
dulatum (Hedw.) P. Beauv. (Benkert, 1987) and Neottiella gigaspora M. Zeng, 
Q. Zhao & K.D. Hyde on Atrichum sp. (according to image 46a in Yuan 
et al., 2020), as well as Neottiella aphanodictyon (Kobayasi) Dissing, Korf & 
Sivertsen, Neottiella rutilans (Fr.) Dennis, and Neottiella vivida (Nyl.) Dennis 
found on Polytrichum Hedw., Polytrichastrum G.L. Sm., or Oligotrichum DC 

Fig. 3. Neottiella ricciae. A-D) Spores (examined using scanning electron microscopy).

Fig. 3. Neottiella ricciae. A-D) Esporas (estudiadas con microscopio electrónico de barrido).
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(Benkert, 1994). Németh et al. (2017) suggest the placement of N. ricciae in 
Octospora but refrain from the new combination until more molecular data 
of the heterogeneous genus Octospora is available. 

In Argentina, N. ricciae has somewhat smaller spores than those ob-
served in Europe. Additionally, R. cavernosa belongs to the subgenus Ric-
ciella in contrast to the other known hosts, which all belong to the subgenus 
Riccia. These differences indicate at least a small deviation, which could 
merit taxonomic recognition in the future when more data is available.

This finding marks the first record of Neottiella ricciae in South Ameri-
ca, specifically in Argentina, expanding our understanding of its geographic 
distribution from previously recorded locations in Europe, Africa (Canary 
Islands), North America and India (Németh et al., 2017; Döbbeler et al., 
2023). The new record in Argentina adds the fifth continent in the dis-
tribution of N. ricciae, making it a cosmopolitan species. The Argentinian 
record includes R. cavernosa as a previously undocumented host.
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Abstract
Inoculation with plant growth-promoting microorganisms such as 
bacteria, mycorrhizal fungi, and soil yeasts may play a promising role 
in sustainable plant production. This study evaluated the potential of 
Patagonian yeasts and mycorrhizal fungi to enhance the growth and 
productivity of tomato plants (Lycopersicum esculentum var. platense) 
during the production season in Patagonia. A greenhouse experiment 
was conducted, where plants were inoculated with the mycorrhizal fun-
gus Funneliformis mosseae and the yeasts Candida saitoana, Saccharo-
myces eubayanus, or Tausonia pullulans. None of the 45-day-old seed-
lings exhibited mycorrhizal colonization, although F. mosseae inoculation 
significantly influenced seedling growth. By the end of the production 
season (135-day-old plants), all plants showed mycorrhizal colonization, 
and those inoculated with F. mosseae demonstrated increased plant 
growth and yield. Inoculation with S. eubayanus enhanced both plant 
yield and mycorrhizal colonization. Conversely, co-inoculation with T. 
pullulans and F. mosseae was detrimental to mycorrhizal colonization. 
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Nevertheless, Tausonia pullulans independently improved plant growth 
and yield, suggesting that this yeast may benefit tomato production 
without relying on mycorrhizal associations. These findings highlight 
the complex interactions between mycorrhizal fungi and soil yeasts in 
agronomic systems.

Keywords: Funneliformis mosseae; Candida saitoana; Saccharomyces eu-
bayanus; Tausonia pullulans; sustainable agriculture.

Resumen
La inoculación con microorganismos promotores del crecimiento vege-
tal, como bacterias, hongos micorrícicos y levaduras del suelo, puede 
tener un rol prometedor en la producción agrícola sostenible. Este estu-
dio evaluó el potencial de hongos micorrícicos y levaduras patagónicas 
para mejorar el crecimiento y la productividad de plantas de tomate 
(Lycopersicum esculentum var. platense) durante la temporada de pro-
ducción en Patagonia. Se llevó a cabo un experimento en invernadero, 
en el cual las plantas fueron inoculadas con el hongo micorrícico Fun-
neliformis mosseae y las levaduras Candida saitoana, Saccharomyces 
eubayanus o Tausonia pullulans. Ninguna de las plántulas de 45 días 
presentaban colonización micorrícica, aunque la inoculación con F. mos-
seae influyó significativamente en el crecimiento de las plántulas. Al final 
de la temporada de producción (plantas de 135 días de edad), todas las 
plantas presentaron colonización micorrícica, y aquellas inoculadas con 
F. mosseae mostraron un aumento en el crecimiento y el rendimiento. La 
inoculación con S. eubayanus mejoró tanto el rendimiento de las plantas 
como la colonización micorrícica. En contraste, la co-inoculación con T. 
pullulans y F. mosseae resultó perjudicial para la colonización micorrícica. 
Sin embargo, T. pullulans mejoró de forma independiente el crecimiento 
y el rendimiento de las plantas, lo que sugiere que esta levadura puede 
beneficiar la producción de tomate sin depender de las asociaciones 
micorrícicas. Estos resultados destacan las complejas interacciones entre 
hongos micorrícicos y levaduras del suelo en sistemas agronómicos.

Palabras clave: Funneliformis mosseae; Candida saitoana; Saccharomyces eu-
bayanus; Tausonia pullulans; agricultura sustentable.
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INTRODUCTION

Addressing the global challenge of food security is imperative, and the in-
crease in food production must go hand in hand with the implementation 
of safe practices for people and the environment (Wezel, 2014). Therefore, 
when considering sustainable practices in agricultural production, plant 
growth promoting microorganisms (PGPM) arise as a biotechnological tool 
to reduce the use of chemical fertilizers and enhance food production. 

Several reports support a promising role of yeasts as PGPM due to 
the production of plant’s growth regulators and, indirectly, as result of the 
interaction with symbiotic microorganisms (Carvajal et al.,2024; Mohamed, 
2015; Nimsi et al., 2023; Radić et al., 2022; Vargas et al., 2024). The symbi-
otic association between arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and plants 
is the most widespread symbiosis in the plant kingdom (Smith and Read, 
2008) and it is relevant for plant development and production (Van Der 
Heijden and Horton, 2009). Inoculation with AMF is been explored as 
an environmentally friendly practice in agriculture (Aguilera et al., 2021; 
Dejana et al., 2022), while the co-inoculation of AMF and other PGPM is 
not so widespread. The effect of yeasts on mycorrhizal colonization is not 
well understood yet; several publications reported enhanced (Fracchia et 
al., 2003; Sampedro et al., 2004; Sarabia et al., 2018), neutral (Sarabia et al., 
2018) or decreased (Gollner et al., 2006) mycorrhizal colonization of roots. 
It is of particular interest to further investigate the yeast-AMF-plant inter-
action, as yeasts could provide new strategies for sustainable agriculture. 

A large number of yeasts were isolated from cold-temperate Nothofa-
gus native forests in Patagonia (Mestre et al., 2011, 2014; Fernández et al., 
2012). These indigenous soil yeasts are considered psychrotolerant, as they 
are periodically exposed to low temperatures: mean annual temperature of 
10 °C, winter temperatures are often below 0 °C with precipitation in the 
form of snow (Mestre et al., 2016). Several of the isolated yeasts presented 
PGPM features such as phytohormone’s production, phosphate solubili-
zation and plant-pathogen inhibition (Mestre et al., 2016). In Western-Pa-
tagonia, agriculture practices are closely related to native forest due to the 
closeness of production sites to the forest and the use of the surrounded 
forest soil and litter in several steps of production. Here, the agriculture is 
lead by seasonal dynamics due to cold and short light-period during winter. 
Some times in economically important crops, such as tomato and pepper, 
tunnel greenhouse without temperature control are used to complete fruit 
maturity (Venegas Jaque et al., 2021). The use of native cold adapted yeasts 
with PGPM features could be an attractive strategy to promote sustainable 
agriculture in Patagonia and other cold-temperate regions. 
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Tomato is an economically important horticultural crop worldwide 
and in Patagonia; and it also has been used as model plant in several PG-
PM-plant studies. In the present study, we aim to evaluate the potential 
use of Patagonian yeasts and mycorrhizal fungus to enhance growth and 
productivity of tomato (Lycopersicum esculentum var. platense) plant during 
the production season in Patagonia. The guiding hypothesis of the study 
was that yeast inoculation would improve tomato growth and yield, as well 
as enhance mycorrhizal colonization, with a synergistic effect expected from 
the combined yeast and mycorrhizal inoculation. 

MATERIAL AND METHODS

Mycorrhizal and yeast inoculum preparation

The arbuscular mycorrhizal fungus used as inoculum was Funneliformis 
mosseae (ex Glomus mosseae) gently supplied by Dr. J. A. Ocampo. Mycor-
rhizal fungus was contained in a soil inoculum, produced under greenhouse 
conditions from trap plants at Estación Experimental del Zaidín, CSIC 
(Spain), and included colonized root fragments, fungal mycelia and spores 
(with approximately 110 sporocarps per 10 g inoculum). The mycorrhizal 
inoculum was added to one-half of seedling production substrate in a 2 % 
W/V ratio, before planting the germinated seed.

The yeast used as inoculum were Tausonia pullulans CRUB1772, Candi-
da saitoana CRUB1770 and Saccharomyces eubayanus CRUB2014; they have 
already been proposed as plant growth promoters (Mestre et al., 2016; Me-
stre et al., 2021). The three yeast strains are deposited in the Yeast Collec-
tion of the Centro Regional Universitario Bariloche, Universidad Nacional 
del Comahue, Argentina.Each yeast strains was cultivated on solid MYP 
medium (Malt extract 7 g L-1, Yeast extract 0.5 g L-1, Soy peptone 2.3 g L-1, 
Agar 15 g L-1) at 20 °C for 72 h. Biomass from cultures was harvested and 
then suspended in peptone water (Soy peptone 1% W/V) up to a turbidity 
of 0.3 at 600 nm (equivalent to 106 cells mL-1). Nine mL of cell suspension 
from each yeast or peptone water without yeast were used to inoculate early 
stages of tomato seedlings production. 

Plant production experiment

Lycopersicum esculentum var. platense plants, a commercially important va-
riety of tomato in Argentina, were produced following an experimental 
design with two factors: mycorrhizal inoculation (with or without mycor-
rhizal inoculum) and yeast inoculation (with one of the three yeast species 
or without yeasts). We combined control conditions for seedling production 
-sterile substrate-, with conditions that mimics common production tech-
nique -use of natural non-sterile soil and water. By completing tomato pro-
duction season we were able to evaluate plant growth as well as plant yield. 
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Seedling production 

Tomato seeds were surface disinfected by immersion in 20% sodium hy-
pochlorite for 2 min, followed by triple washing with sterile water. Disin-
fected seeds were germinated in a sterilized moistened filter paper under 
controlled conditions (16 hours light at 25ºC, 8 hours darkness at 22ºC) 
for 4 days. Germinated seeds were individually planted in alveolar trays 
with tyndallized commercial organic amendment (Lombriquen®), with or 
without mycorrhizal inoculum. We produced 192 tomato seedling, by using 
12 replicates in each of the 8 treatments in the experiment. All seedlings 
were incubated under controlled conditions (10 hours darkness at 20°C, 14 
hours light at 28°C) and periodically watered with sterile tap water. 

When the first true leaves appeared in tomato seedlings (20 days after 
germination), the yeasts were inoculated at the base of the shoot of seed-
ling growing in substrate with F. mosseae (co-inoculation treatments) and 
without the mycorrhizal fungus inoculum (single inoculation treatments). 
Seedling were transplanted 45 days after germination. 

Seedling recorded variables: Half of the seedling (96) were harvested to 
evaluated seedling quality using destructive determinations. We recorded 
shoot length, root and aerial biomass (material was harvested separately and 
dried at 90 °C to constant weight in an oven) and stem diameter. Slender-
ness index (SI) was calculated as the rate between shoot length and stem 
diameter, cm.mm-1 (Gallegos-Cedillo et al., 2021). A fraction of the seedling 
roots were collected and preserved in 70% alcohol for fungal colonization 
determination. 

Tomato plant growth and yield evaluation

The 45 day-old seedlings (96) were placed manually into 7-litre pots (one 
seedling per pot) containing a non-sterile mixture of perlite, peat and soil in 
a 1:1:2 ratio. The soil was sourced from the vicinity of the greenhouse, and 
it was used as a source of nutrients and natural microorganisms (including 
native mycorrhizae). The pots were transferred to the greenhouse and ran-
domly distributed on greenhouse benches. The greenhouse was equipped 
with air conditioning to prevent room-temperature from dropping below 
10°C during early stages of cultivation, as nighttime temperatures during 
late spring and early summer, could approach 0°C. In summer, during 
flowering and fruiting, temperature was regulated using a combination of 
fogging and ventilation systems to keep the maximum temperature under 
40°C. Plant were watering using a drip irrigation system, and water regime 
was adjusted based on plant requirement throughout the production season. 
Weed control was carried out every 15 days and axillary buds were elimi-
nated to simulate productive conditions. The plants grew in the greenhouse 
until harvest (3 month after transplant) to complete the production season 
in Patagonia. 
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Adult plant recorded variables: We harvested complete adult plants (135 
day-old) to record aerial and root biomass (as describe above); we also re-
corded the number and weight of fruits per plant. We calculated the prob-
ability of fruit production per treatment by comparing plant with fruit (1) 
vs. plant without fruit (0) within each treatment. We measured chlorophyll 
concentration in plant leaves by optical density difference at 660 nm vs. 940 
nm, usually known as SPAD (Soil Plant Analysis Developmental), using 
Clorofilio® (Cavadevices). For each plant, an average chlorophyll value was 
calculated from three leaves (one apical, one intermediate, and one basal). 
SPAD readings are positively correlated with chlorophyll concentration 
in tomato leaves (Jiang et al., 2017). A portion of roots was collected and 
preserved in 70% alcohol for fungal colonization determination. 

Fungal colonization determination 

We determined fungal colonization in seedling and adult plant roots us-
ing the non-vital Trypan Blue histochemical staining procedure (Phillips 
and Hayman, 1970). Stained roots were observed under optical microscope 
(Olympus BX40) and the presence of arbuscules was used as diagnostic for 
arbuscular mycorrhizal colonization (AM). For quantification of fungal col-
onization, stained root fragments of 1 cm length were placed on a slide and 
observed with 200x magnification, resulting in the observation of at least 
300 fields per plant. Percentage of mycorrhizal colonization (AM%) was 
estimated using the intersect method described by McGonigle et al. (1990).

Statistical Analysis 

Data from seedlings (45 day-old) and adult plants (135 day-old) were sepa-
rately analysed. We used two-way ANOVA for seedling’s slenderness index, 
seedlings dry biomass, and for adult plants dry biomass and chlorophyll 
concentration. The variable AM% was transformed with arcsin’s square-
root prior to statistical analysis using two-way ANOVA. Tukey´s post-hoc 
tests were used to form homogenous groups when necessary. We used a 
generalized linear model with binomial distribution to analyse the prob-
ability of fruit production per treatment. All statistical analyses were per-
formed with agricolae (de Mendiburu, 2020), car (Fox and Weisberg, 2019) 
and DHARMa 0.4.6 (Hartig, 2020) packages on R software version 4.4.0 
(2024-04-24 ucrt); differences at p <0.05 were considered significant.
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RESULTS

Quality of the 45 day-old seedlings was assessed using total dry biomass and 
slenderness index (SI). None of these variables showed significant inter-
active effects between the inoculation with yeast and the inoculation with 
Funneliformis mosseae (FBiomass=2.28, pBiomass=0.08; FSI=2.25, pSI=0.08). 
Total plant biomass showed significant differences for mycorrhizal inoc-
ulation as main effect (F=37.9, p=2·10-8; Fig. 1): plant with F. mosseae 
inoculum were smaller (about 40% less biomass) than plant without the 
mycorrhizal inoculum. Total plant biomass showed no significant differenc-
es for yeast inoculation (F=0.62, p=0.6; Fig.1). Slenderness index showed 
significant differences for each factor as main effect (Fig. 1). Seedlings with-
out F. mosseae inoculum showed lower SI than those with the mycorrhizal 
inoculum (F=5.57, p=0.02; Fig 1). Seedlings inoculated with T. pullulans 
or C. saitoana showed lower SI than those inoculated with S. eubayanus 
(F=3.9, p=0.01; Fig 1). The 45 days-old seedlings did not show any fungal 
colonization in their roots. 

Fig. 1. Quality indicators for tomato seedling (45-days-old). Statistical significance was 
determined with α=0.05 using two-way ANOVA. Treatments with the same letter are 
not significantly different. F.m.+: with Funneliformis mosseae inoculum; F.m.-: without 
Funneliformis mosseae inoculum; C.s.: Candida saitoana CRUB1770; S.e.: Saccharomyces 
eubayanus CRUB2014; T.p.: Tausonia pullulans CRUB1772; Y-: without yeast inoculum.

Fig. 1. Indicadores de calidad de las plántulas de tomate (45 días). La significancia 
estadistica se determinó con un α=0,05 usando un ANOVA de dos factores. Los trata-
meintos con la misma letra no son significativamente diferentes. F.m.+: inoculado con 
Funneliformis mosseae; F.m.-: sin inoculo de Funneliformis mosseae; C.s.: Candida saitoana 
CRUB1770; S.e.: Saccharomyces eubayanus CRUB2014; T.p.: Tausonia pullulans CRUB1772; 
Y-: sin inóculo de levaduras.
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At final harvest (135 day-old plants), plant dry biomass did not show 
significant interactive effects between the inoculation with yeasts and the 
inoculation with F. mosseae (F=0.25, p=0.85), nor significant effects of 
yeast inoculation (F=1.59, p=0.19). The plants which received F. mosseae 
inoculum (with and without yeast) have significantly (F=24.08, p=4·10-6) 
higher biomass (42%) than those without the inoculum (with and without 
yeast; Fig. 2). The plants singly inoculated with F. mosseae (F.m.) showed 
64% increase in biomass respect the plants without any inoculation (Fig. 2). 
We observed significant interactive effects (F=5.07, p=0.002) of yeasts and 
mycorrhizal inoculation for chlorophyll concentration in leaves (Fig. 2).

Fig. 2. Biomass and chlorophyll concentration in tomato plants at final harvest (135 days). 
Statistical significance was determined with α=0.05 using two-way ANOVA. Treatments 
with the same letter are not significantly different. F.m.: Funneliformis mosseae inocula-
tion; C.s.: Candida saitoana CRUB1770; S.e.: Saccharomyces eubayanus CRUB2014; T.p.: 
Tausonia pullulans CRUB1772; NI: without inoculation.

Fig. 2. Biomasa y concentración de clorofila en las plantas de tomate en la cosecha final 
(135 días). La significancia estadistica se determinó con un α=0,05 usando un ANOVA de 
dos factores. Los tratameintos con la misma letra no son significativamente diferentes. 
F.m.: Funneliformis mosseae; C.s.: Candida saitoana CRUB1770; S.e.: Saccharomyces eu-
bayanus CRUB2014; T.p.: Tausonia pullulans CRUB1772; NI: sin inoculación.
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Plants singly inoculated with T. pullulans (T.p.) showed the highest 
chlorophyll concentration, 40% higher than plants without any inoculation 
(Fig. 2). The plants co-inoculated with yeast and F. mosseae showed similar 
chlorophyll concentration (independently of yeast inoculum), and it was 
lower than for plant singly inoculated with T. pullulans or S. eubayanus. 
Plants inoculated with F. mosseae showed similar chlorophyll concentration 
than plants without any inoculation (Fig. 2b). 

The adult plant yield was evaluated using the total weight of fruits per 
plant, the percentage of plant with fruits within each treatment and the 
probability of fruits occurrence in each treatment (Fig. 3). Co-inoculation 
of F. mosseae and S. eubayanus resulted in a higher yield (with at least 2 
fruit per plants when fruiting) than most treatments. Plants with F. mos-
seae inoculum showed significantly higher probability of fruit occurrence 
than plants without F. mosseae inoculum. Co-inoculation of F. mosseae and 
T. pullulans treatment (Fig. 3) presented the highest percentage of plants 
with fruits (83%), and the lowest percentage (25%) was observed for the 
treatment without any inoculation (Fig. 3). Plants singly inoculated with S. 
eubayanus (S.e.; Fig. 3) showed the highest percentage (67%) of plants with 
fruit among plants which didn’t received F. mosseae inoculum. 

Fig. 3. Tomato yield per adult plant (dots), percentage of plants with fruit (upper num-
bers) and the probability of fruit production, at final harvest (135 days). Statistical sig-
nificance was determined with α=0.05 using a generalized linear model with binomial 
distribution. Treatments with the same letter are not significantly different F.m.: Fun-
neliformis mosseae; C.s.: Candida saitoana CRUB1770; S.e.: Saccharomyces eubayanus 
CRUB2014; T.p.: Tausonia pullulans CRUB1772; NI: without inoculation.

Fig. 3. Rendimiento por planta adulta (puntos), porcentaje de plantas con frutos (núme-
ro superior) y probabilidad de producción de frutos, en la cosecha final (135 días). La 
significancia estadistica de la probabilidad de producción de frutos se determinó con 
un α=0,05 usando un modelo lineal generalizado con una distribución binomial. Los 
tratamientos con la misma letra no son significativamente diferentes. F.m.: Funneliformis 
mosseae; C.s.: Candida saitoana CRUB1770; S.e.: Saccharomyces eubayanus CRUB2014; 
T.p.: Tausonia pullulans CRUB1772; NI: sin inoculación.
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All adult plants showed typical mycorrhizal colonization, within their 
roots. The interaction between the inoculation with yeasts and the inocu-
lation with F. mosseae showed significant effects (F=15.204, p=6.05·10-5; 
Fig. 4). Plants without F. mosseae inoculation showed colonization percent-
age ranging from 28 to 40 %. The highest mycorrhizal colonization (50%) 
was observed in plants co-inoculated with F. mosseae and S. eubayanus; the 
lowest percentage (under 10%) was observed in plants co-inoculated with 
F. mosseae and T. pullulans (Fig.4). 

DISCUSSION

We studied the interaction between yeasts, arbuscular mycorrhizal fungi 
and tomato plants, in a greenhouse trial. Most studies published on the 
potential of yeast and AMF to enhanced plant production involve in-vitro 
tests or short-term in-vivo evaluations conducted under axenic conditions 
(Carvajal et al., 2024; Radić et al., 2022; Vargas et al., 2024), while studies 
dealing with conditions close to field production are scarce (Biel et al., 
2021). One of the main cause for this bias, is the complexity of the pro-
duction systems, where inoculated microorganisms compete with and are 
challenged by native microbiota in agronomical soils, alongside the long 
duration required for experiments.

Fig. 4. Mycorrhizal (AM) colonization of adult tomato plants at final harvest (135 days). 
Statistical significance was determined with α=0.05, using a two-way ANOVA. Treatments 
with the same letter are not significantly different. F.m.: Funneliformis mosseae; C.s.: 
Candida saitoana CRUB1770; S.e.: Saccharomyces eubayanus CRUB2014; T.p.: Tausonia 
pullulans CRUB1772; NI: without inoculation.

Fig. 4. Colonización por micorrizas (AM) de las plantas adultas de tomate en la cose-
cha final (135 días). La significancia estadística se determinó con un α=0,05 usando un 
ANOVA de dos factores. Los tratamientos con la misma letra no son significativamente 
diferentes. F.m.: Funneliformis mosseae; C.s.: Candida saitoana CRUB1770; S.e.: Saccha-
romyces eubayanus CRUB2014; T.p.: Tausonia pullulans CRUB1772; NI: sin inoculación.
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Our experiment combined control conditions –surface-disinfected 
seeds and production in pots– with typical agronomic practices, which in-
cluded the production of plants during the natural growing season and the 
use of natural soil and water. Therefore the yeast and mycorrhizal inocula 
were tested against the native microbiota in a soil from native forest which 
is typically used for horticultural and forest production in the region. We 
included the mycorrhizal inoculum during seedling substrate preparation, 
as it would be an easy adoptable step for seedling producers. Yeast inocu-
lum as a cell suspension could be included in irrigation systems and its 
addition to the plant, when first true leaves appeared, coincide with the 
first fertigation for seedling, which means that yeast inoculation would not 
be a disrupting or time adding step for agricultures. Although conducted 
under experimental conditions, our experimental design mimics common 
production technique in Patagonia which enables us to establish connec-
tions between the recorded results and real-world agronomic scenarios. 

The seedlings produced were primarily exposed to the inoculated mi-
croorganisms, either yeasts or mycorrhizae (up to 45 days of growth), as 
we used sterile substrate and water while growing. Gallegos-Cedillo et al. 
(2021) reported that slenderness index (SI) could be used to estimate the 
potential success and survival after seedling transplanting and good quality 
seedling has SI under 6 cm mm-1 (low value for SI correspond to shorter 
and thicker plants). All treatments in our trial produced seedlings of good 
quality (SI under 6). The seedlings inoculated with T. pullulans CRUB1772 
or C. saitona CRUB1770 would have better potential survival (lower SI) 
than seedlings inoculated with S. eubayanus CRUB2014. Although mycor-
rhizal colonization was not detected in any of the seedlings, those without 
F. mosseae inoculation appear to be of better quality, exhibiting higher bio-
mass and a lower slenderness index, compared to seedlings that received the 
mycorrhizal inoculum. Lack of mycorrhizal colonization in plant with F. 
mosseae inoculum was an unexpected result. One possible explanation could 
be the lack of infectivity of mycorrhizal inoculum. Another explanation 
could be a delay in colonization due to the fulfilled nutritional requirement 
of the seedling by the seedling substrate (Dejana et al., 2022). Mycorrhizal 
colonization is a fine-tuned process which involve changes in fungal and 
plant chemistry, and depends on plant age (Lidoy et al., 2023). Seedlings 
that received the mycorrhizal inoculum exhibited significant differences 
compared to those that did not. While this complicates the interpretation 
of the results, it also opens the door to explore previously unexamined 
phenomena. The synthesis of plant chemical products by plant to attract 
mycorrhizal forming fungi (Bonfante and Requena, 2011) before fungal 
colonization suppose an energy cost. Therefore, the decreased biomass 
observed in seedling inoculated with F. mosseae but lacking mycorrhizal 
colonization, could be explained by the resource invested in setting future 
mycorrhizal colonization. 
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Adult plants were produced in pots containing no-sterilised substrate, 
using forest soil and water from natural mountain spring, therefore the 
plants were exposed to natural microbiota as well as to the previous inoc-
ulated microorganisms. At final harvest (135 days) plant biomass and yield 
was higher for plants inoculated with F. mosseae, which is opposite to the 
result obtained for seedling biomass. The growth variables measured in 
seedling failed to predict the level of growth or production in adult plants. 
The reduced chlorophyll concentration in plants inoculated with F. mosseae, 
compared to those without the inoculum, may be linked to higher fruit 
production, as a decrease in chlorophyll during flowering and fruit setting 
has been previously reported in tomato (Soval-Vila, 2002).

In our study, adult plants were expose to two sources of mycorrhizae: 
F. mosseae inoculated during seedling production and the native mycor-
rhizal fungi from soil (and possibly water) used in the pot’s substrate. We 
observed mycorrhizal colonization in plants without F. mosseae inoculation, 
which showed that native mycorrhizae were able to colonized tomato roots. 
Therefore, colonization values observed should be interpreted as a mix 
effect of the F. mosseae inoculum and the AMF from native soil. Harness-
ing native AMF for agricultural production could be and economically 
and friendly practice (Aguilera et al., 2021). Microorganisms inoculated in 
plant production systems, interact with the target plant and also with the 
indigenous soil microbiota; such interaction must be evaluated and could 
reveal novel strategies to enhance plant growth. Plant singly inoculated 
with T. pullulans (exposed to native mycorrhizae) showed similar coloni-
zation percentage than plants singly inoculated with F. mosseae (exposed 
to the two source of mycorrhizae) or plants without yeast nor F. mosseae 
inoculum (exposed to native mycorrhizae); but the co-inoculation of T. 
pullulans and F. mosseae (exposed to the two source of mycorrhizae) resulted 
in the lowest percentage of mycorrhizal colonization. In another study, we 
observed a negative effect of S. eubayanus on Rizhophagus irregularis col-
onization of tomato roots (Mestre et al., 2022), which was linked to the 
activation of the plant Induced Systemic Resistance. In the present study, 
a similar phenomenon may result in response to pressure by the inoculated 
microorganisms added to the indigenous microorganism from the soil used 
in the pot’s substrate. Although the low mycorrhizal colonization, the T. 
pullulans-F. mosseae co-inoculation treatment rendered high average plant 
biomass, high percentage of plants with fruits and high yield per plant. 
For most variables, this treatment was not different than co-inoculation 
of S. eubayanus and F. mosseae which showed the highest colonization per-
centage. Therefore, the inhibitory effect on colonization is not affecting 
the general growth and production of the plants which received F. mosseae 
and T. pullulans inocula. 
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CONCLUSION

Some of the unexpected and challenging-to-interpret results obtained in 
our study underscore the complexity of agronomic research, where fungal 
and plant species, plant age, microbial interactions, and environmental 
conditions play critical roles. The experimental design employed allowed 
us to partially simulate conditions closer to those encountered by plant 
producers. The growth variables measured in seedlings failed to predict 
growth or production levels in mature plants, highlighting the importance 
of conducting in-vivo trials encompassing the plant’s productive age. The 
application of Funneliformis mosseae inoculum demonstrated a significant in-
crease in plant yield, despite the possibility that the inoculum was not fully 
infective. Inoculation with S. eubayanus CRUB2014 showed good result for 
plant yield and mycorrhizal colonization. Tausonia pullulans CRUB1772 
exhibited the ability to enhance plant growth and yield independently of 
its effects on mycorrhizal colonization, suggesting that this yeast may in-
dependently benefit tomato production. Although, we failed to observed 
synergist effect of yeast and mycorrhizal inoculation, we identified the yeast 
strains S. eubayanus CRUB2014 and Tausonia pullulans CRUB1772 as prom-
ising candidates to explore sustainable crop production practices.
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Resumen
Los hongos micorrizógenos arbusculares (HMA) constituyen un potencial 
microbiano, para su uso sostenible en la agroforestería y restauración 
ecológica. Actualmente en Perú la contribución de diversidad HMA es 
limitada y no existen reportes de la diversidad nativa de HMA asociados 
a plantas cultivadas de caoba (Swietenia macrophylla G. King), una 
especie forestal vulnerable, de interés en programas de reforestación y 
restauración ecológica. El objetivo de este estudio fue identificar la diver-
sidad de morfoespecies de HMA en plantas cultivadas de S. macrophylla 
G. King, así como el número de esporas y porcentaje de colonización 
de HMA en cinco zonas de muestreo ubicadas en los departamentos 
de Ucayali, San Martín y Huánuco. Se emplearon quince individuos de 
S. macrophylla G. King por cada zona de muestreo. Se identificaron 
35 morfoespecies de HMA en el área de estudio, encontrando mayor 
riqueza de morfoespecies en los distritos de Chazuta y Von Humbolth 
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departamento de San Martin y Ucayali respectivamente. Las especies 
de HMA predominantes fueron las de las familias Acaulosporaceae y 
Glomeraceae con 13 en cada familia. Ambispora reticulata se encontró 
en común para cuatro zonas de muestreo; mientras que 19 morfoes-
pecies se encontraron exclusivas de una zona de muestreo. El estudio 
reveló mayor número de esporas en las zonas de muestreo con plantas 
de menos de un año de establecimiento. El porcentaje de colonización
no varió significativamente entre los sitios, donde se encontraron en 
promedio 42% de colonización por HMA en raíces en todas las zonas 
de muestreo.

Palabras clave: Acaulosporaceae; agroforestal; caoba; diversidad; HMA; mor-
foespecies.

Abstract
Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) constitute a microbial resource with 
potential for sustainable application in agroforestry and ecological res-
toration. Currently in Peru, the documented diversity of AMF diversity is 
limited, and no prior reports exist on the native AMF diversity associated 
with cultivated plants of mahogany (Swietenia macrophylla G. King), 
a vulnerable forest species of interest in reforestation and ecological 
restoration programs. This study aimed to identify the diversity of AMF 
morphospecies in cultivated S. macrophylla plants, as well as the num-
ber of spores and the percentage of AMF root colonization across five 
sampling areas located in the departments of Ucayali, San Martín and 
Huánuco. Fifteen individuals of S. macrophylla G. King were sampled 
in each sampling area. Thirty-five AMF morphospecies were identified 
in the study areas, with the highest richness found in the districts of 
Chazuta and Von Humbolt, within the departments of San Martin and 
Ucayali, respectively. The most predominant AMF species belonged to 
the Acaulosporaceae and Glomeraceae families, with 13 species per 
family. Ambispora reticulata was found in common for four sampling 
areas; while 19 morphospecies were exclusive to a single sampling area. 
The study revealed a higher number of spores in the sampling areas 
with plants less than one year of age. The average percentage of root 
colonization by AMF was 42% and did not vary significantly among the 
sampling locations.

Keywords: Acaulosporaceae; agroforestry; AMF morphospecies; diversity; ma-
hogany.
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INTRODUCCIÓN

Los Hongos micorrícicos arbusculares (HMA) se asocian con el 72% de las 
plantas vasculares (Brundrett y Tedersoo, 2018). Estos microorganismos 
están presentes en la mayoría de los ambientes terrestres y en ciertos eco-
sistemas acuáticos a nivel global; desempeñan un papel esencial tanto en la 
salud de las plantas individuales como en el equilibrio de los ecosistemas 
(Öpik y Davison, 2016). Este grupo de organismos del suelo en simbiosis 
obligada es un componente ubicuo y funcionalmente crítico de los ecosis-
temas terrestres (Stürmer et al., 2018). Diversos estudios han demostrado su 
efectividad para mejorar la calidad del suelo, crecimiento, nutrición y cali-
dad de las plantas (Medina y Azcón, 2010; Ajeesh et al., 2017; Rodrigues et 
al., 2018; Falcón et al., 2021) protección contra plagas (Vallejos et al., 2021a; 
2021b), capacidad para la recuperación de pastizales (Jenqui et al., 2018), 
recuperación de suelos contaminados (Ramos, 2019) y en la restauración 
de áreas degradadas (Asmelash et al., 2016). 

En el Perú las investigaciones en HMA todavía son escasas y limitadas, 
más aún en el estudio de su diversidad. Asmelash et al., (2016) sostiene que 
los mejores efectos de inoculación de HMA se obtienen cuando los inóculos 
están compuestos de hongos nativos en lugar de exóticos; por lo que es 
importante conocer nuestra diversidad para su protección y uso posterior. 
Por ejemplo en el departamento de San Martín se ha reportado cinco espe-
cies nuevas para el filo Glomeromycotina encontradas en agroecosistemas 
de sacha inchi (Corazón, et al., 2019a; 2019b, 2019c, 2020) y una especie 
nueva en café (Corazón et al., 2022), lo que refleja un gran potencial para 
su estudio y posterior uso en la agricultura y agroforestería que permita 
fortalecer programas de recuperación de áreas degradadas y restauración 
con especies forestales nativas.

Swietenia macrophylla G. King es una especie maderable “considerada 
por muchos como la mejor madera para la ebanistería a nivel mundial” 
(Guillén, 2014), “es una especie que se encuentra amenazada y que en el 
año 2003 fue incluida en el Apéndice II de la Convención Internacional 
para el Comercio de Especies Amenazadas (CITES)”, desde entonces se 
ha propiciado el conocimiento de las políticas públicas relacionadas con la 
conservación de la caoba (Lombardi et al., 2003). Swietenia macrophylla G. 
King desarrolla simbiosis con HMA y permiten mejorar el crecimiento de 
plántulas (Reyes, 2011; Satyabrata y Santhoshkumar, 2020), sin embargo 
no existen estudios de la diversidad nativa en Perú asociadas a plantas 
cultivadas de S. macrophylla G. King en Perú. 

En tal sentido el presente estudio planteó como objetivo identificar la 
diversidad de morfoespecies de HMA asociadas a S. macrophylla G. King, 
en plantas cultivadas, así como el número de esporas y el porcentaje de co-
lonización considerando las variables biométricas de las plantas evaluadas 
en cinco zonas de muestreo de la Amazonía del Perú.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Área de estudio

Cinco parcelas de S. macrophylla G. King se seleccionaron en los depar-
tamentos de San Martín, Ucayali y Huánuco (Fig. 1). Los sitios estudia-
dos fueron: Chazuta (CH), Bello Horizonte (BH), Aucayacu (AU), y Von 
Humboldt (VH1 y VH2) (Tabla 1). El Servicio Nacional de Meteorología 
e Hidrología del Perú [SENAMHI], (2021) menciona que, las zonas de 
muestreo CH y BH son de clima lluvioso, con humedad abundante todas las 
estaciones del año; cuyas fluctuaciones térmicas van de 20°C a 32°C durante 
el año; con precipitación anual de 1502 mm. La zona AU presenta un clima 
de tipo muy lluvioso, cálido y con humedad abundante todas las estaciones 
del año, presenta precipitación anual de 2848 mm, temperatura máxima de 
30°C y mínima de 19°C (SENAMHI, 2021). Las zonas de muestreo VH1 y 
VH2 presentan un clima de tipo lluvioso, cálido y con humedad abundante 
todas las estaciones del año.

Fig. 1. Ubicación de zonas de muestreo en Perú en los departamentos de San Martin, 
Huanuco y Ucayali con las localidades de investigación [Chazuta (CH), Bello Horizonte 
(BH), Aucayacu (AU), y Von Humboldt (VH1 y VH2)].

Fig. 1. Geographic locations of the sampling areas in Peru, within the departments of 
San Martin, Huanuco and Ucayali, indicating the research localities [Chazuta (CH), Bello 
Horizonte (BH), Aucayacu (AU), and Von Humboldt (VH1 and VH2)].
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La temperatura máxima va entre 30°C, en verano y otoño y 32°C, en 
primavera; y la temperatura mínima, entre 20°C, en los meses de invierno, 
y 21°C, en primavera y verano. La precipitación anual es de 4283 mm.

Las parcelas de Chazuta y Bello Horizonte correspondían a parcelas 
experimentales conducidas por la dirección regional de San Martín del 
Instituto de Investigaciones de la Amazonía Peruana (IIAP) establecidas 
en predios de agricultores bajo un diseño de sistema agroforestal. La zona 
de muestreo CHA presentó asociaciones de S. macrophylla G.King (caoba) 
con Theobroma cacao L. (cacao), Simarouba amara Aubl. (marupa), Azadi-
rachta indica A.Juss. (nim) y Jatropha curcas L. (piñón lanco). La zona de 
muestreo BH presentó asociación de S. macrophylla G.King con T. cacao L., 
A. indica A.Juss. y J. curcas L.La parcela de Aucayacu correspondía a un 
predio privado conducido bajo un sistema agroforestal de S. macrophylla 
G.King con T. cacao L. y presencia de cobertura nativa no identificada. El 
historial de la parcela fue caña braval-purma de cetico-cacao con plátano, 
asociado en los primeros años con maíz-frejol-tomate. El abonamiento se 
realizaba tres veces por año empleando compost Tropimax, roca fosfórica, 
guano de isla, urea y sulfato de potasio. 

Las parcelas de Von Humboldt corresponden a ensayos experimentales 
del Instituto Nacional de Innovación Agraria, donde la parcela VH1 corres-
pondía a un sistema de plantación mixta a campo abierto, establecido en 
octubre de 2008, suelo gleysol, plano, con drenaje deficiente, con cobertura 
de Centrosema macrocarpum Benth., establecido en el 2° año de plantación. 
Asimismo, la parcela VH2 se estableció el 2002, como un sistema agrofo-
restal de cacao y arroz con especies forestales en línea. Su cobertura inicial 
fue de “mucuna”, la cual fue reemplazada posteriormente por Centrosema 
macrocarpum Benth., esta parcela corresponde a un suelo inceptisol, fisio-
grafía colinosa y buen drenaje. Al momento del muestreo, solo se observaba 
el componente de cacao y las especies forestales.

Tabla 1. Descripción de los sitios muestreados; altura de localidad y año de establicimiento de la 
plantacion de Swietenia macrophylla.

Table 1. Description of the sampling sites, altitude, and year of establishment of the Swietenia 
macrophylla plantation.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment 

AU

BH

CH

VH1

VH2

Huánuco

San Martín

San Martín

Ucayali

Ucayali

591

332

262

247

236

Aucayacu

Bello Horizonte

Chazuta

Alexnder Von Humboldt

Alexander Von Humboldt

2005

2017

2017

2008

2002

Código Año de instalaciónLocalidad Altitud (msnm)Departamento
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Muestreo

El muestreo se realizó entre abril y mayo del 2018, correspondiente a la 
estación de otoño. En cada sitio se seleccionaron quince plantas de S. ma-
crophylla G.King, (Tabla 2), de las cuales se seleccionaron ocho plantas para 
el muestreo de raíces. 

El muestreo de suelo consistió en extraer cuatro submuestras de cada 
planta, siguiendo la dirección de los puntos cardinales, cada uno distancia-
dos del tronco a la mitad de la proyección de la copa, a una profundidad de 
20 cm. Las muestras se obtuvieron con un muestreador de suelo.

El muestreo de raíces se realizó siguiendo las direcciones de las raíces 
de la planta de caoba (S. macrophylla G.King), con el objeto de ubicar raici-
llas de máximo 1 mm de espesor hasta contar con 30 segmentos de 1 cm por 
planta. Las raíces fueron conservadas en alcohol al 50% hasta su evaluación. 

Análisis de suelo

Por cada parcela, las sub muestras de suelo de las 15 plantas se homogeniza-
ron extrayendo 1 kg de muestra compuesta por sitio, para el análisis fisico-
químico. Para cada muestra se midieron las siguientes variables: potencial 
de hidrógeno (pH) en agua, materia orgánica (MO), nitrógeno (N), fosforo 
(P) y potasio (K) total, clase textural (Tabla 3), capacidad de intercambio 
catiónico (CIC) y cationes cambiables (Tabla 4). 

Tabla 2. Altura, diámetro y proyección de copa de plantas de Swietenia macrophylla, en los sitios 
de muestreo. DAP: Diámetro a la altura de pecho. Media + error estándar de 15 plantas. 

Table 2. Height, diameter and crown diameter of Swietenia macrophylla in the sampling sites. DAP: 
Diameter at breast height. Mean + standard error of 15 plants.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment 

AU

BH

CH

VH1

VH2

21,70 + 0,91

1,33 + 0,06

1,45 + 0,09

8,51 + 0,49

12,25 + 0,73

32,36 + 2,21

  9,32 + 0,71

15,83 + 0,83

3,87 + 0,13

3,41 + 0,21

4,62 + 0,14

0,53 + 3,28

0,58 + 3,54

1,90 + 0,11

2,55 + 0,19

Código Proyección de copa (m)Diámetro basal (cm) DAP (cm)Altura (m)
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Evaluación de esporas

Las esporas se extrajeron de la homogenización de las cuatro sub muestras 
tomadas de cada una de las 15 plantas, para lo cual se tamizó en una malla 
de 4mm de espesor. Se evaluaron 3 repeticiones de 20 g (balanza marca 
OHAUS, modelo Adventurer Pro AV3102) por cada muestra compuesta 
a través del método de Sánchez et al. (2010) que consistió en el tamizado 
y decantado por vía húmeda de los propágulos del hongo, los que se re-
colectaron sobre tamices de 250 y 45 µm de apertura y se separaron por 
centrifugación (centrífuga: marca Hettich, modelo Rotina 420 R) despues 
de establecer dos gradientes en los tubos de centrifugación: en el fondo 
una solucion de azucar de 70% sobre el tamizado con algo de agua. Por la 
centrifugación, las esporas se concentran en la superficie de la solucion de 
azucar. Las esporas se sacaron de la superficie del gradiente de azucar con 
una jeringa, se pasaron a un tamiz de 45 micro de apertura para lavarlas 
con agua. Luego se pasaron las esporas con algo de agua a una caja de Petri 
en donde se realizó el conteo utilizando para guiar una red de líneas en el 
fondo fuera de la caja de Petri.

Tabla 4. Capacidad de intercambio catiónico (CIC) y cationes cambiables de suelos en los sitios 
muestreados.

Table 4. Cation-exchange capacity (CIC) and exchangeable cations of soils in the sampling sites.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

AU

BH

CH

VH1

VH2

Laboratorio de Análisis de Suelos, Plantas, Agua y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria la Molina. 2018. CIC: Capacidad 
de intercambio catiónico.

Soil, Plant, Water, and Fertilizer Analysis Laboratory of the National Agrarian University of La Molina. 2018. CIC: Cation exchange 
capacity.

11,52

6,40

28,00

19,20

17,60

1,57

0,63

3,55

1,93

2,55

0,06

0,10

0,13

0,09

0,07

7,54

3,13

23,90

7,81

9,76

0,16

0,12

0,42

0,18

0,17

0,10

0,10

0,00

1,35

0,55

Zona de
muestreo

CIC
(meq/100g) Ca+2 K+Mg+2 Na+ Al+3 + H+

Cationes cambiables (meq/100g)

Tabla 3. Propiedades fisicoquímicas del suelo en sitios de muestreo.

Table 3. Physicochemical soil properties in the sampling sites. 

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

AU

BH

CH

VH1

VH2

Laboratorio de Análisis de Suelos, Plantas, Agua y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria la Molina. 2018. pH: potencial 
de hidrógeno en agua; M.O: materia orgánica. N, P, K: nitrógeno, fósforo y potasio totales.

Soil, Plant, Water, and Fertilizer Analysis Laboratory of the National Agrarian University of La Molina. 2018. pH: potential of 
hydrogen in water; O.M: organic matter. N, P, K: total nitrogen, phosphorus, and potassium. Laboratorio de Análisis de Suelos, 
Plantas, Agua y Fertilizantes de la Universidad Nacional Agraria la Molina. 2018. pH: potencial de hidrógeno en agua; M.O: 
materia orgánica. N, P, K: nitrógeno, fósforo y potasio totales.

5,61

4,90

6,03

4,73

4,91

9,7

4,2

9,2

2,5

2,6

1,93

1,25

3,00

2,55

1,90

92

52

223

90

94

0,11

0,10

0,22

0,12

0,10

Franco

Franco arenoso

Arcilloso

Franco arcilloso

Franco arcilloso

Zona de
muestreo pH MO (%) N (%) P (ppm) K (ppm) Textura
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Se utilizó un estereomicroscopio a 45x de aumento (estereoscopio Tri-
nocular, marca Olympus, modelo SZ61) para identificar las esporas. Para 
el cálculo del número de esporas por 100 g de suelo seco se secaron 20 g 
de suelo de cada una de las 15 muestras aplicando la siguiente fórmula de 
Sánchez et al. (2010):

Donde: 
Peso muestra = peso de la muestra de donde se extraen las esporas,
Pi = peso inicial de la muestra usada para determinar humedad,
Pf = peso final de la muestra usada para determinar humedad. 

Evaluación de porcentaje de colonización

Se seleccionarón al azar 30 segmentos de 1 cm de raíces de S. macrophylla G. 
King de cada uno de los árboles muestreados, las cuales fueron colocados 
en tubos de ensayo debidamente rotulados, se siguió el método descrito 
por (Lugo et al., 2018; Rodriguez et al., 2015) que consistió en el aclarado 
de las raíces con KOH al 10% por 6 horas, realizando recambio de KOH 
antes del ingreso al baño maría (marca: Gemmyco, modelo: YCW-010E) 
donde se calentaron por 30 minutos a temperatura de 90ºC. Posteriormente 
se eliminó el KOH y se agregó agua oxigenada diluida al 6%, por 30 minu-
tos, culminado el tiempo se enjuago tres veces con agua. Para el teñido de 
raíces se agregó una solución conteniendo colorante de tinta Parker 5% y 
se llevó a baño maría por 1 min a 90°, culminado este proceso se descartó 
el tinte y se enjuago con agua por tres veces, luego se agregó la solución 
de lactoglicerol para eliminar el exceso de tinta y se dejó por 7 horas. Las 
raíces teñidas se distribuyeron en placas Petri, luego se realizó el montaje 
en láminas portaobjetos previamente rotulados en 10 segmentos de 1 cm y 
se añadió lactoglicerol, se cubrió las raíces con láminas cubreobjetos y se 
selló con esmalte transparente.

La determinación del porcentaje de colonización se realizó según la 
metodología de Ruiz y Rojas (2011). El porcentaje de colonización fúngi-
ca se contabilizó como porcentaje de densidad visual de colonización de 
raices como descrito por anteriores autores. Las fotografías de estructuras 
de HMA encontradas en raíces se tomaron con la cámara Zeiss AxioCam 
ERc 5S.

Nº esporas = 100x x
Esporas contadas

Peso muestra
Pi
Pf

https://www.zotero.org/google-docs/?wX2X17
https://www.zotero.org/google-docs/?wX2X17
https://www.zotero.org/google-docs/?wX2X17
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Identificación de especies HMA

Para la identificación de morfoespecies de HMA se separaron esporas de 
25 g de muestra de suelo como se describio arriba, una muestra compuesta 
de cada sitio. Las esporas se colectaron primero en una caja de Petri con 
agua y de esta se transfirieron los consorcios de morfotipos de esporas a 
láminas portaobjeto para microscopio con dos gotas de agua con ayuda de 
una pipeta. Despues de la evaporacion del agua se colocó una mezcla de 
alcohol polifenilico con ácido láctico (Koske y Tessier, 1983) y se taparon 
con cubre objeto y se dejaron secar. De estas láminas permanentes se ob-
servaron los morfotipos de HMA en un microscopio “Leitz Laborlux 8” a 
100x y 400x de aumento y se tomaron fotos de esporas representativas con 
una cámara Nikon Coolpix 4500”, fijada al microscopio. La identificación 
se hizo considerando la formacion tipica de las esporas, las estructuras 
de sus paredes y de las conexiones hifales. La organización taxonómica 
a nivel de género fue según Wijayawardene et al. (2022). A nivel de mor-
fo-especies se siguio los trabajos de Oehl et al. (2011), Błaszkowski (2012) 
y las descripciones posteriores de especies nuevas de hongos HMA (vease 
Dr. Janusz Blastkowski: https://zor.zut.edu.pl/Glomeromycota_2/Home.
html). Las placas de microscopía se encuentran en la colección privada del 
Dr. Ewald Sieverding, en Alemania. La colección de las placas tienen los 
números 6372 hasta 6376 para el sitio Bello Horizonte (BH), 6377 hasta 
6378 para Aucayacu (AU), 6379 hasta 6381 para Chazuta (CH), 6382 hasta 
6386 para Von Humboldt 1 (VH 1) y 6387 hasta 6393 para Von Humboldt 
2 ((VH 2). Notas de cada placa se encuentran en su Libro de Laboratorio 
“Mykorrhiza Nr. 7”, páginas 148-156. 

Análisis estadístico

El análisis estadístico se realizó utilizando el software R versión 4.3.2 (R 
Core Team, 2023). Se aplicó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis 
del paquete agricolae (Versión 1.3-7), para comparar las diferencias entre 
las cinco zonas de muestreo (AU, BH, CH, VH1 y VH2) y efectuar las 
comparaciones post hoc, con un nivel de significación global de α = 0,05.

RESULTADOS

Identificación y riqueza de especies de HMA

En este estudio se registraron un total de 35 morfoespecies de HMA, distri-
buidas en 12 géneros, 8 familias y 5 órdenes (Tabla 5 y 6). Siete morfo-es-
pecies se identificaron a nivel de género, dado que las esporas en estudio 
no se clasificaban con las descritas previamente, indicando un potencial de 
registro de nuevas especies. En las zonas de muestreo CH y AU se identificó 
una Endogone sp., no incluida en las tablas 5 ni 6, por ser un género que 
forma ect-endo-micorriza. 
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Ambispora reticulata fue la especie más ubicua, encontrándose en cuatro 
zonas de muestreo; además Acaulospora longula, A. morrowiae, A. scrobiculata, 
Glomus ambisporum, G. heterosporum, Rhizoglomus fasciculatum y Paraglomus 
occultum se encontraron en tres zonas de muestreo. Diecinueve especies se 
encontraron exclusivas en una de cada localidad muestreada. Las zonas de 
muestreo CH y VH1 presentaron mayor riqueza de morfoespecies (Tabla 7). 

Los géneros con más altos números de especies fueron Acaulospora 
y Glomus, con 12 y 7 morfoespecies respectivamente (Fig. 2). El género 
Acaulospora, presentó mayor número de especies, en las zonas de muestreo, 
con plantas de menor tiempo de establecimiento: BH, CH y VH1 (Tabla 5). 

Tabla 5. Ocurrencia de especies (+) de Hongos Micorrhizógenos Arbusculares en la rizósfera de 
Swietenia macrophylla en las diferentes localidades. Aquí las de los órdenes Archaeosporales y Di-
versisporales. Para abreviaciones de sitios véase Tabla 1. 

Table 5. Occurrence of species (+) of Arbuscular Mycorrhizal Fungi species in the rhizosphere of 
established Swietenia macrophylla plants at the different sampling localities. Here those belonging 
to the Archaeosporales and Diversisporales orders. For sampling site abbreviations, see Table 1.

Sequence Country
 

ARCHAEOSPORALES

Ambisporaceae

Ambispora reticulata

Ambispora sp (no identificada amarilla de 70-80 um)

Archaeosporaceae

Archaeospora undulata

Archaeospora sp.

DIVERSISPORALES

Acaulosporaceae

Acaulospora cavernata

Acaulospora kentinensis

Acaulospora lacunosa

Acaulospora longula

Acaulospora mellea

Acaulospora morrowiae

Acaulospora rugosa

Acaulospora scrobiculata

Acaulospora tuberculata

Acaulospora sp. (no conocida con depresiones regulares y espinas)

Acaulospora sp. (no conocida espora alargada morena)

Acaulospora sp (no conocida espora oblonga amarilla con pared fina)

Kuklospora colombiana

Diversisporaceae

Diversispora epigaea

Diversispora spurca

Pacisporaceae

Pacispora scintillans

Morfoespecies identificadas por Ewald Sieverding.

Morphospecies identified by Ewald Sieverding.

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Orden / Familia / Especie VH2CH VH1BHAU
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Tabla 6. Ocurrencia de especies (+) de Hongos Micorrhizógenos Arbusculares en la rizósfera de 
plantas establecidas de Swietenia macrophylla en las diferentes localidades. Aquí las de los órdenes 
Entrophosporales, Glomerales y Paraglomerales. Para abreviaciones de sitios de muestreo vease 
Tabla 1.

Table 6. Occurrence of species (+) of Arbuscular Mycorrhizal Fungi species in the rhizosphere of 
established Swietenia macrophylla plants at the different sampling localities. Here those belonging to 
the Entrophosporales, Glomerales and Paraglomerales. For sampling site abbreviations, see Table 1.

Sequence Country
 

ENTROPHOSPORALES

Entrophosporaceae

Entrophospora etunicata

GLOMERALES

Glomeraceae

Dominikia aurea

Glomus ambisporum

Glomus brohultii

Glomus heterosporum

Glomus macrocarpum

Glomus sp. (no identificada espora hialina de 60 um)

Glomus sp. (no identificada con pared gruesa y espinas)

Glomus sp. (no identificada similar a Oehlia diaphana)

Oehlia diaphana

Rhizoglomus fasciculatum

Rhizoglomus irregulare

Sclerocystis clavispora

Sclerocystis coremioides

PARAGLOMERALES

Paraglomeraceae

Paraglomus occultum

Morfoespecies identificadas por Ewald Sieverding.

Morphospecies identified by Ewald Sieverding.

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Orden / Familia / Especie VH2CH VH1BHAU

Tabla 7. Número de especies de HMA de cada familia de HMA en los diferentes sitios de muestreo. 
Para abreviaciones de sitios véase Tabla 1.

Table 7. Number of AMF species found from each AMF family in the different sampling sites. For 
site abbreviations, see Table 1.

Sequence Country
 

Ambisporaceae

Archaeosporaceae

Acaulosporaceae

Diversisporaceae

Pacisporaceae

Entrophosporaceae

Glomeraceae

Paraglomeraceae

Riqueza de especies

1

0

2

0

0

0

2

0

5

1

0

6

1

0

0

5

1

14

1

1

6

0

0

1

6

1

16

1

0

5

1

1

1

7

0

16

2

1

3

0

0

0

2

1

9

Familias VH2CH VH1BHAU
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Las familias Acaulosporaceae y Glomeraceae, presentaron la mayor 
riqueza de morfoespecies, con 13 por cada una, seguido por las familias 
Ambisporaceae, Archeosporaceae y Diversisporaceae con 2 morfoespecies 
respectivamente, mientras que las familias Entrophosporaceae y Pacispo-
raceae tuvieron menor registro con una morfoespecie (Tabla 5 y 6). 

Número de esporas

El número de esporas se encontró en un rango de 100 a 2900 esporas en 
100 g de suelo seco. La prueba de Kruskal y Wallis detectó diferencias 
significativas (p<0,01) en relación con las zonas de muestreo (Fig. 3). La 
comparación post hoc de rangos indicó la formación de tres grupos, ob-
servándose mayor número de esporas en las zonas de muestreo BH, CH y 
VH1 con plantas de 1 a 10 años de establecidas comparativamente con las 
zonas de muestreo VH2 y AU con plantas de 13 y 16 años de establecidas. 

Porcentaje de colonización

El porcentaje de colonización en S. macrophylla G. King en las zonas de 
muestreo presentó una media de 42%. La prueba de Kruskal y Wallis no 
detectó diferencias significativas (p=0,36) para esta variable entre zonas 
de muestreo.

Fig. 2. Riqueza de morfoespecies de HMA en los géneros de Glomeromycotina en el área 
de estudio (Nº especies/género).

Fig. 2. Richness of AMF morphospecies in the genera of Glomeromycotina in the study 
area (Nº of species/genus).
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DISCUSIÓN

Los resultados de esta investigación incrementan la información de la di-
versidad de HMA en la Amazonía peruana. En este trabajo se reporta 35 
morfoespecies distribuidas en 12 géneros, a partir de cinco zonas de mues-
treo (Tabla 5 y 6), este valor es mayor a los registrados en México y China 
(Shi et al., 2006; Rodríguez-Morelos et al., 2014), evidenciando un gran 
potencial de registro de nuevas especies en Perú, que podría contribuir a 
ampliar al conocimiento del phylum Glomeromycotina. De las morfoespe-
cies presentadas en este trabajo A. scrobiculata, se reporta en tres zonas de 
muestreo, es una especie ubicua, dado que ha sido detectada en siete conti-
nentes (Stürmer et al., 2018). Se encontró mayor riqueza de morfoespecies 
en zonas de muestreo CH y VH1, donde el porcentaje de materia orgánica 
fue mayor, pudiendo ser uno de los factores que explica, la mayor riqueza 
de morfoespecies en estas zonas. Shao et al. (2024) encontraron correlacio-
nes significativas, entre la diversidad y abundancia de las comunidades de 
HMA con la materia orgánica del suelo en China. 

A nivel de géneros Acaulospora y Glomus fueron los géneros más pre-
dominantes en número de especies HMA, resultados similares se reportan 
en el Neotrópico, México, Cuba y China (Araújo et al., 2019; Pontes et al., 
2017; Stürmer et al., 2018; Wang et al., 2019). 

Fig. 3. Numero promedio de esporas de HMA en 100 g de suelo seco en las localidades 
de muestreo (medio número + error estándar). Para abreviaciones de localidades véase 
Fig. 1. Barras con letras distintas muestran diferencias estatidisticas a p<0,01.

Fig. 3. Mean number AMF spores per 100 g of dry soil in the sampling localities (mean 
+ standard error). For locality abbreviations of locations see Fig. 1. Bars with different 
letters indicate statistical differences p<0,01.

https://www.zotero.org/google-docs/?2kK6QO
https://www.zotero.org/google-docs/?2kK6QO
https://www.zotero.org/google-docs/?2kK6QO
https://www.zotero.org/google-docs/?2kK6QO
https://www.zotero.org/google-docs/?2kK6QO
https://www.zotero.org/google-docs/?2kK6QO
https://www.zotero.org/google-docs/?2kK6QO
https://www.zotero.org/google-docs/?u7mmfl
https://www.zotero.org/google-docs/?u7mmfl
https://www.zotero.org/google-docs/?u7mmfl
https://www.zotero.org/google-docs/?qGkJIV
https://www.zotero.org/google-docs/?qGkJIV
https://www.zotero.org/google-docs/?zjp9gL
https://www.zotero.org/google-docs/?zjp9gL
https://www.zotero.org/google-docs/?zjp9gL
https://www.zotero.org/google-docs/?zjp9gL
https://www.zotero.org/google-docs/?zjp9gL
https://www.zotero.org/google-docs/?zjp9gL
https://www.zotero.org/google-docs/?zjp9gL
https://www.zotero.org/google-docs/?zjp9gL
https://www.zotero.org/google-docs/?zjp9gL
https://www.zotero.org/google-docs/?zjp9gL
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El género Acaulospora reportó mayor número de especies, en las zonas 
de muestreo con plantas de menor tiempo de establecimiento, resultados 
similares fueron encontrados en hábitat natural de S. macrophylla G. King 
(Rodríguez-Morelos et al., 2014), probablemente porque especies de este 
género se reproducen rápido bajo condiciones tropicales can altas tempe-
raturas y lluvias. Acaulosporaceae y Glomeraceae se reportan como más 
predominantes en la zona tropical de América del Sur (Cofré et al., 2019). 

El número promedio de esporas registrado alrededor del hospedante 
S. macrophylla G. King fue de 1023 por 100 g de suelo seco, mayor a lo 
reportado en bosques naturales y plantados en tres diferentes altitudes en 
China (Shi et al., 2006), en un bosque natural de la India (Dhar y Mridha, 
2006) y en plantas establecidas de cinco años de edad en Manaos (Hara et 
al., 2021). En este trabajo encontramos mayor número de esporas en las 
zonas de muestreo CH, BH y VH1 con plantas jóvenes, comparado con las 
zonas de muestreo AU y VH2 con plantas adultas, estos resultados fueron 
contrarios a los encontrados por Rodríguez-Morelos et al. (2014). Se debe 
considerar también que la formación de esporas también depende de las 
condiciones edáficos de los suelos, aún en este estudio no se encontraron 
correlaciones expresas entre características del suelo y números de esporas. 
Un menor número de esporas en la zona de muestreo AU probablemente 
se deba a un menor grado de estrés en las plantas de S. macrophylla G. King 
bajo el sistema agroforestal. Este resultado concuerda con lo reportado por 
Araújo et al. (2019), quienes encontraron una menor cantidad de esporas 
en un bosque nativo, sugiriendo que los bajos valores se asocian con la 
estabilidad de los ecosistemas naturales. Adicionalmente, es posible que 
tanto la altitud como el mes de colecta hayan influido en la menor canti-
dad de propágulos en esta zona. Ramírez-Gómez et al. (2019), encontraron 
una correlación negativa entre el número de esporas y la altitud durante 
la época de lluvias, observando una menor cantidad de esporas a mayor 
altitud en este periodo.

Se requiere investigación adicional para comprender este resultado 
de porque haya tanta diferencia en la producción de esporas entre sitios. 
Pontes et al. (2017) señalan que algunas especies de HMA pueden producir 
una gran cantidad de esporas, mientras que otras generan pocas, incluso 
con una biomasa micelial similar. Así, en este estudio en los sitios AU 
y VH2 con menor número de esporas, hubo menos especies del género 
Glomus que es conocido de producir altos números de esporas; también se 
sabe que con más edad de cultivación hay una sucesión en la ocurrencia en 
géneros y especies de HMA que puede tener efectos sobre la esporulación 
(Oehl et al. 2009). Esta variabilidad puede depender de diversos factores, 
como las estrategias de vida de las especies, las características del entorno 
del suelo, los socios simbióticos, así como la humedad y las fluctuaciones 
de temperatura a lo largo de diferentes años.

https://www.zotero.org/google-docs/?blj8Je
https://www.zotero.org/google-docs/?blj8Je
https://www.zotero.org/google-docs/?blj8Je
https://www.zotero.org/google-docs/?9Y1gRu
https://www.zotero.org/google-docs/?9Y1gRu
https://www.zotero.org/google-docs/?9Y1gRu
https://www.zotero.org/google-docs/?GootI4
https://www.zotero.org/google-docs/?GootI4
https://www.zotero.org/google-docs/?GootI4
https://www.zotero.org/google-docs/?ksGjno
https://www.zotero.org/google-docs/?ksGjno
https://www.zotero.org/google-docs/?ksGjno
https://www.zotero.org/google-docs/?ksGjno
https://www.zotero.org/google-docs/?FzdzUC
https://www.zotero.org/google-docs/?FzdzUC
https://www.zotero.org/google-docs/?FzdzUC
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En cuanto a la colonización en las raíces de S. macrophylla G. King, se 
observó colonización por estructuras de hongos micorrízicos (hifas, arbús-
culos y vesículas) con un promedio de 42%, sin diferencias entre plantas 
jóvenes o de mayor edad, ni dependiendo de las características de suelos. El 
grado de colonización de raíces con HMA es superior a los encontrados en 
China (Shi et al., 2006), pero menores a los encontrados en Manaos (Hara et 
al., 2021). Nuestros resultados pueden indicar que S. macrophylla G. King 
es una especie de árbol que se asocia rápido can diferentes especies nativas 
de HMA independiente de los géneros o familias de HMA. 

CONCLUSIONES

Este estudio proporciona el primer reporte de morfoespecies de HMA en 
plantas cultivadas de S. macrophylla en la Amazonia de Perú, información 
que permitirá incrementar el reporte de morfoespecies de HMA en Perú y 
contribuir al entendimiento de la distribución de estos microorganismos, su 
uso potencial y conservación. Es importante destacar que aparentemente la 
colonización de raíces en plantas jóvenes es rápida y que resulta en rápida 
reproducción de esporas de HMA. Además, este estudio mostró una colo-
nización estable durante el crecimiento de las plantas, desde el primer año 
hasta su etapa adulta. En este sentido, se debe investigar las ventajas que 
ofrece la inoculación de plantas en vivero, para incrementar la producción 
de biomasa en campo, o si fuera suficiente sembrar plantas sin inoculación 
de HMA. Para ello, se propone realizar ensayos en diferentes suelos de la 
región, comparando estos dos sistemas.
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Abstract
The act of consuming any part of fungi is termed mycophagy. Certain 
basidiomes contain highly nutritious elements, such as proteins, vita-
mins, and minerals, which can be extremely valuable in the animal diet. 
Mycophagous behavior in animals is well-documented in ethological 
studies; however, due to the scarcity of macrofungi experts in Brazil, the 
fungal species consumed are often not identified. The Tijuca National 
Park (TNP) is a fragment of the Atlantic Forest located in the city of Rio 
de Janeiro (Brazil), covering an area of 3,953 hectares. The Refauna As-
sociation works within TNP to restore ecological interactions in the area 
through the reintroduction of vertebrate species previously present in 
the region. One of the reintroduced species is the yellow-footed tortoise 
(Chelonoidis denticulatus), a terrestrial chelonian. Several studies have 
documented the mycophagous behavior of chelonians; however, it is 
important to emphasize the lack of studies dedicated to identifying the 
fungal species comprising their diet. In November 2021, cafeteria-style 
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feeding trials were conducted with Refauna’s yellow-footed tortoises, 
in which they were offered the macrofungi collected from TNP were 
offered to the animals. A total of 21 basidiomycete specimens represent-
ing 13 taxa, were collected and offered. The morphology of the offered 
macrofungi was highly diverse, including agaricoid mushrooms, jelly 
fungi, gasteroid fungi (earthstar and sequestrate form), and coralloid 
fungi. The macrofungi were offered to seven individual tortoises, and 
only one rejected the offered mushrooms. Basidiomes from ten species 
were consumed by the tortoises, while three were either rejected or 
only partially accepted.

Keywords: Animal diet; chelonian; fauna reintroduction; fungi; fungivory.

Resumen
El acto de consumir cualquier parte de los hongos se denomina mi-
cofagia. Algunos basidiomas contienen elementos altamente nutritivos, 
como proteínas, vitaminas y minerales, que pueden ser extremadamente 
valiosos en la dieta animal. El comportamiento micofágico de animales 
está bien documentado en estudios etológicos; sin embargo, debido a 
la escasez de expertos en macrohongos en Brasil, las especies fúngicas 
consumidas a menudo no son identificadas. El Parque Nacional de Tijuca 
(PNT) es un fragmento de la Mata Atlántica ubicado en la ciudad de Río 
de Janeiro (Brasil), con una extensión de 3.953 hectáreas. La Asociación 
Refauna trabaja en el PNT para restaurar las interacciones ecológicas 
del área mediante la reintroducción de especies de vertebrados que 
previamente existían en la región. Una de las especies reintroducidas 
es la tortuga de patas amarillas (Chelonoidis denticulatus), un quelonio 
terrestre. Diversos estudios han documentado el comportamiento mi-
cofágico de los quelonios; sin embargo, es importante resaltar la falta 
de estudios dedicados a la identificación de las especies de hongos 
consumidas por estos animales. En noviembre de 2021, se realizaron 
experimentos de prueba alimentaria con las tortugas de patas amarillas 
de Refauna, a las que se les ofrecieron macrohongos recolectados en el 
PNT. Se recolectaron y ofrecieron un total de 21 especímenes de basidi-
omycetes representando 13 taxones. La morfología de los macrohongos 
ofrecidos fue altamente diversa, incluyendo hongos agaricoides, hongos 
gelatinosos, hongos gasteroides (estrella de tierra y forma sequestrada) 
y hongos coraloides. Los macrohongos fueron ofrecidos a siete tortugas 
individuales, y solo una tortuga no aceptó los macrohongos ofrecidos. 
Los basidiomas de diez especies fueron consumidos por las tortugas, 
mientras que tres fueron rechazados o consumidos solo parcialmente 
aceptados.

Palabras clave: Dieta animal, fungivoría, hongos, quelonio, reintroducción 
de fauna.
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INTRODUCTION

Numerous animals feed on fungi, including invertebrates and vertebrates, 
and in some cases, fungi constitute their primary food source. Fungi serve 
as a food resource in forests and woodlands, providing protein and phos-
phorus, essential substances for many animals. The act of consuming any 
part of fungi is known as mycophagy (Longvah & Deosthale, 1998; Han-
son et al., 2003; Trierveiler-Pereira et al., 2016; Elliott & Vernes, 2019). 
In addition to having caloric value, several mushrooms contain organic 
compounds that are important in the physiology of small mammals. An 
example of this is ergosterol, which plays a relevant role as a precursor to 
hormones (Milazzo, 1965; Shivrina et al., 1968; Catalfomo & Trappe, 1970). 
Some fungi may also contain vitamins such as biotin, niacin, pantothenic 
acid, and riboflavin (Furlani & Godoy, 2007; Cheung, 2010).

According to the review presented by Elliott et al. (2019) on myco-
phagy in reptiles, 32 species of chelonian consume fungi. Tortoises have 
the ability to store water inside their bodies during dry periods and then 
reabsorb the liquid gradually. Since the basidiomas of fungi can be made 
up of up to 90% water, the consumption of mushrooms by the tortoises 
may assist with body hydration (Elliott et al., 2019). It has also been ob-
served that some species of the genus Kinixys (Bell, 1827) (African tortoises) 
showed an increase in growth rate when regularly consuming macrofungi 
(Mifsud & Stapleton, 2014).

In Brazil, two native species of land tortoises occur in the Atlan-
tic Forest, namely: Chelonoidis carbonaria (Spix, 1824) and C. denticu-
latus (Linnaeus, 1766) (Sobral-Souza et al., 2017). Jerozolimski (2005), 
in a study on the diet of wild populations of yellow-footed tortoise (C. 
denticulatus) and red-footed tortoise (C. carbonaria) in the state of Pará 
(Northern Brazil), found that macrofungi are considered the most im-
portant food for adult C. denticulatus individuals during the wettest 
season of the year. Additionally, fragments of macrofungi were found 
in 50% of the fecal samples, but fungal species were not identified. 
The yellow-footed tortoise is now locally extinct in many forests in Brazil, 
such as in the Tijuca National Park (Rio de Janeiro), where it is believed 
that the extinction occurred more than 200 years ago. In this location, the 
research project (now Association) ‘Refauna’ has been working on the rein-
troduction of the species into the park since 2018, with attempts involving 
more than 50 individuals (Fernandez et al., 2017; Dorigo, 2021; Bragança 
& Menegassi, 2022; Santos et al., 2022; Refauna, 2024).

To ensure the success of reintroductions, monitoring the adaptation 
of reintroduced animals is of utmost importance, aiming to observe the 
interactions and functions that may have been lost, since generalist species, 
such as the yellow-footed tortoise, have many ecological associations (Cid 
et al., 2014; Genes et al., 2017).
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As knowledge about the animal’s diet is crucial for ensuring the suc-
cess of wildlife reintroduction programs, considering the importance of the 
mycophagous habit for species of tortoises and the gaps in knowledge about 
animals that consume macrofungi, this study was developed with the aim 
of contributing to the understanding of this topic in Brazil, identifying the 
fungal species consumed by the yellow-footed tortoise.

MATERIAL AND METHODS

The Tijuca National Park (TNP) is located in the central-south region 
of the State of Rio de Janeiro, within the municipality of Rio de Janeiro, 
covering an area of 3,953 hectares (Fig. 1). The forest fragment of TNP is 
part of the Atlantic Forest biome and constitutes the largest restored urban 
forest in the world (Zago et al., 2020). According to the Köppen-Geiger 
classification (Peel et al., 2007), the climate is Af (superhumid tropical), 
which contributes to the development of a considerable number of mac-
rofungal species. 

Cafeteria-style feeding trials were conducted with Chelonoidis denticula-
tus individuals over four days in November 2021. While trekking through 
different areas of TNP in search of tortoises monitored by the project, large 

Fig. 1. Study area, Tijuca National Park (Rio de Janeiro, Brazil).

Fig. 1. Área de estudio, Parque Nacional Tijuca (Río de Janeiro, Brasil).



Lilloa 62 – Supl. N° 2 (2025): “Interacciones biológicas en un mundo cambiante”, 97-109 101

basidiomes found were photographed from different angles (both in situ 
and ex situ), collected from the substrate with the aid of a pocket knife, and 
placed into collection bags and/or plastic boxes with individual compart-
ments (Lodge et al., 2004). Duplicates of the collections were separated to 
be offered to the tortoises on the same day (fresh basidiomes). The macro-
fungal species were offered one at a time, and no other food was provided 
except for the macrofungi.

The reintroduced tortoises (six adults, four females and two males) 
in TNP were located in the forest with the aid of radio transmitters. One 
male individual (Xuanwu, No 63) that had not yet been reintroduced in 
the forest participated in the experiment within an enclosure. All tortois-
es involved in the study (seven in total) were identified by a name and a 
number. After locating the tortoises, the basidiomes collected during the 
trails were offered to them (Fig. 2), and their behavior in response to the 
offering was observed. The study used direct observation of mycophagic 
events to gather data (classified as consumed, partially consumed, or not 
consumed, irrespective of time), and Refauna holds all necessary permits 
to conduct the experiments. Data analysis was carried out qualitatively, 
aiming to identify the fungal species consumed.

Duplicates of the specimens offered to the tortoises were dehydrated, 
analyzed macro- and microscopically in the laboratory (LEMic-UFSCar), 
and then prepared for herbarium preservation (Wu et al., 2004). Morpho-
logical analyses were carried out following traditional methods for studying 
macrofungi (Largent et al., 1977; Largent, 1986; Singer, 1986; Pegler, 1997). 
The vouchers are deposited in the Mycological Collection of the SPSC 
Herbarium at UFSCar.

Fig. 2. Fresh basidiomes were offered directly from our hands (A) or were left in front of 
the tortoises (B). Photos: A. Larissa Trierveiler-Pereira; B. Amanda Prado-Elias.

Fig. 2. Basidiomas frescos fueron ofrecidos directamente desde nuestras manos (A) o 
fueron dejados frente a las tortugas (B). Fotos: A. Larissa Trierveiler-Pereira; B. Amanda 
Prado-Elias.
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RESULTS AND DISCUSSION

During the feeding trials, six individuals of C. denticulatus con-
sumed the offered basidiomes: Magali (No 38), Venus (No 15), Far-
ol (n° 17), Grizzy (No 07), Iara (No 22), and Xuanwu (No 63) (Fig. 3). 
Individual n° 63 was the one that consumed the greatest diversity of mac-
rofungi (six taxa in total), partially rejecting Geastrum cf. saccatum (consum-
ing only the exoperidium – ‘rays’) and completely rejecting the coralloid 
fungus Phaeoclavulina sp. Similar to the previous one, No 07 also rejected 
Geastrum cf. saccatum, expelling part of it after chewing. Individual No 32 
completely rejected the mushroom Hygrocybe cf. conica, the only fungus 
offered to it (Fig. 4).

All other offered fungi were consumed completely, as shown below. 
In total, 13 specimens were offered to the tortoises and were identified (at 
least to generic level). Table 1 presents the names of the taxa, along with 
other relevant information about the morphology of the basidiomes and 
the individuals that consumed them.

Table 1. Results of feeding trials conducted with yellow-footed tortoises (Chelonoidis denticulatus) 
individuals at the Tijuca National Park, RJ, Brazil.

Tabla 1. Resultados de experimentos de prueba alimentaria con las tortugas de patas amarillas 
(Chelonoidis denticulatus) en el Parque Nacional de Tijuca, RJ, Brasil.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

Auricularia fuscosuccinea 
(Mont.) Henn.

Clitocybula azurea Singer
Collybia violacella Speg.
Entoloma cf. bloxamii (Berk. & 

Broome) Sacc.
Favolus brasiliensis (Fr.) Fr.

Geastrum cf. saccatum Fr.

Hygrocybe cf. conica (Schaeff.) 
P. Kumm.

Lactifluus sp. (Pers.) Roussel
Lepiota sp. (“La princesa”) 

(Pers.) Gray
Leucopaxillus gracillimus Singer 

& A.H. Sm.
Oudemansiella cubensis (Berk. 

& M.A. Curtis) R.H. Petersen
Phaeoclavulina sp. Brinkmann
Protubera maracuja Möller

jelly fungus

agaricoid mushroom
agaricoid mushroom
agaricoid mushroom

fleshy wood-ear

earthstar 
(gasteromycete)

agaricoid mushroom

agaricoid mushroom
agaricoid mushroom

agaricoid mushroom

agaricoid mushroom

coralloid fungus
sequestrate phalloid 

(gasteromycete)

HWC

HWC
HWC
HWC

HWC

MWC (exoperidium) / 
LWC (endoperidium)

HWC

HWC
HWC

HWC

HWC

LWC
HWC

CC

CC
CC
CC

CC

PC

R

CC
CC

CC

CC

R
CC

Venus (15), Farol (17),
Grizzy (07)

Farol (17), Grizzy (07)
Venus (15)
Iara (22)

Venus (15), Grizzy (07),
Xuanwu (63)

Grizzy (07), Xuanwu (63)

Esmeralda (32)

Xuanwu (63)
Xuanwu (63)

Magali (38)

Magali (38), Xuanwu (63)

Xuanwu (63)
Farol (17)

Fungal taxon Morphological
group

Water
Content*

Consump-
tion**

Tortoise name
and number

*HWC (High Water Content); MWC (Medium Water Content); LWC (Low Water Content); **CC (Complete Consumption); PC 
(Partial Consumption); R (Rejected).

*HWC (Alto Contenido de Agua); MWC (Contenido Medio de Agua); LWC (Bajo Contenido de Agua); **CC (Consumo Completo); 
PC (Consumo Parcial); R (Rechazado).
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Fig. 3. Individuals of Chelonoidis denticulatus eating on the offered macrofungi (Tijuca 
National Park, RJ, Brazil). A-B) No. 38 eating on Oudemansiella cubensis (A) and Leu-
copaxillus gracillimus (B). C-D) No. 17 eating on Clitocybula azurea (C). and Protubera 
maracuja (D). Photos: A, C, D. Larissa Trierveiler-Pereira; B. Amanda Prado-Elias.

Fig. 3. Individuos de Chelonoidis denticulatus alimentándose de los macrohongos ofre-
cidos (Parque Nacional da Tijuca, RJ, Brasil). A-B) Nº 38 alimentándose de Oudemansiella 
cubensis (A) y Leucopaxillus gracillimus (B). C-D) Nº 17 alimentándose de Clitocybula 
azurea (C) y Protubera maracuja (D). Fotos: A, C, D. Larissa Trierveiler-Pereira; B. Amanda 
Prado-Elias.
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The morphology and composition of the offered macrofungi were 
quite diverse: of the 13 macrofungi, eight are fleshy agaricoid mushrooms, 
which have a high water content. In addition to these, fungi with auric-
ularioid, poroid, clavarioid, gasteroid (earthstar), and a fleshy sequestrate 
form (phalloid) were identified. It is noteworthy that only Geastrum cf. 
saccatum (partially consumed) and Phaeoclavulina sp. (rejected) have basid-
iomes with distinct textures, more rigid or papery. Among the completely 
rejected macrofungi, only Hygrocybe cf. conica had a high water content; 
however, it was offered to only one individual (Esmeralda, No 32). We can 
hypothesize that the tortoise No 07 was not hungry or was not attracted 
to the slimy pileus.

The mycophagous behavior of different groups of reptiles has been 
studied, often indirectly. Most studies report consumption based on ob-
servation and diet analysis methods, which fail to provide precise results. 
Studies using fecal or stomach analyses may also generate incomplete data, 
as fungi may be overlooked due to their digestibility.

For example, Koenig et al. (2001) mentioned that fungi were only 
detected in the diet of the blue-tongued lizard [Tiliqua scincoides (White, 
1790)] through stomach dissection, but not through fecal analysis. Had the 
study not employed the dissection method, mycophagy would not have 
been detected, demonstrating that relying on just one method may lead to 
partial results. Assessing the importance of fungi as a component of the 
diet of reptiles is a challenging task, which explains why many diet studies 
neglect fungi (Elliott et al., 2019).

Fig. 4. Refused basidiomes. A) Individual No. 63 only ate the exoperium (‘rays’) of Geas-
trum cf. saccatum. B) Individual No. 32 completely rejected Hygrocybe cf. conica. Photos: 
A. Larissa Trierveiler-Pereira; B. Amanda Prado-Elias.

Fig. 4. Basidiomas rechazados. A) Individuo Nº 63 sólo consumió el exoperidio (“rayos”) 
de Geastrum cf. saccatum. B) Individuo Nº 32 rechazó completamente Hygrocybe cf. 
conica. Fotos: A. Larissa Trierveiler-Pereira; B. Amanda Prado-Elias.
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Among studies on fungal consumption by reptiles, the majority focus 
on terrestrial chelonians, which is the group with the most data on this 
topic. This allows for more refined analyses of the impacts of these associ-
ations. It has been reported that all species of the genus Kinixys consume 
fungi and/or invertebrates (Hailey et al., 1997). Elliott et al. (2019) compiled 
studies between 1892 and 2018 that documented mycophagous behavior 
in chelonians, resulting in reports from five families (Chelidae, Pelome-
dusidae, Emydinae, Geoemydidae, Testudinidae) across six regions (Africa, 
Asia, Europe, North America, and South America). The species Terrapene 
carolina (Linnaeus, 1758) has the highest number of mycophagous reports, 
likely due to its extensive distribution. Chelonoidis denticulatus is mentioned 
in five of these studies, with only one specifying the fungi it consumes. In 
a study on diet and food preference, Bayona & Rylander (1984) identified 
three macrofungi in its diet: Favolus sp., Marasmius sp., and Auricularia sp. 
Specimens of Favolus and Auricularia, which are abundant in the Atlantic 
Forest, were also consumed by the tortoises in the present study. From 
the Colombian Amazon, Vasco-Palacios et al. (2008) reported that native 
communities widely recognize that C. denticulatus consumes mushrooms, 
although no mushroom species were identified in the study.

Tortoises prefer humid areas close to water during the dry season, 
but during the rainy season they move away from these areas, as rivers 
and their tributaries may overflow (Bayona & Rylander, 1984). Moskovits 
& Bjorndal (1990) observed in their study, conducted on Maracá Island 
(northern Roraima, Brazil), that Chelonoidis carbonaria and C. denticulata 
consumed fungi more frequently during the dry season. It is hypothesized 
that the basidiomes they consume may serve as a hydration method for 
the tortoises, considering that some are composed of up to 90% water. Tor-
toises retain water to reabsorb when needed, and regular consumption of 
mushrooms may indicate an immediate hydration method or a way to store 
water for future use (Elliot et al., 2019).

After evaluating the results, considering that most of the specimens 
offered were agarics (mushroom form) and had a high water content, it is 
assumed that the specimens rejected or partially consumed had a lower per-
centage of water or even a different texture from the others, as being rigid; 
consequently, they became less attractive compared to the other available 
options. Also, we must not forget that the tortoises may be attracted to the 
color and scent of the food, and these characteristics can influence their 
food choice.

It is known that tortoises are major seed dispersers, being highly effec-
tive in increasing germination rates by passing seeds through their digestive 
tract (Varela & Bucher, 2002; Jerozolimski et al., 2009). However, there 
are not enough studies to understand how they contribute to fungal spore 
dispersal. To gather this information, studies which identifies the species 
consumed, are needed.
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By identifying the specimens and assessing the viability of the spores, 
it is possible to measure the effects of disperser agents on the ecosystem. 
It is important to emphasize that data on animal behavior (e.g. feeding 
behavior), as well as the understanding of different ecological relationships 
occurring in nature, are crucial tools for developing strategies for the con-
servation of natural habitats (Reed, 2002).

This study reinforces the importance of mushrooms in the diet of 
the yellow-footed tortoise, but further research is needed in this area, over 
longer periods and using different methodologies, such as quantitative anal-
yses, ecological studies, and spore viability tests.
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Resumen
En la actualidad, se han intensificado las investigaciones orientadas a la 
identificación de fuentes alternativas para la producción de biofertilizan-
tes a base de hongos del suelo, con especial énfasis en especies poco 
estudiadas y escasamente caracterizadas. Durante el presente estudio 
se llevó a cabo un análisis comparativo de la capacidad de promoción 
del crecimiento de plantas de tomate por parte de tres aislamientos 
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nativos de Cladorrhinum samala (INTA-AR1, INTA-AR5 e INTA-AR32), y 
dos cepas de referencia: C. samala CBS 302.9 y C. foecundissimum CBS 
180.66. Los resultados obtenidos permitieron identificar a la cepa C. 
samala INTA-AR1 como la más prometedora, debido a los incrementos 
significativos en el peso seco radicular y en el peso fresco del tallo con 
respecto al tratamiento control (sin inoculación fúngica) y a los trata-
mientos con los otros hongos. Se evidenció un incremento del índice de 
verdor, que demostró un aumento progresivo asociado al incremento en 
el porcentaje de inóculo aplicado. Se observó que las hifas colonizaban 
la raíz de manera superficial a las 72 h y posteriormente en forma en-
dófita a los 40 días. Este estudio permitió la selección de la cepa nativa 
de C. samala INTA-AR1 como candidata para su aplicación en diversos 
cultivos como promotora del crecimiento vegetal.

Palabras clave: Cladorrhinum samala; microorganismos del suelo; endófito 
radical; PGPF.

Abstract
Currently, research aimed at identifying alternative sources for the pro-
duction of biofertilizers based on soil fungi has intensified, with special 
emphasis on understudied and poorly characterized species. This study 
conducted a comparative analysis of the growth-promoting capacity 
of tomato plants by three native isolates of Cladorrhinum samala (IN-
TA-AR1, INTA-AR5, and INTA-AR32) and two reference strains: C. samala 
CBS 302.9 and C. foecundissimum CBS 180.66. The results identified 
the C. samala INTA-AR1 strain as the most promising, due to signifi-
cant increases in root dry weight and stem fresh weight compared to 
the control treatment (without fungal inoculation) and the treatments 
with the other fungi. A progressive increase in the greenness index was 
observed, correlating with an increase in the percentage of inoculum 
applied. Hyphae were observed to colonize the root superficially at 72 
h and subsequently endophytically at 40 days. This study led to the 
selection of the native C. samala INTA-AR1 strain as a candidate for 
application in various crops as a plant growth promoter.

Keywords: Cladorrhinum samala; soil microorganisms; root endophyte; PGPF.



Lilloa 62 – Supl. N° 2 (2025): “Interacciones biológicas en un mundo cambiante”, 11-... - 113

INTRODUCCIÓN

Un conjunto de problemáticas y soluciones sustentables engloban a la agri-
cultura actual, entre las cuales se encuentra la búsqueda de alternativas 
sostenibles en la producción de alimentos para el abastecimiento de la po-
blación humana creciente (FAO, 2016).

Desde la década de 1970 las investigaciones se orientaron en la búsque-
da de alternativas ambientalmente amigables para el control de patógenos 
y la promoción del crecimiento vegetal. Entre ellos, los bioinsumos con-
teniendo PGPM (“Plant Growth Promoting Microorganisms”), involucran la 
utilización de hongos, algas y/o bacterias (Mamani y Filippone, 2018; San-
toyo et al., 2021). Los hongos promotores del crecimiento vegetal conocidos 
como PGPF (Plant Growth-Promoting Fungi), actúan a través de mecanismos 
directos, como el aumento en el suministro de nutrientes y la biosíntesis de 
fitohormonas; y mecanismos indirectos, como la acción antagónica contra 
agentes fitopatógenos (Valland y Goodman, 2004). Diversos hongos perte-
necientes al phylum Ascomycota han sido reportados por poseer capacidad 
endófita y comportamiento como promotores del crecimiento vegetal. Los 
taxones descriptos Alternaria y Phoma (Clase Dothideomycetes), Aspergillus 
y Penicillium (Clase Eurotiomycetes), Beauveria bassiana, diferentes especies 
de Chaetomium y Fusarium, Metarhizium anisopliae, Pochonia chlamydosporia, 
Purpureocillium lilacinum, Trichoderma aggressivum f. europaeum, T. asperellum 
y T. saturnisporum (Clase Sordariomycetes). También se han reportado repre-
sentantes del phylum Basidiomycota como Serendipita (syn. Piriformospora; 
Clase Agaricomycetes), entre otros (Gill et al., 2016; Hossain et al., 2017; 
Martín et al. 2019; Spagnoletti y Chiocchio 2020; Adedayo y Babalola 2023). 

Entre los años 2022 y 2023 se produjo una crisis de fertilizantes mi-
nerales (provocada por la guerra de Ucrania, caída de las exportaciones y 
aumento de los precios), generando escasez en la provisión de insumos 
desde Rusia y Bielorrusia como sales de potasio y metales catalizadores 
para la síntesis de amonio (Chojnacka et al., 2023). Los fertilizantes son 
claves para incrementar el rendimiento de los cultivos; sin embargo, su uso 
inapropiado contribuye al cambio climático. Hay acciones que se realizan 
para mitigar el impacto de los efectos negativos provocados por el mal uso 
de los fertilizantes. Uno de los actores más importantes a nivel mundial es 
el IFA (International Fertilizer Association), cuya misión es la de promover el 
uso eficiente y responsable de los fertilizantes desde su producción hasta 
el manejo. Junto con la FAO se generó el código internacional sobre la 
conducta para el uso y manejo sustentable de los fertilizantes (The inter-
national code of conduct for the sustainable use and management of fertilizers). 
La importancia de la comunidad microbiana presente en la rizósfera es un 
factor determinante en la dinámica poblacional y en la composición de la 
vegetación de la rizósfera (Oliveros-Bastidas et al., 2009).
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Los microorganismos del suelo constituyen uno de los reservorios 
de biodiversidad más grandes del planeta, desempeñando un papel fun-
damental en el funcionamiento de los ecosistemas y los procesos que en 
ellos ocurren (Ros et al., 2024). En este contexto, los procesos que tienen 
lugar en la rizósfera han captado creciente interés, dado su importancia 
para comprender las interacciones suelo-planta. Algunos microorganismos 
del suelo interactúan con las raíces de las plantas de diferentes maneras: 
Pueden colonizar las células radiculares de forma intracelular (i-PGPM) o 
permanecen en la rizósfera de manera extracelular (e-PGPM). Ambos tipos 
desempeñan un papel crucial en la mejora del crecimiento y desarrollo 
vegetal mediante diversos mecanismos (Gopalan et al., 2023).

Se pueden mencionar varias investigaciones realizadas sobre diferentes 
grupos de hongos como agentes activos en la formulación de biofertilizan-
tes, indicadas como alternativas para la producción hortícola sostenible 
(Bohner et al., 2013; Calabi-Floody et al., 2018; Farias et al., 2018; Cho-
jnacka et al., 2023). Las interacciones entre las plantas y los PGPF han 
demostrado generar efectos beneficiosos tanto en los órganos subterráneos 
como en los aéreos (Hossain et al., 2017). El tomate (Solanum lycopersi-
cum), es ampliamente utilizado como modelo de estudio sobre promoción 
del crecimiento vegetal debido a su sensibilidad y respuesta significativa a 
la inoculación con microorganismos beneficiosos del suelo, como hongos 
endófitos, micorrícicos y rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal 
(Hernández-Valladares et al., 2021; Leventis et al., 2021; Miranda et al., 
2023). El tomate originario de América del Sur, es la segunda hortaliza más 
consumida a nivel mundial, después de la papa. Presenta una alta adap-
tabilidad a diversas condiciones de cultivo, sin embargo, puede presentar 
deficiencias nutricionales principalmente de potasio, fósforo, calcio, boro y 
zinc, las cuales pueden afectar la calidad, apariencia y producción de frutos 
(Blancard, 2011).

El género Cladorrhinum Saccardo y Marchal (1885) es un representante 
de la familia Lasiosphaeriaceae perteneciente al Orden Sordariales (Sor-
dariomycetes, Pezizomycotina, Ascomycota). En Argentina este género, 
hasta la fecha, está representado por las especies: C. samala, C. bulbillosum 
y C. australe (Carmarán et al., 2015). Investigaciones iniciadas por Gasoni y 
Gurfinkel (1997) indicaron que C. samala A32 (actualmente tipificada como 
INTA-AR1) reveló un hábito endófito en raíces de plantas de algodón, 
ejerciendo estimulación del crecimiento vegetal en sustratos deficientes en 
fósforo. Los hongos endófitos se definen comúnmente como microorganis-
mos cuya colonización interna en los tejidos vegetales puede demostrarse 
sin que se manifiesten síntomas evidentes de enfermedad o daño, al menos 
durante parte de su ciclo de vida (Schulz y Boyle, 2005). Estos hongos son 
componentes habituales del microbioma del suelo, y establecen asociaciones 
mutualistas con las plantas con las que interaccionan (Waqar et al., 2023). 
Se resalta la importancia de su estudio por los múltiples beneficios que 
generan en los cultivos, como el incremento en la absorción de nutrientes, 
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protección frente al estrés (biótico o abiótico), entre otros (Maciá-Vicente et 
al., 2009). Se pueden clasificar de acuerdo con sus relaciones ecológicas con 
los hospedantes, como “clavicipitaceos” y “no clavicipitaceos” siguiendo a 
Rodriguez et al. (2009). Cladorrhinum samala fue incluido en la categoría no 
clavicipitaceos (Clase 2), en respuesta a su capacidad para colonizar diversos 
órganos vegetales y conferir protección frente a distintos tipos de estrés 
(Rodríguez et al., 2009). Además, estos autores, describieron que esta clase 
de endófitos resulta fundamental para el crecimiento de algunas plantas y 
pueden llegar a incrementar la biomasa de raíces y brotes. Sin embargo, 
no hay información disponible sobre el tipo de interacción que se genera 
entre Cladorrhinum y las plantas de tomate. 

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto pro-
motor del crecimiento de tres aislamientos nativos de C. samala y de dos 
cepas de referencia pertenecientes al género en plantas de tomate (Solanum 
lycopersicum var. platense). Se evaluó también el efecto de diferentes concen-
traciones del inóculo de la cepa seleccionada C. samala INTA-AR1 en el 
crecimiento vegetal del tomate y el tipo de interacción que mantiene con 
sus raíces.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cepas fúngicas y variedad vegetal

Las cepas de referencia utilizadas en este trabajo pertenecen a las especies 
C. samala CBS 302.9 y C. foecundissimum CBS 180.66 (Centro de Biodiversi-
dad Fúngica de los Países Bajos). Se estudiaron también tres cepas nativas 
de C. samala (INTA-AR1, INTA-AR5, INTA-AR32) obtenidas de suelos 
de diversas regiones de Argentina (Carmarán et al., 2015). Todas las cepas 
están depositadas en la colección de cultivos del Instituto de Microbiología 
y Zoología Agrícola (IMYZA) del Instituto Nacional de Tecnología Agro-
pecuaria (INTA), Argentina.

Los ensayos se realizaron con plantas de tomate (Solanum lycopersicum) 
de la variedad Platense. Las semillas utilizadas en el estudio fueron pro-
vistas por el programa Pro-Huerta (campaña 2018/2019) perteneciente a la 
Estación Experimental Agropecuaria Área Metropolitana de Buenos Aires 
(EEA AMBA - INTA). Para todos los ensayos que requirieron cultivos in 
vitro de plantas de tomate, se utilizó medio de cultivo agar-agua al 1,2% 
(AA) dispuesto en distintos recipientes, según los requerimientos específi-
cos de cada experimento. Los recipientes utilizados fueron: placas de Petri 
de 90 mm con 15 ml de medio, vasos de plástico con 125 ml de medio de 
cultivo y frascos de vidrio con 4 ml de medio de cultivo.

Para los cultivos in vitro, las semillas de tomate fueron previamente des-
infectadas superficialmente antes de colocarlas sobre la superficie del medio 
de cultivo en cada recipiente. Para la desinfección superficial, las semillas 
se sometieron a tratamientos de lavado con alcohol al 70 % durante 30”, 
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con agitación manual moderada. Luego, se sumergieron en hipoclorito de 
sodio al 1 % durante otros 30” con agitación leve (Maeso y Walasek, 2012). 
Posteriormente, se realizaron tres lavados consecutivos con agua destilada 
estéril, cada uno de 30” de duración (Mroginski et al., 1991). Para finalizar 
el tratamiento de desinfección, las semillas fueron transferidas, con pin-
zas desinfectadas, sobre hojas de papel de filtro estériles (101-102, Double 
Rings) y se dejaron secar durante 4 horas para evitar la humedad que pudie-
ra inducir su germinación. Luego, se procedió según los requerimientos de 
cada ensayo. Todos los recipientes, fueron sellados con cinta de laboratorio 
(Parafilm®) y colocados en condiciones controladas a 25 °C y fotoperíodo 
de 16 h (Mir-154-PE, Panasonic) (Coronel, 2017).

Selección de las cepas de Cladorrhinum
para promoción del crecimiento vegetal

Se evaluó la promoción del crecimiento en plantas de tomate inoculadas 
con C. samala CBS 302.9, INTA-AR1, INTA-AR5 y INTA-AR32 y la cepa 
de referencia C. foecundissimum CBS 180.66. Primeramente, las semillas de 
tomate desinfectadas fueron cultivadas in vitro en frascos de vidrio con el 
medio de cultivo e incubadas, siguiendo el protocolo previamente descrito, 
durante 7 días. A una distancia de 1 cm de la plántula se colocó un disco 
obtenido con sacabocado (5 mm) de Agar Papa Glucosado (APG) coloni-
zado previamente con las cepas de Cladorrhinum y un disco sin el hongo 
para los tratamientos control. Luego de tres días de crecimiento (Gasoni 
y Stegman de Gurfinkel, 1997), se realizó el trasplante de cada plántula 
(inoculada y no inoculada) a tubetes C125 de 125 cm3 de polipropileno 
(Dassplastic) con sustrato compuesto por suelo, arena, vermiculita y perlita 
(3:3:3:1). Para mantener las condiciones controladas en la cámara de cul-
tivo y evaluar exclusivamente la interacción hongo-planta, el sustrato fue 
esterilizado previamente en autoclave mediante dos ciclos consecutivos de 1 
hora a 121 °C. Se colocaron 20 réplicas por tratamiento, con un total de 120 
plantines de tomate, en condiciones controladas de 25 °C y un fotoperíodo 
de 16 horas de luz blanca. Al cabo de 40 días se midió la longitud del tallo, 
su peso fresco y seco, la longitud de las raíces y su peso seco.

Evaluación del efecto de la cepa seleccionada
sobre plantas de tomate 

De acuerdo con los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se realizó 
un ensayo de interacción en suelo. Para ello, en primer lugar se obtuvo el 
inóculo fúngico cultivando la cepa de C. samala INTA-AR1 en arroz bajo 
condiciones de fermentación en estado sólido. Estos cultivos fúngicos se 
realizaron en frascos, que fueron incubados a 25 °C durante 15 días (Sapa-
rrat et al., 2010).
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Una vez colonizado completamente el arroz fue transferido a bandejas 
desinfectadas superficialmente con papel absorbente en la base, y luego 
colocadas sobre mesada en una zona con bajo flujo de corrientes de aire a 
temperatura ambiente. Se registró el peso de las bandejas a tiempo cero y 
luego, diariamente. Una vez que el peso se mantuvo constante (a las 72 h) 
se trituró el arroz con homogenizador (PH91, SMT process) hasta obtenerse 
un particulado fino y se tamizó utilizando una malla de 1 mm (Zonytest, 
Rey y Ronzini SRL.) previamente esterilizada por radiación UV (Borda y 
Arbeláez, 1993). El inóculo así preparado, se colocó en tubos de centrífuga 
de 50 ml estériles (Corning Incorporated) y se almacenó en una zona sin 
humedad y en oscuridad.

Con respecto a las plántulas, éstas se obtuvieron a partir de semillas que 
fueron incubadas en bandejas de germinación que contenían un sustrato no 
esterilizado compuesto por suelo, arena, vermiculita y perlita (3:3:3:1). El 
ensayo se realizó durante diez días en condiciones de invernáculo, con luz 
natural y temperaturas de 28 ± 5 °C en el mes de febrero, con el objetivo 
de evaluar el comportamiento de las plántulas en un ambiente más cercano 
al natural, preservando la microbiota nativa del sustrato

Posteriormente, las plántulas desarrolladas se trasplantaron a macetas 
de 3 kg, con el mismo sustrato mencionado anteriormente para el ensa-
yo en las bandejas de germinación, al cual se le suplementaron diferentes 
cantidades del inóculo del hongo formulado a base de arroz. El ensayo se 
llevó a cabo con tres tratamientos: 1 % m/m; 0,5 % m/m; 0% (control sin 
inóculo), se utilizaron 25 plantas por tratamiento haciendo un total de 75 
plantas. Luego de 63 días en condiciones de invernáculo, se descalzaron las 
plantas de las macetas y se midieron las variables: índice de verdor, longitud 
del tallo, longitud de raíz, peso fresco tallo, peso seco tallo, peso seco raíz. 

Adicionalmente, se llevó a cabo un ensayo utilizando 3 concentraciones 
de inóculo fúngico en sustrato sólido, como se describió previamente, para 
evaluar específicamente el índice de verdor. Para ello, se tomaron diferentes 
concentraciones del inóculo (2 %, 1%, 0,5 %) y se mezclaron con 600 g de 
sustrato compuesto por suelo, arena, vermiculita y perlita (3:3:3:1), para 
el tratamiento control se siguió la misma metodología sin aplicación del 
inóculo. Paralelamente, se cultivaron semillas de tomate in vitro en frascos 
de vidrio, y tras siete días se trasplantaron 10 plántulas por bandeja por 
tratamiento. Las plántulas se incubaron por 60 días en condiciones con-
troladas de 25 °C y fotoperíodo de 16 horas. La medición del índice de 
verdor, se realizó en todas las plantas tomando tres hojas vegetativas de los 
entrenudos apicales con un equipo medidor de clorofila SPAD 502 Plus 
(Konica, Minolta).
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Evaluación microscópica de raíces de plantas
de tomate en sistemas conteniendo C. samala

Se realizaron microcultivos en portaobjetos (Deltalab, Eurotubo®) para 
ello se colocó AA al 1,2 % en condiciones de esterilidad hasta cubrir 
completamente el portaobjetos. Una vez solidificado se cortaron los extre-
mos con un bisturí estéril. Se colocó en un extremo del portaobjetos una 
plántula de tomate cultivada in vitro en placa de Petri por diez días a 25 °C, 
con fotoperiodo de 16 h. En el otro extremo del portaobjetos se sembró la 
cepa C. samala INTA-AR1, previamente incubada a 28 °C durante 72 h. 
Estas condiciones de esterilidad permiten evitar la interferencia de hongos 
contaminantes en la interacción hongo-planta. Se colocaron los portaobje-
tos dentro de una placa de Petri estéril durante 72 h a 25 °C, se realizó por 
triplicado. Luego de la incubación, las raíces colonizadas fueron teñidas 
con azul de anilina al 1 % y se observaron en microscopio óptico (BX51, 
Olympus), en campo claro. Se tomaron fotografías de las estructuras fúngi-
cas observadas. Las imágenes fueron tomadas con una cámara digital Cool 
Snap-Pro (Media Cybernetics, Inc.) acoplada al microscopio y editadas con 
el programa Image-Pro Solution.

Para evaluar la interacción a mayor plazo se realizaron cultivos in vitro 
en vasos de plástico con 150 ml de medio de cultivo como fue descripto 
previamente, con una semilla por vaso por triplicado. Cada recipiente fue 
inoculado con un disco de APG (5 mm de diámetro) con la cepa C. samala 
INTA-AR1 y se incubaron los vasos durante 40 días a 25 °C con fotoperiodo 
de 16 h. Se realizaron las tinciones de las raíces con azul de anilina 1 % 
y blanco de calcoflúor 1 g/l (Fluka, Sigma-Aldrich). Las observaciones se 
llevaron a cabo con microscopio óptico y de fluorescencia, respectivamente. 
Finalmente, se tomaron muestras de las raíces colonizadas y se colocaron en 
placas de Petri con medio APG a 28 °C por 72 h. Se realizaron las tinciones 
de las raíces con azul de anilina 1 % y blanco de calcoflúor 1 g/l (Fluka, 
Sigma-Aldrich). Las observaciones se llevaron a cabo con microscopio óp-
tico y de fluorescencia respectivamente, utilizando filtro WU con emisión 
de 420 nm para calcoflúor. 

Análisis estadísticos 

Para analizar el efecto de las cepas de Cladorrhinum evaluadas sobre la pro-
moción de crecimiento, se utilizó un modelo de cuadrados mínimos gene-
ralizados (GLS por su denominación en inglés, Generalized Least Squares 
models) (Zuur et al., 2009). Se incluyó en el mismo análisis la modelación de 
la falta de homogeneidad de la varianza mediante una función de varianza 
constante (Pinheiro y Bates, 2000). Como prueba a posteriori para visualizar 
las diferencias entre cepas, se utilizó el test de Tukey.
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Para evaluar el efecto de diferentes concentraciones del inóculo sólido 
de la cepa seleccionada sobre el índice de verdor en plántulas de tomate, 
se realizó un análisis de la varianza con una posterior visualización de las 
medias comparadas mediante análisis descriptivos, ya que en los casos de 
ANOVA donde se obtienen diferencias significativas para dos grupos no es 
necesario realizar test post hoc (Quinn y Keough, 2002). El valor de signi-
ficancia utilizado en ambos análisis fue de 0,05 y se evaluaron previamente 
los supuestos de normalidad y homogeneidad de la varianza, mediante los 
test de Shapiro-Wilks y de Levene, respectivamente. Todos los análisis se 
realizaron con el software estadístico Infostat (Di Rienzo et al., 2020). 

Las variables que no cumplieron los supuestos de normalidad y homo-
geneidad de varianzas se analizaron con pruebas no paramétricas, como el 
test de Kruskal–Wallis (p ≤ 0,05) (Kruskal y Wallis, 1952), empleando el 
software InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).

RESULTADOS

Selección de las cepas de Cladorrhinum
para promoción del crecimiento vegetal

En el análisis de promoción en cultivo de tomate, se observaron diferencias 
significativas en peso seco del tallo (estadístico F = 4,87, grados de liber-
tad = 4, p-valor < 0,01), destacándose la cepa C. samala INTA-AR1 con 
los valores más altos para esta variable. Esta cepa, no mostró diferencias 
significativas en comparación con los tratamientos C. foecundissimum CBS 
180.66 y INTA-AR32, pero sí en relación con los tratamientos control y al 
resto de las cepas evaluadas. En cuanto al peso seco de raíz, se obtuvieron 
valores superiores con la cepa C. samala INTA-AR1 con resultados signi-
ficativos (estadístico F = 2,94, grados de libertad = 5, p = 0,02). No se 
observaron diferencias significativas con C. foecundissimum CBS 180.66, 
aunque sí frente a los otros tratamientos incluido el tratamiento control. 
Las demás variables analizadas no presentaron diferencias estadísticamente 
significativas (Tabla 1). En la figura 1 se muestra la comparación de las 
masas radiculares de las plantas colonizadas con C. samala INTA-AR1 y 
las raíces de las plantas control.

Evaluación del efecto de la cepa seleccionada
sobre plantas de tomate

En la evaluación de la cepa C. samala INTA-AR1 aplicada en el cultivo de 
tomate en maceta, se destacan las diferencias significativas para las variables 
relacionadas con el tallo y el índice de verdor. En este caso, las mediciones 
realizadas en plantas de tomate inoculadas con C. samala INTA-AR1 fue-
ron sometidas al análisis no paramétrico por no cumplir los supuestos de 
homocedasticidad, normalidad o ambos.
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El tratamiento con una concentración de inóculo del 1% presentó el 
mayor valor de peso fresco del tallo (estadístico H = 48,72; gl = 5; p < 
0,001), superando significativamente al tratamiento con 0,5% y al control 
(sin inoculación). Para la longitud del tallo (estadístico H = 32,20; grados 
de libertad = 5, p-valor < 0,01) y el peso seco del tallo (estadístico H = 
28,97, grados de libertad = 5, p-valor < 0,001), también se registraron los 
valores más altos para el tratamiento al 1%. No obstante, estas variables no 
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos con 1% y 0,5% de 
inóculo, aunque ambos tratamientos se diferenciaron significativamente del 
control. Para el índice de verdor (estadístico H = 42,28, grados de libertad 
= 5, p< 0,001) se observaron los mayores valores significativos en el tra-
tamiento al 1%. Al igual que en las variables anteriores, no se encontraron 
diferencias significativas entre los tratamientos al 1% y al 0,5%, pero sí 
respecto al tratamiento control. No se observaron diferencias significativas 
en las variables vinculadas a la raíz (Tabla 2).

Tabla 1. Valores obtenidos de las variables medidas en plantas de tomate expuestas a la inocu-
lación de cepas de Cladorrhinum spp. respecto de un tratamiento control (sin aplicación del inóculo 
fúngico).

Table 1. Values obtained from the variables measured in tomato plants exposed to inoculation with 
Cladorrhinum spp. strains compared to a control treatment (without fungal inoculum application).

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

C. samala INTA-AR 1

C. foecundissimum CBS 180.66

C. samala INTA-AR 32

C. samala CBS 302.9

C. samala INTA-AR 5

Control

8,71 ± 0,6a

9,65 ±  0,5a

9,24 ±  0,78a

8,57 ± 0,72a

8,44 ± 0,52a

8,24 ± 0,059a

1,19 ± 0,15a

1,55 ± 0,21a

1,67 ± 0,25a

1,18 ± 0,15a

1,32 ± 0,18a

1,48 ± 0,18a

18,25 ± 0,86a

18,25 ± 1,54a

16,69 ± 1,77a

17,54 ± 1,05a

18,37 ± 0,68a

16,83 ± 0,81a

0,39 ± 0,06a

0,35 ± 0,06ab

0,28 ± 0,04abc

0,21 ± 0,02cd

0,18 ± 0,03d

0,23 ± 0,03bcd

0,27 ± 0,07a

0,19 ± 0,04a

0,09 ± 0,01b

0,07 ± 0,01b

0,07 ± 0,01b

0,08 ± 0,01b

Cepas
Longitud (cm) Longitud (cm)Peso fresco (g) Peso fresco (g)Peso seco (g)

Medidas del tallo Medidas de la raíz

* Diferentes letras para cada parámetro analizado denotan diferencias significativas (p < 0,05).

Fig. 1. Raíces de plantas de tomate: En la parte superior se observa la planta control sin 
inoculación y en la parte inferior la planta inoculada con Cladorrhinum samala INTA-AR1.

Fig. 1. Tomato plant roots: The upper part shows the control plant without fungal in-
oculation, while the lower part shows the plant inoculated with Cladorrhinum samala 
INTA-AR1.
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Los resultados obtenidos para evaluar específicamente el índice de 
verdor en las plantas de tomate inoculadas con diferentes concentraciones 
de arroz colonizado con C. samala INTA-AR1, mostraron diferencias sig-
nificativas entre los tratamientos (estadístico F = 19,14, grados de libertad 
= 3, p < 0,001) (Fig. 2 y Fig. 3). El tratamiento con un 2 % de inóculo 
presentó los valores más altos de índice de verdor, respecto al resto de los 
tratamientos (Fig. 2 y Fig. 3).

Tabla 2. Valores obtenidos de las variables medidas en plantas de tomate aplicando los diferentes 
tratamientos del inóculo sólido.

Table 2. Values obtained from the variables measured in tomato plants with the different solid 
inoculum treatments.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

Trat. 1%

Trat. 0.5%

Control

65,18 ± 1,81b

63,31 ± 1,89b

48,28 ± 1,81a

38,15 ± 0,79a

37,03 ± 0,79a

27,93 ± 0,75b

4,67 ± 0,25b

3,97 ± 0,26b

2,38 ± 0,25a

0,52 ± 0,05ab

0,63 ± 0,05b

0,43 ± 0,05a

67,69 ± 2,36c

57,87 ± 2,46b

23,18 ± 2,36a

35,4 ± 2,42a

44,27 ± 2,47b

41,00 ± 2,37ab

Tratamiento Índice
de verdor Longitud (cm) Longitud (cm)Peso fresco (g) Peso fresco (g)Peso seco (g)

Medidas del tallo Medidas de la raíz

* Diferentes letras para cada parámetro analizado denotan diferencias significativas (Tukey, p < 0,05).

Fig. 2. Bandejas con plantas de tomate en sustrato inoculado con diferentes concentra-
ciones de Cladorrhinum samala INTA-AR1 en arroz: a) Tratamiento control. b) Tratamiento 
0,5 %. c) Tratamiento 1 %. d) Tratamiento 2 %.

Fig. 2. Trays with tomato plants grown in substrate inoculated with different concentra-
tions of Cladorrhinum samala INTA-AR1 on rice: a) Control treatment. b) 0.5% treatment. 
c) 1% treatment. d) 2% treatment.
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Evaluación microscópica de raíces de plantas
de tomate en sistemas conteniendo C. samala

Mediante observación microscópica de las raíces de plantas de tomate con-
trol (Fig. 4A) y de aquellas en interacción con la cepa C. samala INTA-AR1, 
se identificaron dos patrones de interacción. El primero correspondió al 
enrollamiento superficial de las hifas alrededor de las raíces correspondiente 
a la interacción a corto plazo de 72 h (Fig. 4B-C). El segundo patrón fue 
la colonización fúngica inter- e intracelular de las hifas en los tejidos radi-
culares correspondiente a la interacción a largo plazo de 40 días (Fig. 4D).

DISCUSIÓN

Esta publicación contribuye al conocimiento sobre hongos endófitos de 
plantas los cuales se investigan como fuente alternativa de fertilizantes para 
la obtención de metabolitos secundarios bioactivos esenciales para la esti-
mulación de la germinación, la elongación del tallo y la expansión foliar 
(Waqas et al., 2012; Răut et al., 2021). El análisis del efecto de promoción 
del crecimiento en plantas de tomate utilizando diferentes cepas pertene-
cientes al género Cladorrhinum permitió seleccionar una cepa de C. samala 
que podría utilizarse para el desarrollo de bioinsumos con potencial como 
biofertilizante para cultivos intensivos. La cepa nativa C. samala INTA-AR1 
y la cepa de referencia C. foecundissimum CBS 180.66 demostraron efectos 
positivos en los parámetros evaluados (tanto en raíces como en tallos), des-
tacándose los mejores resultados con la cepa INTA-AR1.

Fig. 3. Índice de verdor en plantas de tomate tratadas con Cladorrhinum samala IN-
TA-AR1: 1) Control. 2) Tratamiento 0,5 %. 3) Tratamiento 1 %. 4) Tratamiento 2 %.

Fig. 3. Greenness index in tomato plants treated with Cladorrhinum samala INTA-AR1: 
1) Control. 2) 0.5% treatment. 3) 1% treatment. 4) 2% treatment.
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Gasoni y Stegman de Gurfinkel (1997) ya habían reportado que la cepa 
C. samala INTA-AR1 actuaba como PGPF en ensayos de interacción con 
plantas de algodón, los autores evidenciaron una asociación planta-hongo 
a las 48 hs. Basándose en ese dato, y dado que se desconocían los tiempos 
de interacción con plantas de tomate, se decidió establecer un período de 
contacto hongo-planta de tres días para el cultivo in vitro. El presente estu-
dio confirma y amplía el rango de plantas sobre las cuales la cepa C. samala 
INTA-AR1 ejerce un efecto promotor del crecimiento vegetal. Por otro lado, 
estos resultados respaldan la clasificación de endófitos no clavicipitáceo 
(Rodríguez et al., 2009), C. samala coloniza un amplio rango de hospedantes 
y puede incrementar notablemente la biomasa radicular, lo que resalta su 
potencial como biofertilizante alternativo.

Para la medición del índice de verdor se incorporó un nuevo ensayo en 
bandejas, debido a que en la evaluación previa con inóculos sólidos de C. 
samala INTA-AR1 al 0,5 % y 1 % no se observaron diferencias significativas, 
aunque sí se evidenció una tendencia al aumento en los niveles del índice 
de verdor. Se utilizaron 10 plántulas por bandejas, debido a limitaciones 
en el ensayo, lo que impidió establecer réplicas verdaderamente indepen-
dientes. Sin embargo, todas las unidades experimentales dentro de cada 

Fig. 4. Raíces de tomate colonizadas con Cladorrhinum samala INTA-AR1. A) Observación 
de la raíz bajo lupa. B) Raíz en interacción en microcultivo teñida con azul de anilina 1 %, 
la flecha indica hifa superficial (ref. 100 μm). C) y D) Raíz teñida con calcoflúor, la flecha 
indica hifa intracelular (ref. 10 μm).

Fig. 4. Tomato roots colonized by Cladorrhinum samala INTA-AR1. A) Root observed un-
der a stereomicroscope. B) Root interacting in microculture stained with 1% aniline blue; 
the arrow indicates a superficial hypha (scale bar: 100 μm). C) and D) Root stained with 
calcofluor; the arrow indicates an intracellular hypha (scale bar: 10 μm).
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tratamiento fueron manejadas de manera homogénea y bajo condiciones 
controladas, permitiendo una evaluación preliminar de las tendencias del 
efecto del inóculo sobre las variables estudiadas (Soval-Villa et al., 2002; 
Porto et al., 2014). Estos resultados obtenidos en bandejas resultan útiles 
en etapas exploratorias del estudio, si bien este tipo de ensayos pierde in-
dependencia de las réplicas sirve como un modelo a escala de prototipo 
para analizar el comportamiento de las plantas en contacto con los PGPF 
en el suelo.

Es relevante destacar el estudio de las hifas de C. samala INTA-AR1 
en interacción con el tejido radicular de las plantas de tomate mediante 
microscopía. En una etapa inicial (primeras 72 horas), se observó que el 
hongo interactuaba de forma superficial con la rizodermis. Para evaluar 
posibles interacciones más profundas a lo largo del tiempo, se realizó un 
análisis a los 40 días, donde se evidenció la colonización del tejido corti-
cal. Un patrón similar de interacción también fue reportado por Gasoni 
y Stegman de Gurfinkel (1997) en plantas de algodón, lo que sugiere una 
interacción efectiva entre la cepa C. samala INTA-AR1 y el tejido radicular 
de las plantas hospedantes. 

La utilización del inóculo de C. samala INTA-AR1 en granos de arroz 
como soporte y vehículo de aplicación en el ensayo incrementó la biomasa 
radicular. Según Rothen (2018), muchos hongos endofíticos, bajo condicio-
nes adecuadas, promueven beneficios significativos en el desarrollo de las 
plantas, particularmente en el crecimiento radicular. En cuanto al efecto de 
aumento de los valores de índice de verdor en hoja asociado al incremento 
de la concentración del inóculo sólido, este puede ser un indicador asociado 
al contenido relativo de nutrientes como el nitrógeno según lo descripto por 
Mendoza et al. (1998). Diversos autores concluyeron que el estado fenoló-
gico del cultivo influye también en los valores registrados por el medidor 
de clorofila, lo cual puede atribuirse a las variaciones en la actividad fisio-
lógica de las hojas a lo largo del tiempo (Rodríguez et al., 1998; Hurtado 
et al., 2017; Novoa et al., 2002). Por lo tanto, C. samala INTA-AR1 generó 
en las plantas de tomate una mejora en su estado nutricional, al menos 
evidenciado por el aumento en el índice de verdor. Futuros estudios deben 
realizarse para confirmar si este efecto es debido a la activación del metabo-
lismo de nitrógeno de la planta y/o modula en forma específica la síntesis 
de clorofila a nivel foliar. El éxito en la producción del cultivo de tomate 
depende del estado fisiológico de las plántulas durante la etapa de vivero, 
ya que el trasplante posterior requiere ejemplares vigorosos que aseguren 
un adecuado establecimiento y desarrollo del cultivo (Balaguera et al., 2008). 
La estimulación del desarrollo radicular inducida por C. samala INTA-AR1 
podría resultar especialmente beneficiosa, dado que un sistema radicular 
robusto incrementa las probabilidades de éxito durante el trasplante.
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Es importante destacar que hasta la fecha no existen registros sobre 
la producción de propágulos de hongos del género Cladorrhinum en granos 
de cereales, como arroz. Este sustrato sólido (Michel-Aceves et al., 2008), es 
uno de los más utilizados para la obtención de propágulos de otros hongos 
filamentosos, como diferentes especies de los géneros Beauveria y Tricho-
derma (Martí et al., 2021). Por lo tanto, éste es el primer reporte sobre la 
producción de inóculo del género Cladorrhinum bajo condiciones de fer-
mentación sólida usando granos de arroz como sustrato.

CONCLUSIÓN

La capacidad de C. samala INTA-AR1 para colonizar raíces de tomate y 
su impacto como promotor en el crecimiento de sus plántulas, tal como 
fue observado en parámetros vinculados con los niveles de verdor (relativo 
al estado nutricional de la plantas), son indicativos del valor potencial de 
esta cepa para el desarrollo de un biofertilizante para el cultivo de tomate, e 
inclusive para otras especies vegetales. Así, este estudio refuerza la actividad 
benéfica de esta especie fúngica en otras especies de plantas correspondien-
tes a cultivos intensivos, y ofrece alternativas rentables para la producción 
de inóculo fúngico utilizando arroz como soporte. 
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Resumen
Los hongos ectomicorrícicos (HEcM) son esenciales para las plantas y los 
ecosistemas, especialmente luego de grandes disturbios como los incen-
dios. Los bosques y matorrales Andino-patagónicos tienen asociados a 
su dinámica el fuego como disturbio natural, aunque en la actualidad 
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sobre las comunidades de HEcM suelen realizarse en condiciones de 
campo o de vivero, siendo la utilización conjunta de ambos enfoques 
poco frecuente. En este trabajo se compararon los efectos del fuego 
sobre la colonización, abundancia, diversidad taxonómica y funcional de 
comunidades de HEcM asociadas a Nothofagus antarctica (ñire) a través 
de dos enfoques complementarios: 1) luego de un incendio en condi-
ciones naturales de campo y 2) mediante quemas experimentales en 
vivero. Se observó que mientras los porcentajes de colonización sólo se 
vieron afectados negativamente por el fuego en condiciones de campo, 
este disturbio impactó de forma negativa en la riqueza, diversidad taxo-
nómica y composición de las comunidades de HEcM en plantas tanto 
de campo como de vivero. La diversidad funcional (tipos exploratorios) 
también se vio afectada por el fuego, reduciéndose la ocurrencia y abun-
dancia de ectomorfotipos con mayor complejidad estructural. Conocer 
la dinámica de las comunidades de HEcM del suelo es relevante, debido 
a que pueden ayudar a los ecosistemas a recomponerse luego de los 
incendios, los cuales se proyectan más severos y frecuentes en la región.

Palabras clave: Hongos simbiontes; incendios forestales; matorral nativo; ñire; 
quema experimental.

Abstract
Ectomycorrhizal fungi (EcMF) are essential for plants and ecosystems, 
especially after major disturbances such as wildfires. Fire is a natural 
disturbance associated with the dynamics of Andean-Patagonian for-
ests and shrublands; however, its frequency and intensity are currently 
increasing. Studies on EcMF communities are typically conducted under 
either field or nursery conditions, even though a combination of both 
approaches is uncommon. In this study, we compared the effects of fire 
on colonization, abundance, taxonomic and functional diversity of the 
EcMF communities associated with Nothofagus antarctica (ñire) using 
two complementary approaches: 1) after a wildfire under natural field 
conditions and 2) after experimental burns in a nursery experiment. 
While colonization rates were negatively affected by fire only under field 
conditions, this disturbance also negatively impacted the richness, taxo-
nomic diversity, and composition of EcMF communities in both field and 
nursery plants. Functional diversity (exploration types) was also affected 
by the fire, leading to a reduction in the occurrence and abundance 
of ectomorphotypes with greater structural complexity. Understanding 
the dynamics of soil EcMF communities dynamics is relevant because 
they can help ecosystem recovery after wildfires, which are expected to 
become more severe and frequent in the region. 

Keywords: Experimental burn; native shrubland; ñire; symbiotic fungi; wildfires.
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INTRODUCCIÓN

Los hongos micorrícicos son uno de los grupos de hongos más importantes 
en los suelos, ya que forman asociaciones generalmente mutualistas con 
las raíces de las plantas (Smith y Read, 2008; Brundrett y Tadersoo, 2018). 
Esta relación simbiótica suele beneficiar a las plantas al facilitar el acceso a 
agua y nutrientes minerales del suelo, así como al aumentar su resistencia a 
distintos tipos de estrés bióticos y abióticos (p. ej., patógenos, sequía; Smith 
y Read, 2008; Tedersoo et al., 2020). A cambio, los hongos obtienen produc-
tos carbonados derivados de la fotosíntesis y un hábitat adecuado para su 
desarrollo y reproducción (Smith y Read, 2008). Es posible distinguir entre 
dos grandes grupos de micorrizas: las endomicorrizas, que se desarrollan 
en el interior de las raíces, entre y dentro de las células corticales; y las 
ectomicorrizas (EcM), que forman una red intercelular en el córtex radical 
(red de Hartig) sin penetrar en el interior de sus células y además un manto 
hifal rodeando el exterior de las raíces finas de las plantas, lo que cambia 
su morfología (Smith y Read, 2008). Estos ápices modificados por hongos 
ectomicorrícicos (HEcM) se pueden agrupar en base a sus características 
morfológicas en grupos llamados ectomorfotipos.

Los ectomorfotipos también pueden clasificarse según la forma en la 
que exploran el suelo, lo que se conoce como tipo de exploración. El tipo 
de exploración es un rasgo funcional que vincula la presencia, morfología y 
diferenciación del micelio extraradical (hifas emanantes y cordones hifales 
denominados rizomorfos) que se proyecta desde el manto fúngico hacia el 
suelo, y que se asocia con diferentes estrategias de adquisición de nutrientes. 
Desde una perspectiva funcional, el tipo de exploración determina la capa-
cidad de las EcM para colonizar nuevas raíces, formar redes micorrícicas o 
buscar, adquirir y transportar recursos (Agerer, 2001).

El establecimiento, el crecimiento y la supervivencia de diversas espe-
cies forestales de importancia a nivel global dependen de las EcM, incluidas 
las especies que se encuentran en los bosques templados y matorrales del 
hemisferio Sur (Smith y Read, 2008; Fernández et al., 2015; Brundrett y 
Tadersoo, 2018). En particular, los bosques templados y matorrales Andi-
no-patagónicos de América del Sur se caracterizan por la dominancia de 
especies de la familia Nothofagaceae (Donoso et al., 2006). Los suelos de 
estos ambientes están compuestos por cenizas volcánicas (Andisoles), que 
se caracterizan por tener una alta capacidad de estabilizar materia orgánica, 
retener agua, amortiguar el pH y mantener bajos los niveles de fósforo (P) 
biodisponible para las plantas (Mazzarino y Gobbi, 2005; Fernández et al., 
2013). Las especies de Nothofagus poseen raíces ampliamente colonizadas 
por EcM (Nouhra et al., 2013; Fernández et al., 2015; Floriani et al. 2024), 
las cuales son sumamente eficientes en la absorción de P. Por lo tanto, 
esta simbiosis se considera una adaptación clave para el establecimiento 
de Nothofagus en estos suelos con baja biodisponibilidad de P (Mazzarino 
y Gobbi, 2005; Diehl et al., 2008).
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El fuego es un disturbio natural asociado a la dinámica de los bosques 
y matorrales Andino-patagónicos (Veblen et al., 1996). Sin embargo, en la 
actualidad, y debido al cambio global y al creciente impacto antrópico, estos 
ambientes se ven afectados por fuegos más frecuentes y de mayor intensidad 
(Alauzis et al., 2004; Kitzberger et al., 2022). Además, esta región presenta 
una estacionalidad climática marcada y la temporada de incendios coincide 
con el periodo de mayor déficit hídrico, que se concentra en los meses de 
verano (Kitzberger y Veblen, 2003). Muchos de los efectos de los incendios 
sobre los ecosistemas son directos, como la pérdida de biomasa vegetal y 
la abundancia y diversidad de los organismos del suelo, así como también 
la combustión del horizonte orgánico. Otros efectos son indirectos, como 
el aumento de la insolación del suelo y la disminución del albedo (Certi-
ni, 2005). Los organismos del suelo se ven afectados tanto por los efectos 
directos como indirectos (Adkins et al., 2020; Dove y Hart, 2017; Chávez 
et al., 2020).

Si bien luego de un incendio generalmente se observa una disminución 
de la riqueza y diversidad de hongos del suelo, también se han registrado 
efectos neutros o positivos sobre la diversidad fúngica (Cairney y Bastias, 
2007; Dove y Hart, 2017). La variabilidad en las respuestas de las comu-
nidades fúngicas del suelo puede depender de la severidad y frecuencia 
de los incendios (Dove y Hart, 2017), pero también de la capacidad de 
los hongos para tolerar las altas temperaturas, siendo algunos capaces de 
formar estructuras de resistencia como esporas o esclerocios (Neary et al., 
1999; Cairney y Bastias, 2007; Dove y Hart, 2017; Adkins et al., 2020). En 
particular, el calentamiento del suelo es el principal factor que afecta a las 
comunidades de HEcM, ya que generalmente provoca una disminución de 
su biomasa (Stendell et al., 1999; Vásquez-Gassibe et al., 2016) y cambios 
significativos en la estructura de sus comunidades (Cairney y Bastias, 2007; 
Dove y Hart, 2017).

Nothofagus antarctica (G. Forst.) Oerst es una especie dominante en los 
matorrales Andino-patagónicos, extendiéndose latitudinalmente desde los 
36° 30’ hasta los 56° 00’ S y altitudinalmente desde el nivel del mar hasta 
los 2.000 m s.n.m (Bahamonde et al., 2011). Esta especie presenta sus raíces 
altamente colonizadas por EcM (Carron, 2021; Fernández et al., 2022; So-
to-Mancilla, 2022; Ebrecht, 2023), y el nivel de colonización suele depender 
de diversos factores ambientales o intrínsecos de las plantas, como el estado 
fisiológico o la edad de los individuos (Fernández et al. 2015; Moguilevsky, 
2024). La propagación de N. antarctica depende principalmente de la re-
producción vegetativa, produciendo rebrotes de raíz y de raíces adventicias 
desde ramas parcialmente enterradas (Veblen et al., 1996), aunque esta ca-
pacidad puede reducirse luego de incendios intensos (Cóbar-Carranza et al., 
2014). Por lo tanto, luego de un fuego intenso es probable que se requiera 
de una recolonización desde semillas de ejemplares en pie debido a una 
disminución de la capacidad de rebrote o bien de procesos de restauración 
activa a partir de plantas cultivadas en vivero.
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Dado que la regeneración natural por semillas es baja (Donoso et al., 
2006), una forma factible de estudiar el impacto de los incendios sobre las 
plántulas o estadíos de desarrollo tempranos de esta especie es mediante 
su cultivo en vivero.

Los ensayos en vivero son una herramienta valiosa para generar in-
formación novedosa que complementa aquella obtenida en campo. Estos 
ensayos simplifican la influencia de los factores ambientales, permitiendo 
enfocarse en variables particulares (p. ej., sequía, disponibilidad de nu-
trientes) o atributos específicos de la especie en estudio (Fernández et al., 
2022). El objetivo de este trabajo fue evaluar cómo el fuego afecta a la 
abundancia y la estructura de las comunidades de HEcM (riqueza, diver-
sidad taxonómica y funcional) asociados a las raíces de N. antarctica en ma-
torrales Andino-patagónicos mediante dos aproximaciones metodológicas 
complementarias: 1) en campo y en individuos adultos bajo condiciones 
naturales en sitios afectados o no afectados por un incendio forestal, y 2) 
bajo condiciones controladas de vivero, en plántulas que crecieron en suelo 
quemado y no quemado.

MATERIALES Y MÉTODOS

Especie de estudio

Nothofagus antarctica (ñire) es una especie leñosa caducifolia que se encuentra 
ampliamente distribuida en la región Andino-patagónica de Argentina y 
Chile (Donoso et al., 2006). Esta especie tiene una de las menores tasas de 
germinación entre las especies de Nothofagus en América (Donoso et al., 
2006), ya que tiene semillas con poca capacidad germinativa (Salinas et al., 
2014). Por tanto, es de las especies de Nothofagus que más depende de la 
reproducción vegetativa, estrategia que le permite regenerarse con relativa 
rapidez luego de los incendios, incluso llegando a ser la especie dominante 
(Veblen et al., 1996). Sin embargo, la capacidad de rebrote de N. antarctica 
puede estar limitada por la intensidad del incendio (Cóbar-Carranza et al., 
2014). Un aspecto relevante a considerar es la capacidad de esta especie 
de asociarse con HEcM, tanto en condiciones de campo como de vivero 
(Carron, 2021; Fernández et al., 2022; Soto-Mancilla, 2022; Ebrecht, 2023); 
por ende resulta importante entender las dinámica de esta asociación en 
distintos contextos de fuego.

Diseño experimental

En este trabajo se evaluaron las variaciones de las comunidades de HEcM 
de N. antarctica mediante dos enfoques complementarios definidos según 
la procedencia de las plantas de estudio: condiciones naturales de campo 
y ensayos en vivero. En ambos enfoques se incluyeron dos tratamientos 
relacionados con el estado del suelo: 1) quemado y 2) no quemado. A con-
tinuación, se describen las actividades realizadas para cada enfoque.
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Estudio a campo.— El estudio a campo se llevó a cabo en la región del 
Noroeste patagónico, específicamente en el paraje Cuesta del Ternero, próxi-
mo a El Bolsón (Río Negro, Argentina). En este sitio, el día 24 de enero 
del 2021 se inició un incendio de origen antrópico, que prosiguió hasta su 
extinción un mes después, afectando diferentes tipos de ecosistemas nativos 
(bosque, matorral y estepa) (Mohr Bell, 2021). Aproximadamente 6.300 ha 
fueron afectadas y, en términos de la superficie total quemada, los matorra-
les de N. antarctica corresponden a los tipos de ecosistemas más afectados 
(793 ha); donde el fuego fue severo o moderado (Mohr Bell, 2021).

En diciembre de 2021, diez meses después del incendio, se definieron 
en Cuesta del Ternero dos sitios de muestreo en función de su condición 
luego del incendio: quemado (41°52’43.31”S, 71°26’40.78”O, elevación 607 
m snm) y no quemado (41°52’43.05”S, 71°26’41.62”O, elevación 605 m snm). 
En cada sitio se eligieron al azar cinco individuos vivos de N. antarctica que 
estaban a una distancia no menor a 50 m entre sí. De estos individuos se 
tomaron tres submuestras de suelo y raíces con un sacabocado de 20 cm de 
profundidad. En el sitio quemado los ejemplares a partir de los cuales se 
colectaron las raíces correspondieron a plantas quemadas de N. antarctica 
que sobrevivieron al incendio y que se encontraban rebrotando al momento 
del muestreo. Las tres submuestras tomadas alrededor de cada individuo 
fueron combinadas, homogeneizadas y reservadas hasta su procesamiento 
en el laboratorio. Las muestras fueron cernidas en un tamiz con malla de 
2 mm para separar las raíces del suelo circundante. Estas fueron lavadas 
con agua corriente, secadas y conservadas a -10 °C hasta su análisis, el cual 
se describe en la sección tres.

Estudio en vivero.— Para llevar a cabo el ensayo en vivero se recolectó 
suelo de matorral nativo del noroeste patagónico con dominancia de N. 
antarctica el cual no presentó indicios de haber sufrido disturbios recien-
tes por fuego. El suelo se recolectó luego de la remoción de la hojarasca 
mediante sacabocados de 10 cm de diámetro y 15 cm de profundidad pro-
curando mantener la estructura del mismo lo más intacta posible, ya que 
se ha demostrado que los hongos del suelo pueden llegar a presentar una 
fuerte estratificación vertical (Clemmensen et al., 2014; Taylor et al., 2014; 
Day et al., 2019). Se rellenaron un total de 20 macetas metálicas de 1 L con 
suelo de matorral respetando su estructura vertical. El suelo recolectado y 
colocado en las macetas metálicas se dejó secar durante dos días para que 
pierda humedad antes de realizar las quemas experimentales, ya que los 
incendios suelen ocurrir en verano cuando la humedad del ambiente y del 
suelo son bajas (Castillo et al., 2003).

Las 20 macetas fueron subdivididas de forma aleatoria en dos grupos 
de igual número. Cada grupo correspondió a un tratamiento: quemado 
(temperatura superficial aproximada de 900 °C) y control (suelo sin que-
mar). La selección de la temperatura de quema del suelo se definió consi-
derando las temperaturas registradas en ecosistemas mediterráneos durante 
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un evento de fuego. Para incendios forestales se estima que la temperatura 
máxima del suelo en superficie puede alcanzar los 200-300 °C, aunque en 
presencia de combustible como troncos y ramas gruesas es común que se 
alcancen los 500-700 °C, llegando a superar, esporádicamente, los 1500 °C 
(Urretavizcaya et al., 2005). Para simular las condiciones experimentadas 
durante un evento natural de fuego de alta intensidad, las llamas se pro-
porcionaron con un soplete desde la parte superior de la maceta. De esta 
manera, las mayores temperaturas se registraron en la superficie, con una 
disminución gradual a medida que aumentó la profundidad del sustrato. 
Para registrar la temperatura del suelo se utilizaron termocuplas tipo K 
conectadas a un datalogger. El fuego se proporcionó hasta que la tempera-
tura superficial del suelo se mantuvo constante durante 30 segundos (para 
ello, se requirió un tiempo de quema total de entre 2 y 3 minutos). Luego 
de las quemas, las macetas se dejaron enfriar durante dos días antes del 
trasplante de las plántulas.

Las semillas para realizar el ensayo se adquirieron en el Laboratorio de 
Análisis de Semillas (LAS) del Instituto de Biotecnología Esquel (InBiEs). 
Previamente a la colecta y quema del suelo, las semillas de N. antarctica 
fueron desinfectadas en superficie con hipoclorito de sodio al 5 % (Varela y 
Arana, 2011) y se estratificaron en placas de Petri estériles bajo condiciones 
de humedad y frío (4 °C) durante 45 días (Premoli, 1991; Varela y Arana, 
2011). Una vez finalizada la estratificación, las semillas se colocaron en 
un sustrato inerte compuesto de partes iguales de turba y arena volcánica 
(1:1) para su germinación (Azpilicueta et al., 2010; Schinelli Casares, 2012). 
Las plántulas se trasplantaron a las macetas con el suelo correspondiente a 
cada tratamiento (quemado / no-quemado) cuando ya poseían sus primeras 
hojas verdaderas (solo una plántula en suelo quemado no prosperó hasta 
el final del ensayo).

Se plantó una plántula por maceta, teniendo diez macetas por cada uno 
de los tratamientos (n = 10; 20 macetas en total). Finalmente, las macetas 
fueron distribuidas aleatoriamente dentro de un vivero con riego automati-
zado durante seis meses. Transcurrido este tiempo, las raíces fueron separa-
das de la parte aérea de cada plántula y lavadas con agua corriente, secadas 
y conservadas a -10 °C hasta su análisis, el cual se describe a continuación.

Análisis de las comunidades de hongos
ectomicorrícicos

En cada una de las muestras de raíz se cuantificó el porcentaje de coloni-
zación por HEcM siguiendo el método de conteo de puntas colonizadas 
descrito por Grand y Harvey (1982). Además, mediante el uso de micros-
copio estereoscópico y óptico se observaron las características morfológicas 
propias de esta simbiosis (forma, color, tamaño, ramificación, textura del 
manto, presencia y tipo de micelio extrarradical; Agerer, 1987-2006) y en 
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base a ellas se construyeron grupos de similitud morfológica, denominados 
ectomorfotipos. Además, se clasificaron los ectomorfotipos según los tipos 
exploratorios en tres grupos: 1) de contacto, que carece o posee escasas hifas 
emanantes por lo que el micelio se limita principalmente a la superficie de 
las raíces, con poca extensión en el suelo circundante; 2) de corta distancia, 
los cuales presentan hifas emanantes que se extienden desde las raíces y 
exploran áreas cercanas; y 3) de mediana y larga distancia, caracterizados 
por presentar rizomorfos (cordones de hifas de diferente complejidad) que 
se extienden lejos de las raíces permitiendo explorar mayor volumen de 
suelo (Agerer, 2001).

Para la identificación taxonómica, se realizaron extracciones de ADN 
de todos los ectomorfotipos presentes en las raíces de las plantas de cam-
po y vivero. Para ello, se colocaron 20 mL de buffer de extracción en un 
Eppendorf estéril, al cual se le agregaron ápices radicales colonizados de 
cada ectomorfotipo. Los ápices se aplastaron contra las paredes del tubo 
con un pilón esterilizado para romper el tejido. Los tubos se incubaron 
durante 10 minutos a temperatura ambiente y otros 10 minutos a 95 °C. 
Finalmente, se agregaron 20 μL de una solución de BSA 3 % a cada tubo 
(Soto-Mancilla, 2022; Ebrecht, 2023). El ADN obtenido mediante este 
método fue utilizado como templado para PCR (Reacción en Cadena de 
la Polimerasa), utilizando los primers específicos para hongos: ITS1F 
(5’-CTTGGTCATTTAGAGGAACTAA-3’; Gardes y Bruns, 1993) e ITS4 
(5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’; White et al., 1990). La PCR se 
realizó bajo las siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalización de 5 
minutos a 94 °C, 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 45 segundos a 50 °C, 1 
minuto y 10 segundos a 72 °C, y una extensión final de 10 minutos a 72 
°C. Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en 
geles de agarosa al 1 % (p/v) y aquellos que presentaron una única banda 
fueron enviados a secuenciar a la empresa MACROGEN (Seúl, Corea). Las 
secuencias obtenidas se compararon con la base de datos pública GenBank 
de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi), utilizando la 
función BLASTn para la identificación de cada taxón. La asignación de 
especie a cada secuencia se realizó teniendo en cuenta un porcentaje de 
homología mayor al 97% (Nouhra et al., 2013). Las secuencias fueron depo-
sitadas en la base de datos pública GenBank del NCBI y están disponibles 
bajo los números de acceso PQ105105-PQ105137 y PQ737335-PQ737342. 
La riqueza (número de taxones de HEcM por muestra) y los índices de 
diversidad de Shannon e inverso de Simpson se calcularon con los datos 
obtenidos de la secuenciación de los HEcM. Se consideraron ambos índices 
debido a que uno pondera principalmente las especies raras, mientras que 
el otro las especies dominantes, respectivamente.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi
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Análisis estadístico

En ambas procedencias de las plantas (campo y vivero) el factor de análisis 
fue la condición del suelo (quemado / no-quemado) para todas las variables 
estudiadas. Para el porcentaje de colonización, riqueza de HEcM, diversidad 
de HEcM y abundancias de tipos exploratorios se emplearon modelos li-
neales simples, mientras que para el análisis de la proporción de ocurrencia 
(presencia / ausencia) de los diferentes tipos exploratorios se emplearon mo-
delos lineales generalizados, utilizando una distribución binomial. También 
se llevó a cabo un análisis de escalamiento multidimensional no métrico 
(NMDS, por sus siglas en inglés) con distancias de Bray-Curtis calculadas 
en función de las abundancias relativas de los taxones de HEcM. Además, 
se realizó un análisis de varianza multivariado permutacional (PERMA-
NOVA) para evaluar los cambios en la composición de las comunidades de 
HEcM entre tratamientos. La verificación de la homogeneidad de varianza 
de este análisis se llevó a cabo mediante la función betadisper. Por último, 
para identificar las especies que más contribuyen a la diferenciación entre 
las condiciones de quema de cada procedencia se realizó un análisis de por-
centaje de similaridad (SIMPER, por sus siglas en inglés). Todos los análisis 
estadísticos se realizaron con el software R v. 4.3.2 (R Core Team, 2023). Se 
utilizó el paquete lme4 para estimar los parámetros, el paquete DHARMa 
para verificar los supuestos de los modelos (Bartón, 2020), el paquete em-
means para las comparaciones post-hoc (Lenth, 2023), los paquetes Vegan 
y PairwiseAdonis para los análisis de composición de comunidades (Heine, 
2023; Oksanen et al., 2023), el paquete BiodiversityR para la estimación de 
los índices de diversidad (Shannon e Inverso de Simpson) y el paquete 
ggplot2 para realizar los gráficos.

RESULTADOS

Todas las raíces analizadas de campo y vivero presentaron colonización 
por HEcM. El porcentaje de colonización por HEcM en las raíces de N. 
antarctica fue alto, encontrándose en todos los casos por encima del 70%. 
Sin embargo, se observaron respuestas diferentes para los tratamientos de-
pendiendo de la procedencia de las plantas. Mientras que en el campo hubo 
una diferencia significativa en el porcentaje de colonización entre suelo 
quemado y no-quemado (F1,8=6,14, p= 0,038; Fig. 1A), en el vivero los 
porcentajes de colonización no variaron significativamente entre tratamien-
tos (F1,16=1,28, p=0,273; Fig. 1A). En términos generales, en campo los 
porcentajes de colonización fueron más altos que los observados en vivero 
(Fig. 1A).
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Se encontraron un total de 16 especies de HEcM en las raíces de N. 
antarctica analizadas, perteneciendo cuatro al Filo Ascomycota y 12 al Filo 
Basidiomycota (Tabla 1). Cenococcum geophilum (Ascomycota) fue la única 
especie que se encontró tanto en plantas de campo como de vivero mien-
tras que las restantes 15 se encontraron en condiciones de campo (ocho) o 
de vivero (siete). La mitad de las especies estuvieron presentes en suelos 
quemados, siendo Descolea brunnea y Tulasnella sp.1 (Basidiomycota) las que 
se encontraron exclusivamente en esta condición. Por otro lado, Helotiaceae 
sp. 1, Cortinarius sp. 1, Cortinarius sp. 3, Hebeloma mesophaeum, Hysterangium 
sp. 1, Inocybaceae sp. 1, Thelephora terrestris y Tomentella sp. 1 se hallaron 
únicamente en suelos no-quemados.

Fig. 1. A) Colonización. B) Riqueza. C) Índice de diversidad de Shannon. D) Inverso de 
Simpson de hongos ectomicorrícicos en raíces de Nothofagus antarctica en suelo no que-
mado (NQ) y quemado (Q) en condiciones de campo y vivero. Los puntos corresponden a 
la media y las barras al error estándar (n campo = 5, n vivero = 10). Las diferentes letras 
indican diferencias significativas. 

Fig. 1. A) Colonization. B) Richness. C) Shannon diversity index. D) Inverse Simpson di-
versity index of ectomycorrhizal fungi in Nothofagus antarctica roots in unburned (NQ) 
and burned (Q) soils under field and nursery conditions. Points correspond to the mean 
and bars to the standard error (n field = 5, n nursery = 10). Different letters indicate 
significant differences.
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La riqueza de HEcM presente en las raíces de N. antarctica, tanto en 
campo como en vivero, fue mayor en el suelo no-quemado en compara-
ción al quemado (F1,8=18,18, p=0,002; F1,17=6,53, p=0,02, respectiva-
mente; Fig. 1B). Por otro lado, tanto las muestras provenientes del campo 
como las de vivero tuvieron índices de diversidad de Shannon (F1,8=24,56, 
p<0,001; F1,17=44,76, p<0,001, respectivamente; Fig. 1C) y del inverso 
de Simpson (F1,8=16,9, p=0,003; F1,17=55,69, p<0,001, respectivamente; 
Fig. 1D) significativamente más bajos en el suelo quemado con respecto 
al no quemado. Como puede observarse, en suelos no quemados la riqueza 
de HEcM y ambos índices de diversidad fueron casi el doble en el campo 
respecto al vivero, mientras que en los suelos quemados no se observó esta 
diferencia (Fig. 1B-D).

En el análisis de NMDS, para cada procedencia se observó una separa-
ción de las muestras en dos grupos. El NMDS indicó que la composición 
de las comunidades de HEcM se diferenciaron según la primera dimensión, 
siendo diferentes entre el suelo quemado y no-quemado (Fig. 2A-B). Esto 
puede asociarse a la condición de quema del suelo, lo cual fue confirmado 
por el PERMANOVA para ambas procedencias (campo: F1,9=6,98; p=0,01; 
vivero: F1,18= 88,91; p<0,001).

Tabla 1. Especies de hongos ectomicorrícicos presentes en raíces de Nothofagus antarctica y sus 
tipos exploratorios (contacto, corta y media distancia) según la condición del suelo (Q: quemado, 
NQ: no quemado) y la procedencia de las plantas (Campo o Vivero).

Table 1. Species of ectomycorrhizal fungi present in Nothofagus antarctica roots and their explor-
atory types (contact, short and medium distance) according to the soil condition (Q: Burned, NQ: 
Unburned) and plant origins (Field or Nursery).

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

Ascomycota
Cenococcum geophilum
Helotiaceae sp. 1
Pyronemataceae sp. 1
Ruhlandiella patagonica

Basidiomycota
Cortinarius sp. 1
Cortinarius sp. 2
Cortinarius sp. 3
Descolea brunnea
Hebeloma mesophaeum
Hysterangium sp. 1
Inocybaceae sp. 1
Rickenella minuta
Thelephora terrestris
Tomentella patagonica
Tomentella sp. 1
Tulasnella sp. 1

Corta
Corta
Corta

Contacto

Media
Media
Media

Contacto
Media
Media
Corta

Contacto
Corta
Corta
Corta
Corta

X

X

X
X
X

X
X

X
X

X
X

X

X

X
X

X

X

X

X

X

X

X

X

Taxa Tipo exploratorio
NQ NQQ Q

ViveroCampo
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El análisis SIMPER mostró que en vivero, Rickenella minuta y The-
lephora terrestris fueron las principales especies asociadas con la disimili-
tud de las comunidades de HEcM entre las condiciones de quemado y 
no-quemado (con una contribución del 45,3% y 42,3% a la disimilitud, 
respectivamente; Fig. 3). Mientras que en campo, Tomentella patagonica, 
Inocybaceae sp. 1, Cortinarius sp. 2 e Hysterangium sp. 1 fueron las principales 
especies asociadas con la disimilitud de las comunidades de HEcM entre 
quemado y no-quemado (con una contribución del 36,2%, 16,5%, 15,7% y 
9,2% a la disimilitud, respectivamente; Fig. 3). En vivero, se observó que 
en suelos no-quemados Rickenella minuta y Thelephora terrestris presentaron 
abundancias relativas semejantes, mientras que en suelos quemados Ricke-
nella minuta aumentó su abundancia relativa (Fig. 3).

Fig. 2. NMDS de las comunidades de hongos ectomicorrícicos de Nothofagus antarctica 
según la condición del suelo (No quemado / Quemado) y procedencia de las plantas, (A) 
campo y (B) vivero (n campo = 5, n vivero = 10).

Fig. 2. NMDS of ectomycorrhizal fungal communities of Nothofagus antarctica according 
to soil condition (Unburned / Burned) and plant origin (A) field and (B) nursery conditions 
(n field = 5, n nursery = 10).
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Por otro lado, en el suelo de campo no-quemado se observó una gran 
abundancia de Tomentella patagonica e Inocybaceae sp. 1, con una menor 
abundancia relativa de Hysterangium sp. 1 y Cortinarius sp. 2; aunque en 
suelos quemados T. patagonica y Cortinarius sp. 2 aumentaron sus abundan-
cias relativas (Fig. 3).

De las 16 especies identificadas de HEcM en todas las muestras, tres 
(19%) corresponden al tipo de exploración de contacto, ocho (50%) de corta 
distancia y cinco (31%) de media distancia (Tabla 1). Los ectomorfotipos 
de contacto estuvieron presentes en las raíces de todas las plántulas de vi-
vero, no observándose diferencia en la proporción de ocurrencia (número 
de plantas en las que estuvieron presentes) según la condición del suelo 
(X21,17=4,28; p=0,999; Fig. 4A). Este tipo de ectomorfotipo no fue hallado 
en las raíces de las plantas provenientes del campo (Fig. 4A).

Fig. 3. Abundancia relativa apilada de las especies de hongos ectomicorrícicos que expli-
can más del 70% de la variación, encontrados en raíces de Nothofagus antarctica según 
la condición de quema del suelo (NQ = no quemado, Q = quemado) y la procedencia 
de las plantas (campo o vivero).

Fig. 3. Stacked relative abundance of ectomycorrhizal fungal species that explain more 
than 70% of the variation, found in Nothofagus antarctica roots according to soil burning 
condition (NQ = unburned, Q = burned) and plant origin (field or nursery).
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La proporción de ocurrencia de ectomorfotipos de corta y media dis-
tancia tampoco varió según la condición del suelo en las muestras de campo 
(corta: X21=4,28; p=0,999; media: X21=6,73; p=0,070; Fig. 4B y 4C) ni 
en las de vivero (corta: X21=19,54; p=0,905; media: X21=10,01; p=0,095; 
Fig. 4B y 4C). 

Por último, con respecto a la abundancia relativa de cada tipo explo-
ratorio, se observó que los ectomorfotipos de corta distancia fueron los 
dominantes en campo, mientras que en el vivero los más abundantes fueron 
los de contacto (Fig. 4D).

Fig. 4. Proporción de ocurrencia de los tipos exploratorios de contacto (A), corta distancia 
(B) y media distancia (C) encontrados en raíces de Nothofagus antarctica en suelos no 
quemados (NQ) y quemados (Q) en campo y vivero. Abundancia relativa de cada tipo 
exploratorio (D). Los puntos corresponden a la media y las barras al error estándar (n 
campo = 5, n vivero = 10). Las diferentes letras indican diferencias significativas.

Fig. 4. Proportion of occurrence for exploratory type; contact (A), short distance (B) and 
medium distance (C) found in Nothofagus antarctica roots in unburned (NQ) and burned 
(Q) soils under field and nursery conditions. Relative abundance of each exploratory type 
(D). Points correspond to the mean and bars to the standard error (n field = 5, n nursery 
= 10). Different letters indicate significant differences.
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Si bien en las raíces de las plantas de campo la abundancia de ecto-
morfotipos de corta distancia tendió a aumentar y la de media distancia 
a disminuir en suelos quemados, las diferencias no fueron significativas 
(F1,8=0,174, p=0,687; F1,8=0,173, p=0,687, respectivamente; Fig. 4D). 
En cuanto a las plantas de vivero, la abundancia de ectomorfotipos de 
contacto se incrementó luego de la quema (F1,17=305,77, p<0,001; Fig. 
4D), mientras que los de corta distancia disminuyeron significativamente 
(F1,17=302,46, p<0,001; Fig. 4D). La abundancia de ectomorfotipos de me-
dia distancia no presentó variaciones significativas (F1,17=1,607, p=0,222; 
Fig. 4D).

DISCUSIÓN

En este trabajo se estudió el efecto que tuvo el fuego sobre las ectomicorri-
zas (colonización, riqueza, diversidad taxonómica y funcional) de N. antarc-
tica según dos enfoques: 1) en ejemplares de N. antarctica en un matorral 
nativo que sufrió un incendio forestal y 2) en plántulas en un ensayo de 
vivero con quema experimental.

La colonización ectomicorrícica en las raíces de N. antarctica mayor al 
70% en todos los casos coincide con lo reportado para especies del género 
Nothofagus en Patagonia (Longo et al., 2011, Fernández et al., 2022). El fuego 
no afectó la colonización ectomicorrícica en las raíces de las plántulas de 
vivero, pero si disminuyó el porcentaje de colonización para las plantas 
a campo. Que en vivero la colonización luego del fuego no se haya visto 
afectada puede deberse a que, tanto en campo como en vivero, el impac-
to del fuego disminuye con la profundidad del suelo, así los horizontes 
más profundos pueden actuar como reservorio de esporas y/o micelio para 
permitir una colonización rápida luego de un incendio (Yang et al., 2020). 
Es posible que el tiempo de quema durante el experimento no haya sido 
suficiente para afectar la fracción más profunda de las macetas. Por otro 
lado, que en campo las plantas del sitio quemado hayan presentado una 
menor colonización, puede estar explicado por la intensidad y duración 
del fuego, ya que en campo existe mayor cantidad de material combustible 
llegando a generar altas temperaturas durante tiempos más prolongados 
que los utilizados en el ensayo a vivero (Hanan et al., 2022). 

El hecho de que la riqueza y diversidad de HEcM fueran mayores 
en suelos no quemados, tanto en condiciones de campo como de vivero, 
coincide con lo reportado por Longo et al. (2011). Estos autores observa-
ron diferencias en la riqueza y diversidad de HEcM en bosques maduros 
monoespecíficos de N. pumilio de Patagonia afectados por incendios de alta 
intensidad, pero sólo para el sitio con menor tiempo transcurrido desde el 
incendio (6-7 años). En el mismo trabajo, no se encontraron diferencias 
en la riqueza, diversidad y colonización por HEcM entre quemado y no 
quemado en aquellos sitios con mayor tiempo desde el incendio (10 años). 
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Por otro lado, los resultados obtenidos coinciden con el meta-análisis de 
Dove y Hart (2017), en el que se reporta una disminución significativa de 
la riqueza de HEcM en ambientes de matorral templado a causa del fuego. 
Aunque hay que considerar que el estudio de Dove y Hart (2017) también 
revela que los resultados varían según los grupos de hongos y metodologías 
empleadas en la evaluación de la riqueza. La disminución en los valores de 
los índices de diversidad en suelo quemado muestra que las comunidades 
de HEcM asociadas a las raíces de N. antarctica se vuelven menos equitati-
vas, encontrándose dominadas por un reducido número de especies. Esto 
también explica el cambio observado por efecto del fuego en la estructura 
de las comunidades de HEcM, tanto en campo como vivero. Es así como 
el fuego puede actuar como un agente selectivo, propiciando a aquellas 
especies que presentan adaptaciones a las altas temperaturas y/o que sean 
tolerantes a las condiciones post-fuego (Neary et al., 1999; Cairney y Bastias, 
2007; Dove y Hart, 2017; Adkins et al., 2020).

El hecho de que la colonización ectomicorrícica fue mayor en los ejem-
plares de campo y de que la composición de las comunidades de HEcM va-
riara entre las procedencias de las plantas puede deberse a los distintos tipos 
de inóculo presentes en el sustrato en el que se desarrollaron las mismas. 
En el campo se estudiaron individuos cuyas raíces contaban con un nivel 
de colonización previo y se encontraban asociadas a redes micorrícicas pre-
existentes, las cuales facilitan la colonización y promueven la diversidad de 
HEcM (Simard et al., 2012). Por el contrario, las plántulas en vivero fueron 
colonizadas únicamente a partir del inóculo disponible en el suelo en forma 
de propágulos (esporas, fragmentos de micelio o de raíces colonizadas), ya 
que durante la recolección del suelo para el ensayo (mediante sacabocado) 
las redes micorrícicas se ven afectadas negativamente por disrupción de las 
mismas, lo que explicaría la menor colonización y diversidad de HEcM en 
estas plantas. Por otro lado, en el vivero las condiciones de temperatura y 
humedad suelen ser más estables que en el campo, favoreciendo el creci-
miento de algunas especies de HEcM con respecto a otras (Rudawska et al., 
2006). Por ejemplo, es posible que especies de HEcM poco competitivas en 
condiciones naturales se beneficien bajo las condiciones del vivero, ya que 
la competencia entre HEcM puede ser contexto dependiente (Fernández 
et al., 2013, Moeller y Peay, 2016, Rudawska et al., 2006), contribuyendo 
así a las diferencias observadas en la composición de los HEcM de cada 
procedencia. Para explicar estas diferencias, también debe considerarse la 
edad de las plantas, ya que se ha observado en Nothofagus de Patagonia que 
los adultos en condiciones naturales tienden a presentar mayores porcen-
tajes de colonización que las plántulas (Fernández et al. 2015; Fernández 
et al. 2022; Moguilevsky, 2024). Estos hechos también explicarían que, en 
el caso de plantas no sometidas al fuego, la riqueza y diversidad de HEcM 
haya sido superior en los ejemplares de campo con respecto a los de vivero, 
junto a factores anteriormente discutidos como la edad de las plantas y el 
contexto ambiental.
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Entre las especies identificadas en este trabajo, hay especies de Pyro-
nemataceae, Cortinarius y Rickenella y T. patagonica que son tolerantes al 
fuego y se las han encontrado en ambientes post-incendio (Buscardo et 
al., 2010; Hernández-Rodríguez et al., 2013; Smith et al., 2015; Enright 
et al., 2022). Incluso se han clasificado a diferentes especies de la familia 
Pyronemataceae como pirófilas, ya que se han detectado cuerpos fructíferos 
rápidamente en sitios que han sufrido un incendio reciente (Enright et al., 
2022) y cuentan con adaptaciones al fuego. Por ejemplo, algunas especies 
del género Pyronema (Pyronemataceae) y Cortinarius (Cortinariaceae) son 
capaces de formar esclerocios (estructuras de resistencia) que podrían ser 
termotolerantes (Smith et al., 2015; Enright et al., 2022), lo que explicaría 
su tolerancia a este disturbio. Respecto a T. patagonica, no se han encon-
trado reportes sobre la formación de estructuras de resistencia o sobre su 
presencia en alguna especie de Nothofagus post-fuego. Sin embargo, hay 
registros de especies del género Tomentella en condiciones post-incendio 
en otros ecosistemas (Buscardo et al., 2010). Estas características podrían 
explicar el cambio en la abundancia relativa de estas especies, ya que varias 
de éstas aportan a explicar las diferencias entre ambas condiciones del suelo 
en campo y vivero. Hasta el momento, no hemos hallado reportes sobre la 
presencia de especies de Pyronemataceae y T. patagonica en ejemplares de 
Nothofagus post-fuego, por lo que este trabajo aporta información novedosa 
también en este aspecto. En cuanto a las especies cosmopolitas, C. geophilum 
y Thelephora terrestris han sido frecuentemente registradas en etapas tempra-
nas post-fuego (Cowan et al., 2016; Glassman et al., 2016; Pulido-Chavez 
et al., 2021). De hecho, algunas especies de Cenococcum y Thelephora son 
capaces de tolerar temperaturas por encima de los 700 °C (Cowan et al., 
2016). Por lo que la ausencia de éstas especies en condición de quemado en 
este trabajo resulta llamativa y requiere de mayores estudios.

Si bien la cosmopolita C. geophilum fue la única especie que se encontró 
tanto en campo como en vivero, todas las especies de HEcM identifica-
das son frecuentes en raíces del género Nothofagus (Fernández et al., 2022; 
Floriani et al., 2024). Algunas especies, como R. patagonica anteriormente 
identificada como Peziza sp. (Fernández et al., 2013), se ha observado prin-
cipalmente en plántulas y asociada a estadios sucesionales tempranos (Fer-
nández et al., 2013; Kraisitudomsook et al., 2019). Por el contrario, las del 
género Cortinarius suelen ser comunes en individuos adultos o en plántulas 
que se desarrollan en estrecha relación con las redes micorrícicas de éstos 
(Moguilevsky, 2024), por lo que suelen aparecer más tarde en la sucesión 
ectomicorrícica (LeDuc et al., 2013). Esto demuestra que las comunidades 
de HEcM en las raíces de los ejemplares de campo se asemejan más a las 
de individuos adultos o de sucesión tardía que a las plántulas de vivero, las 
cuáles están en estadíos tempranos del proceso de sucesión. Por lo tanto, 
es evidente la importancia de las raíces y capas profundas del suelo como 
reservorio natural de estos hongos simbiontes y para la óptima recuperación 
de la vegetación post-fuego.
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Los tipos exploratorios pueden ser utilizados como indicadores de las 
estrategias de obtención de recursos que presentan los HEcM. Las espe-
cies vegetales ectomicorrícicas suelen poseer diferentes tipos exploratorios 
simultáneamente, ya que cada uno le brinda diferentes beneficios (Age-
rer, 2001). Una de las hipótesis propuestas para explicar la dominancia de 
HEcM de contacto en plántulas de vivero es su menor costo de carbono 
para la planta huésped (Fernández et al., 2017). Por lo tanto, EcM de con-
tacto podrían ser más propicias durante el desarrollo temprano de las plán-
tulas, las cuales invierten la mayor parte de sus recursos en el crecimiento. 
Asimismo, la mayor prevalencia de este tipo exploratorio en plantas de 
vivero puede estar relacionada con la mayor disponibilidad de agua y, por 
lo tanto, menor necesidad de explorar el suelo en búsqueda de la misma. 
En este sentido, algunos trabajos han observado que los tipos de explora-
ción de contacto se encuentran presentes en un amplio rango ambiental, 
pero son más frecuentes en ambientes húmedos y cálidos (Defrenne et al., 
2019), similares a las condiciones del vivero. En cuanto al efecto del fuego 
tras las quemas experimentales, el aumento en la abundancia de EcM de 
contacto en suelos quemados podría deberse a que las nuevas condiciones 
ambientales, como cambios en la disponibilidad de nutrientes o en las 
propiedades del suelo (ej. pH y conductividad), propician su desarrollo con 
respecto a los de corta distancia. Por otro lado, es posible que las especies 
de HEcM que formaban ectomorfotipos de corta distancia en vivero fueran 
más sensibles a las altas temperaturas.

Se ha reportado que, en condiciones naturales, luego de un incendio 
los tipos de exploración de media distancia suelen ser los más frecuentes 
(Olchowik et al., 2021), ya que permiten explorar mayor volumen de suelo 
en búsqueda de recursos, en particular de agua, que se torna limitante lue-
go de un incendio. Nuestros resultados contrastan con esta información, 
ya que se observó una dominancia del tipo exploratorio de corta distan-
cia en todas las raíces provenientes del campo independientemente de la 
condición del suelo. Esta dominancia de ectomorfotipos de corta distancia 
podría deberse a la densidad de raíces en el suelo del matorral estudiado, 
ya que en áreas con alta densidad de raíces suelen desarrollarse mejor los 
ectomorfotipos con este tipo exploratorio (Peay et al., 2011). En este trabajo 
la recolección de muestras se realizó en matorrales densos de N. antarctica, 
donde la densidad de raíces era elevada. Por otro lado, los ectomorfotipos 
de media distancia transfieren N de manera más efectiva desde la degra-
dación de materia orgánica del suelo, pero su formación y mantenimiento 
conlleva altos costos metabólicos para la planta huésped (van der Linde 
et al., 2018). En cambio, los ectomorfotipos de corta distancia son capaces 
de utilizar más fácilmente el N inorgánico presente en el suelo (Truong 
et al., 2024) y requieren de un menor costo metabólico. Dado que se han 
observado elevados niveles de N inorgánico en los suelos luego de incen-
dios (Prieto-Fernández et al., 1998; Neary et al., 1999), es de esperar que la 
abundancia de este tipo exploratorio sea alta tras este disturbio; ya que las 
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plantas podrían necesitar utilizar sus recursos eficientemente, reduciendo el 
aporte de energía para la formación de ectomorfotipos de alto costo, como 
las de media y larga distancia.

Conocer cómo cambian y se estructuran las comunidades luego de 
un incendio es relevante porque se genera conocimiento novedoso sobre 
los procesos de sucesión bajo condiciones naturales. Esta información es 
fundamental para comprender la dinámica de los ecosistemas y plantear 
posteriores estrategias de prevención, conservación y restauración. En par-
ticular para las comunidades de HEcM, los efectos a causa de este tipo de 
disturbios pueden durar varios años. Por ejemplo, estudios realizados cuatro 
años después de un incendio prescrito de intensidad media reportan aún 
una disminución significativa en la abundancia relativa de HEcM (Castaño 
et al. 2020). Asimismo, el metanálisis de Dove y Hart (2017) indica que los 
efectos de un incendio sobre las comunidades de HEcM pueden perdurar 
hasta dos décadas en algunos casos. Esto tiene particular importancia, ya 
que la presencia y diversidad de estos hongos simbiontes es fundamental 
para la recuperación de los suelos y la vegetación (Barreiro y Díaz-Raviña, 
2021). Por lo tanto, contar con esta información en la región Andino-pa-
tagónica, donde los incendios se han tornado más frecuentes, intensos y 
de larga duración, afectando decenas de miles de hectáreas cada verano, es 
sumamente relevante y de gran importancia ecológica y aplicada.

CONCLUSIONES

Las dos aproximaciones experimentales utilizadas para evaluar cómo el fue-
go afecta las comunidades de HEcM asociados a N. antarctica en matorrales 
Andino-patagónicos, mostraron respuestas similares frente a los eventos 
de quema. Mientras que la colonización se vió negativamente afectada por 
el fuego únicamente en campo, la riqueza y diversidad taxonómica de los 
HEcM se redujo drásticamente en plantas de ambas procedencias. Además, 
en ambas aproximaciones se observó que luego del fuego se redujeron la 
ocurrencia y abundancia de tipos exploratorios de mayor complejidad es-
tructural (de media distancia en ejemplares de campo y de corta distancia 
en vivero). En conjunto, estos cambios explican el marcado efecto del fuego 
sobre la estructura de estas comunidades de HEcM tanto en las plantas de 
campo como las de vivero, aunque la composición de especies entre ambas 
procedencias no fuese la misma.

La utilización conjunta de enfoques a campo y vivero para el estudio de 
las comunidades de HEcM es poco frecuente. Por lo tanto, el enfoque múl-
tiple de este trabajo otorga una mirada más completa e integradora sobre 
los efectos complejos de los incendios en la colonización ectomicorrícica, la 
estructuración de las comunidades de HEcM y su diversidad taxonómica y 
funcional. Este tipo de estudios resultan fundamentales, ya que los HEcM 
cumplen funciones claves en los ambientes naturales y brindan numerosos 
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servicios ecosistémicos (provisión, regulación, soporte y culturales), por 
lo que son necesarios más estudios en distintas regiones afectadas por in-
cendios en Patagonia a fin de poder comparar entre distintos contextos 
ecológicos y abordar de manera más integral esta problemática. Además, 
N. antarctica es una especie nativa de gran valor ecológico, económico y 
cultural en toda la Patagonia. Destacan aún más la importancia de este 
trabajo las proyecciones de ocurrencia de incendios más frecuentes y de 
mayor intensidad en la Patagonia argentina, principalmente como conse-
cuencia del cambio global y el avance de las actividades antrópicas sobre 
los ambientes naturales.
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Resumen
Las trufas son hongos hipógeos que crecen en asociación con las raí-
ces de ciertas especies arbóreas, formando una asociación simbiótica 
mutualista. En la provincia de Tucumán, en el año 2012, la Estación 
Experimental Agroindustrial Obispo Colombres llevó a cabo el primer 
proyecto provincial y regional para evaluar el cultivo de trufas como 
alternativa productiva en el noroeste argentino. En este contexto, el 
presente estudio tiene como objetivo evaluar la interacción de inóculos 
ectomicorrícicos en especies forestales, caracterizar los diferentes tipos 
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morfológicos de las estructuras micorrícicas y describir las características 
del esporoma de Tuber uncinatum diferenciado en la interacción. Las 
plantaciones fueron establecidas en cinco localidades de la provincia, 
ubicadas en zonas de piedemonte y en valles intermontanos y de altura. 
Se inocularon dos especies de Pinus y dos de Quercus con tres especies 
de Tuber. Los muestreos se llevaron a cabo en los meses de mayo y junio 
de los años 2015 a 2018, así como en diciembre de 2024. Se tomaron 
muestras de raíces, compuestas por tres submuestras, correspondiente 
a cada individuo/combinación/localidad. Posteriormente, se realizaron 
cortes transversales de las raíces a los cuales se aplicaron técnicas his-
tológicas y tinciones convencionales. En todos los sitios analizados se 
evidenció la existencia de una simbiosis efectiva entre las raíces y los 
hongos inoculados, tal como fue corroborado por las características 
morfológicas y anatómicas observadas. Las estructuras se describen e 
ilustran en las seis combinaciones evaluadas. Esta producción forestal 
con diferenciación de esporomas de Tuber muestra un potencial de 
rentabilidad a futuro, consolidándose como una alternativa productiva 
prometedora para el desarrollo económico y ecológico de la región.

Palabras clave: Desarrollo regional; ectomicorrizas; inoculación; Pinus; Quer-
cus; Tuber.

Abstract
Truffles are hypogeous fungi that grow near the roots of certain tree 
species, forming a mutualistic symbiotic association. In the province of 
Tucumán, in 2012, the Obispo Colombres Agro-Industrial Experimental 
Station carried out the first provincial and regional project to evaluate 
truffle cultivation as a productive alternative in Northwestern Argentina. 
In this context, the present study aims to assess the interaction of ecto-
mycorrhizal inocula in forest species, characterize the different morpho-
logical types of mycorrhizal structures, and describe the features of the 
Tuber uncinatum sporocarp, differentiated in the interaction. The plan-
tations were established in five localities within the province, located in 
piedmont zones, intermontane and high-altitude valleys. Two species of 
Pinus and two of Quercus were inoculated with three species of Tuber. 
The samplings were carried out in the months of May and June from 
2015 to 2018, as well as in December 2024. Root samples were taken 
with three subsamples, corresponding to each individual/combination/
locality. Subsequently, cross-sections of the root were made, to which 
histological techniques and conventional staining methods were applied. 
An effective symbiosis between the roots and the inoculated fungi was 
evident at all analysed sites, as corroborated by the morphological and 
anatomical characteristics observed. These structures are described and 
illustrated in the six combinations evaluated. This forestry production 
with Tuber sporocarp differentiation shows a potential for future profit-
ability, consolidating itself as a promising productive alternative for the 
economic and ecological development of the region.

Keywords: Ectomycorrhizae; inoculation; Pinus; Quercus; Tuber; regional de-
velopment.
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INTRODUCCIÓN

Las trufas son hongos hipógeos que establecen asociaciones simbióticas 
mutualistas con los sistemas radiculares de especies arbóreas específicas, 
principalmente encinas, robles y avellanos, entre otras (Boa, 2004; Quiroga 
et al., 2024). Estos hongos pertenecen al género Tuber P. Micheli ex F.H. 
Wigg., de la familia Tuberaceae (Pezizales, Ascomycota). La "trufa" corres-
ponde al esporoma, ascoma o cuerpo fructífero del hongo, cuya morfología 
y características organolépticas varían entre especies (Quiroga et al., 2024).

Diversas especies del género Tuber poseen valor comercial, entre ellas 
Tuber aestivum Vittad., T. borchii Vittad., y T. magnatum Picco, siendo T. 
melanosporum Vittad. la más destacada a nivel mundial por su demanda y 
volumen de comercialización (Zambonelli et al., 2017). Francia lidera la 
producción de la trufa negra del Périgord (T. melanosporum), seguida por 
Italia, principal productor de trufa blanca (T. magnatum). Otros países como 
España, Eslovenia, Grecia, Turquía, Argentina, Chile, Australia y Nueva 
Zelanda también cultivan trufa negra, mientras que Croacia sobresale en 
la producción de trufa blanca. Estados Unidos produce ambas variedades 
(Leonardi et al., 2021).

En Argentina, la truficultura se inició en la década de 1990 con la im-
portación de esporas europeas por parte de productores locales. En 2007, 
la empresa Trufas del Sur S.A., ubicada en Coronel Suárez (Buenos Aires), 
fundó la primera planta de producción de árboles micorrizados con Tu-
ber melanosporum, con asesoramiento de especialistas españoles y chilenos 
(https://trufasdelsur.com/). Posteriormente, en 2011, se estableció Trufas 
del Nuevo Mundo, en Espartillar y Sierra de la Ventana (Buenos Aires), 
la cual desde 2020 exporta trufa negra argentina a mercados europeos y 
estadounidenses (https://trufasdelnuevomundo.com/historia/).

Actualmente, en Argentina, el cultivo de trufas se extiende desde el 
norte de la Patagonia hasta Tucumán, abarcando provincias como Buenos 
Aires, Santa Fe, Córdoba, Neuquén y Mendoza, entre otras (Infocampo, 
2025a). Existen más de 400 hectáreas plantadas en distintas etapas de desa-
rrollo, de las cuales aproximadamente 75 hectáreas están en fase productiva 
(Lagos, 2025).

Bajo condiciones adecuadas, la producción puede comenzar alrededor 
del cuarto año tras el establecimiento de la forestación, aunque para fines 
de evaluación se considera el inicio del ciclo productivo a partir del quinto 
año. La mayor producción suele alcanzarse en torno a los 10 años, periodo 
de tiempo después del cual se estabiliza (Leonardi et al., 2021). Una plan-
tación de trufas tiene una vida útil estimada de entre 20 y 25 años, con 
posibilidad de realizar múltiples cosechas en una misma temporada, lo que 
incrementa su rentabilidad a largo plazo (Infocampo, 2025b).

https://trufasdelsur.com/
https://trufasdelnuevomundo.com/historia/
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La truficultura se considera un sistema agroforestal que no solo contri-
buye a la reforestación de terrenos, sino que también impulsa el desarrollo 
económico de zonas rurales con recursos limitados (Boa, 2004; Sáez y De 
Miguel, 2008; Reyna, 2012; Reyna y García-Barreda, 2014). En este marco, 
la Estación Experimental Agroindustrial Obispo Colombres (EEAOC), en el 
año 2012, llevó a cabo el primer proyecto provincial para evaluar el cultivo 
de trufas como alternativa productiva en el noroeste argentino. En este 
contexto, el presente estudio tiene como objetivo evaluar la efectividad de 
la inoculación con suspensión de esporas de diferentes especies de Tuber en 
cuatro plantaciones forestales, caracterizar los diferentes tipos morfológicos 
de las estructuras micorrícicas diferenciadas y describir las características 
del esporoma de Tuber uncinatum Chatin generado en la interacción.

MATERIALES Y MÉTODOS

Sitios del ensayo y muestreo

En la provincia de Tucumán, en el año 2012, se establecieron plantaciones 
de truferas en cinco localidades de la provincia: Las Carreras (Tafí del 
Valle, 26°54'30''S 65°45'47''O, 2270 m snm), Villa Padre Monti, (Burruya-
cú, 26°30'39''S 64°59'50''O, 915 m nsm), Rodeo Grande (Trancas, 26°28'43''S 
65°33'49''O, 1494 m snm), Encalilla (Amaicha del Valle, 26°28'34''S 
65°58'41''O, 1755 m snm), y Benjamín Paz (Trancas, 26°24'48''S 65°17'45''O, 
769 m snm). La Tabla 1 presenta las interacciones entre especies del género 
Tuber y diversas especies de plantas forestales empleadas en los sitios pre-
viamente seleccionados, en función de sus condiciones climáticas y edáficas 
(Fig. 1). 

Los muestreos se realizaron en mayo y junio del 2015 al 2018 y en 
diciembre del 2024. Se tomaron muestras de raíces, compuestas por tres 
submuestras, por individuo/combinación/localidad.

Inóculo-Hospedante

El inóculo consistió en particulados de esporomas específicos, procedentes 
de la Universidad de Perugia, Italia. Las especies de hongos fueron: Tuber 
aestivum, T. borchii, T. melanosporum y T. uncinatum. Este material fue utiliza-
do para la generación de una suspensión mezclando 10 gr de inóculo en 1 l. 
de agua, la cual fue homogeneizada con un agitador magnético durante 12 
h. La aplicación de cada suspensión se llevó a cabo a través de la inyección 
de 10 ml de la misma en el cuello de cada planta de no más de 15 cm de 
alto. Las especies arbóreas inoculadas fueron: Quercus ilex L., Q. robur L., 
Pinus halepensis Mill., P. pinea L. (Tabla 1).
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Tabla 1. Ubicación de las truferas y combinaciones de hospedantes con hongos ectomicorrícicos.

Table 1. Location of truffle trees and host combinations with ectomycorrhizal fungi.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

HA Pinus halepensis
inoculado con Tuber aestivum

IM Quercus ilex
inoculado con Tuber melanosporum

PB Pinus pinea
inoculado con Tuber borchii

PHB Pinus halepensis
inoculado con Tuber borchii

RA Quercus robur
inoculado con Tuber aestivum

RU Quercus robur
inoculado con Tuber uncinatum

51

51

51

51

51

20

32

49

50

60

60

20

50

50

50

50

50

20

49

55

35

60

62

26

61

20

62

63

68

24

Combinación
(hospedante-trufa) Tafí del Valle Va Padre MontiRodeo Grande EncalillaBenjamín Paz

Número de plantas por localidad

Fig. 1. Plantaciones de truferas en la provincia de Tucumán. A, B) Tafí del Valle, Pinus 
halepensis. C, D) Rodeo Grande, Quercus robur. E, F) Benjamín Paz, Pinus halepensis.

Fig. 1. Truffle plantations in Tucumán province. A, B) Tafí del Valle, Pinus halepensis. C, 
D) Rodeo Grande, Quercus robur. E, F) Benjamín Paz, Pinus halepensis.
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Análisis morfológico de las raíces

En el laboratorio, las raíces fueron cuidadosamente lavadas y observadas 
con microscopio estereoscópico (Olympus SZX7, Tokyo, Japan), para deter-
minar la morfología de las últimas ramificaciones. Se caracterizó cada mor-
fotipo siguiendo la metodología estándar (Agerer, 1991). Para la descripción 
morfológica de las ectomicorrizas se consideró el tipo de ramificación y el 
grosor del manto (Agerer, 1986, 1991; Agerer y Rambold, 2025). Además, 
se realizaron cortes transversales a mano libre, los que fueron decolorados 
con agua-lavandina (1:1), enjuagados y posteriormente teñidos con azul as-
tra-safranina (D’ Ambrogio de Argüeso, 1986). Por otra parte, se efectuaron 
cortes transversales ultrafinos de raíces fijadas en solución de Karnovsky 
(formaldehido 4%, glutaraldehido 5%, buffer fosfato sódico 0,1 mol L-1, pH 
7,4) y posteriormente fijadas con una solución buffer de fosfato de sodio 
1/1 con 2% de tetróxido de osmio (Karnovsky, 1965). Luego, las mismas 
fueron incubadas a 4°C durante una noche, lavadas, embebidas en resina 
Spurr y seccionadas en ultramicrótomo. Se obtuvieron secciones de 3 µm 
de espesor, las que se tiñeron con azul de toluidina 0,05% (Heslop-Harrison 
y Heslop-Harrison, 1981). Las observaciones se realizaron con microscopio 
óptico (Axiostar Plus, Zeiss, Göttingen, Germany) y se fotografiaron con 
cámara digital (Canon A620, Power Shot 7.1 M.P.).

El análisis de las características morfológicas macroscópicas y mi-
croscópicas del esporoma de Tuber uncinatum se realizó con material fresco 
utilizando microscopio estereoscópico (Leica MZ6) y microscopio óptico 
(Olympus CX31), respectivamente. Los ascos y las ascosporas se separaron 
de la gleba con una cuchilla descartable y fueron montados en agua. En 
total, se midieron 20 ascos y al menos 30 esporas. 

Análisis de suelo

Para la caracterización del suelo rizosférico se consideraron diversas pro-
piedades morfoedáficas, entre las que se incluyen la profundidad, el pH, 
el contenido de carbonatos, la textura, la materia orgánica, el fósforo y la 
capacidad de intercambio catiónico (CIC). 

Las determinaciones analíticas correspondientes se realizaron mediante 
técnicas específicas. El pH se evaluó en agua destilada, utilizando una rela-
ción suelo:agua de 1:2,6, aplicando métodos colorimétricos y potenciomé-
tricos, según lo descrito por Atkins (1989). La determinación del contenido 
de carbonato se llevó a cabo mediante el método vasométrico.

La textura del suelo se estableció utilizando el método densimétrico, 
a través del densímetro de Bouyoucos. A partir de las fracciones obtenidas 
se clasificaron los suelos según las clases texturales, utilizando el triángulo 
de textura propuesto por Etchevehere (1976).
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La materia orgánica (expresada en porcentaje) se determinó por el 
método de Walkley-Black (1934). El fósforo extraíble fue cuantificado utili-
zando el método de Bray I (Bray y Kurtz, 1945), el cual permite medir tanto 
el fósforo soluble en agua como el fósforo lábil. Finalmente, la capacidad de 
intercambio catiónico (CIC) se expresó en meq/100 g de suelo, a saturación 
con acetato de sodio (NaAc) a pH 8,2.

RESULTADOS

La identificación de las estructuras simbióticas se basó en la caracterización 
morfológica de las ectomicorrizas, cuyos tipos se presentan a continuación.

Pinus halepensis + Tuber aestivum
(Fig. 2A; Fig. 3A; Fig. 4A, B; Fig 5A)

Raíces con morfología externa simple, dicotómica y pinnada irregular-
mente, con extremos de forma variable, de color castaño claro. El manto 
es pseudoparenquimático, compacto bien desarrollado, de 10,5-13,5 µm de 
espesor; hifas con tabiques; la red de Hartig penetra hasta la 3-4 estratos 
del parénquima cortical. 

Quercus ilex + Tuber melanosporum
(Fig. 2B; Fig. 3B; Fig. 4C; Fig 5B)

Raíces simples o con ramificación monopodial pinnada, de ápices redon-
deados. Color castaño oscuro. El manto es prosenquimático, compacto, de-
sarrollado, de 4,5-6 µm de espesor; hifas tabicadas; la red de Hartig penetra 
hasta la 2-3 estratos del parénquima cortical.

Pinus halepensis + Tuber borchii
(Fig. 2D; Fig. 3D, E; Fig. 4E; Fig 5D)

Raíces con morfología simple, monopodial pinnada, y dicotómica de color 
castaño oscuro, con extremos redondeados a ensanchados, castaño claro. El 
manto es plectenquimático, compacto bien desarrollado, de 7,5-10,5 µm de 
espesor; hifas con tabiques; la red de Hartig penetra hasta la primera capa 
del parénquima cortical. 

Pinus pinea + Tuber borchii
(Fig. 2C; Fig. 3C; Fig. 4D; Fig 5C)

Raíces cortas, simples o con ramificación monopodial pinnada, de ápices 
generalmente agudos. Color castaño claro. El manto es plectenquimático, 
compacto, bien desarrollado, de 1,5-4,5 µm de espesor; hifas tabicadas; la 
red de Hartig penetra hasta la 2-3 estratos del parénquima cortical. 
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Fig. 2. Aspecto de las raíces. A) Pinus halepensis con Tuber aestevium. B) Quercus ilex 
con T. melanosporum. C) P. pinea con T. borchii. D) P. halepensis con T. borchii. E) Q. 
robur con T. aestevium. F) Q. robur con T. uncinatum. Escala: A-F = 1 cm. 

Fig. 2. Appearance of roots. A) Pinus halepensis with Tuber aestevium. B) Quercus ilex 
with T. melanosporum. C) P. pinea with T. borchii. D) P. halepensis with T. borchii. E) Q. 
robur with T. aestevium. F) Q. robur with T. uncinatum. Scale bar: A-F = 1 cm.
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Fig. 3. Morfotipos de las raíces ectomicorrícicas. A) Pinus halepensis con Tuber aestevium. 
B) Quercus ilex con T. melanosporum. C) P. pinea con T. borchii. D, E) P. halepensis con 
T. borchii. F-G) Q. robur con T. aestevium. H) Q. robur con T. uncinatum. Escala: A-G = 
10 mm. H: 5 mm.

Fig. 3. Ectomycorrhizal root morphotypes. A) Pinus halepensis with Tuber aestevium. B) 
Quercus ilex with T. melanosporum. C) P. pinea with T. borchii. D, E) P. halepensis with 
T. borchii. F-G) Q. robur with T. aestevium. H) Q. robur with T. uncinatum. Scale bar: A-G 
= 10 mm. H: 5 mm.
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Quercus robur + Tuber aestivum
(Fig. 2E; Fig. 3F, G; Fig. 4F, G)

Raíces con morfología simple y monopodial piramidal, con extremos re-
dondeados, de color castaño claro. El manto es prosenquimático, compacto 
bien desarrollado, de 7-10 µm de espesor; hifas tabicadas; la red de Hartig 
penetra la 1-2 capas del parénquima cortical.

Quercus robur + Tuber uncinatum
(Fig. 2F; Fig. 3H; Fig. 4H; Fig 5E)

Raíces con morfología simple y monopodial pinnada, con extremos redon-
deados a ensanchados, de color castaño. El manto es plectenquimático, 
compacto bien desarrollado, de 6-15 µm de espesor; hifas con tabiques; la 
red de Hartig penetra hasta la primera capa del parénquima cortical.

La asociación entre Quercus ilex + Tuber melanosporum, también evidencia-
ron la presencia de hifas tabicadas con fíbulas, lo que sugiere la existencia 
de otros hongos en la interacción.

Relevamiento de las plantaciones, diferenciación
y recuento de esporomas

En todas las localidades, la inoculación con diferentes especies de Tuber ha 
demostrado ser efectiva en todas sus combinaciones. Sin embargo, hasta 
la fecha, Rodeo Grande ha sido la única localidad donde se ha observado 
la producción de esporomas de Tuber. Este sitio comenzó su plantación 
con una hectárea, luego amplió a tres hectáreas y, actualmente, cuenta con 
un total de 13 hectáreas, cultivando diversas especies arbóreas y especies 
de Tuber. En Rodeo Grande, en el año 2016, se logró la primera cosecha 
significativa: la combinación de Pinus halepensis inoculado con Tuber bor-
chii produjo un total de 20 esporomas, cada uno de aproximadamente 50 
gramos. Sin embargo, a finales de 2017 no se obtuvieron esporomas de T. 
borchii por la pérdida de los ejemplares de P. halepensis, debido al exceso de 
humedad en los suelos, provocado por el fenómeno de “El Niño”, que ese 
año generó precipitaciones intensas y persistentes (https://www.unsta.edu.
ar/el-fenomeno-el-nino-es-uno-de-los-generadores-de-las-precipitaciones-
en-tucuman/). Posteriormente, en 2019 y 2020, se encontraron esporomas 
de Tuber en las combinaciones Quercus ilex + Tuber melanosporum y Quercus 
robur + Tuber uncinatum.

https://www.unsta.edu.ar/el-fenomeno-el-nino-es-uno-de-los-generadores-de-las-precipitaciones-en-tucuman/
https://www.unsta.edu.ar/el-fenomeno-el-nino-es-uno-de-los-generadores-de-las-precipitaciones-en-tucuman/
https://www.unsta.edu.ar/el-fenomeno-el-nino-es-uno-de-los-generadores-de-las-precipitaciones-en-tucuman/
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Fig. 4. Cortes transversales de raíces con ectomicorrizas (técnica “mano alzada”). A, B) 
Pinus halepensis con Tuber aestevium. C) Quercus ilex con T. melanosporum. D) P. pinea 
con T. borchii. E) P. halepensis con T. borchii. F, G) Q. robur con T. aestevium. H) Q. robur 
con T. uncinatum. Referencias: h: hifas, m: manto, pr: pelos radiculares, rH: red de Hartig. 
Escala: A, B, E, F, H = 20 µm. C, D, G = 5 µm.

Fig. 4. Cross-sections of roots with ectomycorrhizae (“free-hand” technique). A, B) Pinus 
halepensis with Tuber aestevium. C) Quercus ilex with T. melanosporum. D) P. pinea with 
T. borchii. E) P. halepensis with T. borchii. F, G) Q. robur with T. aestevium. H) Q. robur 
with T. uncinatum. Reference: h: hifae, m: mantle, pr: root hairs, rH: Hartig net. 
Scale bar: A, B, E, F, H = 20 µm. C, D, G = 5 µm.
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Caracterización de los esporomas de Tuber uncinatum diferenciados 
en asociación a Quercus robur.— Se describieron los esporomas de Tuber 
uncinatum, diferenciados en el 2024 en los ejemplares de Quercus robur im-
plantados en Rodeo Grande (Fig. 6): 

Ascoma hipógeo, 1-4 cm de diám., subgloboso a irregular, superficie 
castaño oscuro a negro, fuertemente verrugoso. Peridio de 50–100 µm de 
grosor. Verrugas de 2–5 mm de ancho en la base, piramidales, de 4–6 caras, 
con fisuras verticales. Gleba carnosa, con venas finas, meandriformes, blan-
co-ocre a oscuro, dependiendo del estado de madurez. Ascos 70–85 x 57–
67,5 µm, globosos a subglobosos, algunos irregulares, de paredes delgadas, 

Fig. 5. Cortes transversales de raíces con ectomicorrizas (ultrafinos). A) Pinus halepensis 
con Tuber aestevium. B) Quercus ilex con T. melanosporum. C) P. pinea con T. borchii. D) 
P. halepensis con T. borchii. E) Q. robur con T. uncinatum. Referencia: m: manto. Escala: 
A, D, E = 30 µm. B, C = 10 µm.

Fig. 5. Cross-sections of roots with ectomycorrhizae (ultrafine). A) Pinus halepensis with 
Tuber aestevium. B) Quercus ilex with T. melanosporum. C) P. pinea with T. borchii. D) 
P. halepensis with T. borchii. E) Q. robur with T. uncinatum. Reference: m: mantle. Scale 
bar: A, D, E = 30 µm. B, C = 10 µm.
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Fig. 6. Tuber uncinatum. A) Ascoma, vista externa. B) Ascoma en sección transversal con 
tejido glebal. C-D) Ascos con 2-4 esporas. E) Ascos con esporas. F) Asco, detalle. Escala: 
A, B = 10 mm. C, D, E = 50 µm. F = 20 µm.

Fig. 6. Tuber uncinatum. A) Ascomata external view. B) Ascomata in cross-section with 
glebal tissue. C-D) Asci with 2-4 spores. E) Asci with spores. F) Ascus, detail. Scale bar: 
A, B = 10 mm. C, D, E = 50 µm. F = 20 µm.
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pedicelos cortos a veces alargados, hialinos, 2–4 (–6) esporas. Ascosporas 
27,5–45 x 22,5–32,5 µm, subglobosas a elipsoides, ornamentación reticulada 
con areolas, hialinas cuando jóvenes, castaño claro a oscuro en la madurez.

Sitios de plantación forestal y análisis del suelo rizosférico.— Los si-
tios seleccionados para la instalación y evaluación de las truferas fueron 
identificados previamente por los expertos (Dr. Mario Honrrubia de la 
Universidad de Murcia, España, y el Ing. Forestal Gustavo Cortés, titular 
de la Dirección de Producción Forestal del Ministerio de Agricultura, Ga-
naderia y Pesca, Argentina), como áreas con alto potencial para el cultivo de 
especies de trufas. Rodeo Grande, Benjamín Paz y Encalilla originalmente 
se encontraban cubiertos por pastura; en Villa Padre Monti, la vegetación 
era propia del monte, y en Tafí del Valle, se dedicaba al cultivo de papa.

En la Tabla 2 se detalla el análisis granulométrico y físico-químico rea-
lizado en los suelos procedentes de diferentes localidades de la provincia de 
Tucumán, donde se encuentran las plantaciones de Pinus spp. y Quercus spp.

En cuanto a la granulometría, se observó que los suelos de Tafí del Va-
lle y Encalilla presentan una textura arenoso-franca; los de Rodeo Grande y 
Benjamín Paz, una textura franco-limosa; mientras que Villa Padre Monti 
muestra una textura franco-arcillosa.

El análisis físico-químico reveló que las localidades de Tafí del Valle 
y Rodeo Grande presentaron los valores de pH más bajos, por lo que fue 
necesario aplicar encalado, previo a la implantación del cultivo, para favo-
recer el crecimiento del hongo. En contraste, en Benjamín Paz, Villa Padre 
Monti y Encalilla se registraron valores de pH superiores a 7,5. Respecto 
al contenido de carbonato de calcio (Ca CO3), Villa Padre Monti presentó 
el porcentaje más alto. En cuanto a la materia orgánica, fue mayor en Villa 
Padre Monti y Rodeo Grande, mientras que Encalilla presentó el menor 
porcentaje. El contenido de fósforo presente en el suelo tiene influencia 
directa con el grado de asociación micorrícica y en este sentido los resul-
tados muestran que en todos los sitios analizados fue inferior a 20 ppm, 
siendo Encalilla la localidad con el mayor valor y Villa Padre Monti la 
que presentó el menor. La capacidad de intercambio catiónico fue mayor 
en Villa Padre Monti (20,4 me/100g); mientras que, los valores más bajo 
fueron en Encalilla.
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Este estudio preliminar aporta información valiosa sobre la morfología de 
las raíces diferenciadas en el ensayo, incluyendo la descripción, ilustración 
y análisis anatómico de las raíces pertenecientes a seis combinaciones es-
pecíficas entre las especies arbóreas y hongos simbióticos utilizados. Cabe 
destacar que la simbiosis, en la planta huésped, se evidenció en todas las 
plantaciones analizadas después de los 4 años de su implantación. La carac-
terización detallada de las ectomicorrizas analizadas y sus tipos morfológi-
cos contribuye a la vez al conocimiento de las interacciones planta-hongo 
bajo las condiciones donde se llevó a cabo el ensayo, lo que resulta esencial 
para la comprensión de los procesos ecológicos que se pueden explotar en 
ambientes variados como los correspondientes a unos con antecedentes de 
pasturas y cultivos de papa o prístinos propios del monte. En este sentido, 
los resultados obtenidos pueden ser utilizados como referencia en estudios 
de biodiversidad, conservación y manejo sostenible en ecosistemas fores-
tales desarrollados en ambientes diversos. 

En la provincia de Tucumán las truferas se implantaron en el año 
2012. De las cinco localidades en donde se realizaron los ensayos, Rodeo 
Grande inició la producción de trufas en el año 2016. La combinación Pinus 
halepensis inoculado con Tuber borchii produjo 20 esporomas de aproxima-
damente 50 gramos cada uno, siendo menor el tiempo requerido para la 
diferenciación de los mismos (Leonardi et al., 2021) quienes reportaron que 
la producción comienza generalmente alrededor de los 10 años. Este hecho 
podría estar relacionado con la implementación de un manejo agroforestal 
más eficiente, lo que favorece el establecimiento exitoso de la simbiosis 
micorrícica, y también responde a los principios de sostenibilidad y desa-
rrollo rural señalados por diversos autores quienes destacan el potencial de 
producción para promover la reforestación y dinamizar economías locales 
en territorios con recursos limitados (Boa, 2004; Sáez y De Miguel, 2008; 
Reyna, 2012; Reyna y García-Barreda, 2014). 

Tabla 2. Análisis granulométrico y físico-químico de suelos rizosféricos procedentes de diferentes 
localidades de la provincia de Tucumán, donde se encuentran las plantaciones de Pinus spp. y 
Quercus spp.

Table 2. Granulometric and physicochemical analyses of rhizospheric soils from different locations 
in the Province of Tucumán, where Pinus spp. and Quercus spp. crops were established.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

Tafí del Valle

Rodeo Grande

Benjamín Paz

Va Padre Monti

Encalilla

0-30

0-30

0-30

0-30

0-30

-

-

0,4

6,7

0,6

13,0

16,7

17,3

7,0

20,6

6,0

6,1

7,5

7,9

8,1

1,7

3,0

2,5

3,8

0,7

Arenoso franco

Franco limoso

Franco limoso

Franco arcilloso

Arenoso franco

9,2

11,2

16,0

20,4

8,8

Capacidad de 
intercambio 

catiónico
me/100g

Fósforo, ppm
Bray y Kurtz 

(1945)

Textura
Capilaridad

pH
(agua 1: 2,6)

Profundidad 
(cm)

Materia 
Orgánica, %

Walkley-Black 
(1934)

Ca CO3
% VasometríaLocalidad
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En lo que respecta al análisis de suelos, se considera esencial un pH 
superior a 8, un contenido de materia orgánica mayor al 3 %, niveles de 
fósforo inferiores a 20 ppm y una precipitación anual de entre 700 y 1.000 
milímetros concentrada en primavera y verano, para asegurar condiciones 
óptimas para el establecimiento de la simbiosis, la colonización del hongo 
en la raíz y la posterior diferenciación de esporomas (InfoCampo, 2025b). 
No obstante, la respuesta productiva puede diferir según la especie de Tu-
ber: por ejemplo, T. melanosporum tiende a desarrollarse mejor en suelos 
calizos con pH alto, mientras que T. aestivum puede adaptarse a una gama 
más amplia de condiciones edáficas, incluyendo suelos con pH ligeramente 
más bajo y mayor contenido de materia orgánica (Zambonelli et al., 2015).

Cabe destacar que el contenido de fósforo disponible en el suelo es 
una de las condiciones necesarias por la cual una especie vegetal puede 
depender de la asociación con hongos micorrícicos para subsistir; ese valor 
se estima por debajo de 20 ppm de fósforo (Smith y Read, 2008). Myco-
rrhizal Symbiosis (3rd ed.). Academic Press.). Sin embargo, cada especie 
vegetal puede tener un nivel óptimo de fósforo soluble a partir del cual se 
estimularía fuertemente la colonización del hongo simbionte (Hirata et al., 
1988). La materia orgánica no sólo afecta el intercambio aniónico, también 
interviene en la dinámica del fósforo por la formación de complejos órga-
no-fosfatados que son fácilmente atacables por los organismos del suelo que, 
al mineralizarse, contribuyen al fósforo disponible (Boschetti et al., 2003). 
Estas interacciones edáficas y micorrícicas también varían entre especies 
de árboles hospedantes, siendo más eficientes en algunas combinaciones 
planta-hongo que en otras, según lo evidencian estudios previos en otras 
regiones truferas (Hall et al., 2007).

Actualmente, en Tucumán se ha avanzado con el establecimiento de 
cinco truferas ubicadas en zonas de piedemonte y en valles intermontanos 
y de altura: Tafí del Valle, Rodeo Grande, Benjamín Paz, Villa Padre Monti 
y Encalilla. En todas ellas se observó a nivel morfológico la colonización 
fúngica en las raíces analizadas, lo que sugiere el éxito de la inoculación. Sin 
embargo, en la combinación Quercus ilex + Tuber melanosporum, se detectó 
además la presencia de hifas pertenecientes a un representante del phylum 
Basidiomycota, lo que sugiere la necesidad de estudios moleculares en las 
raíces a fin de verificar la presencia de los hongos aplicados al comienzo 
del ensayo. Los hongos ectomicorrícicos que coexisten en un mismo nicho 
del suelo pueden competir por los recursos nutricionales de las raíces de 
las plantas huésped o, en algunos casos, coexistir en equilibrio dinámico 
(Kennedy, 2010). En este contexto, es probable que, bajo condiciones natu-
rales, las ectomicorrizas de Tuber se vean asociadas a otros micelios ectomi-
corrícicos estableciendo una simbiosis con diferentes hongos componentes 
(Leonardi et al., 2013). Para abordar esta cuestión, las técnicas moleculares 
han aclarado aspectos como la inoculación del suelo y la detección de mi-
croorganismos competidores o patógenos. Se ha descubierto que los genoti-
pos de las micorrizas cambian con la edad de los árboles y que las especies 
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de Tuber son flexibles, adaptándose a diferentes raíces (Galappaththi et al., 
2025; Slavova et al., 2025).

La producción forestal basada en la diferenciación de esporomas de 
Tuber demuestra un potencial de rentabilidad a mediano y largo plazo, cons-
tituyéndose como una alternativa productiva para el desarrollo económico 
y ecológico de la región.
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Abstract
Most plant species including bryophytes and pteridophytes, develop mu-
tualistic connections with arbuscular mycorrhizal (AM) fungi that facili-
tate greater water and nutrient uptake in plants and provide enhanced 
resistance against various biotic and abiotic stresses. The present study 
explores the diversity of AM associated with the thalloid liverwort As-
terella sp. Three species of Asterella (A. khasyana, A. blumeana, and A. 
wallichiana) were studied to determine their association with AM fungi. 
The fungal association present in both types of rhizoids (smooth-walled 
and tuberculate) shows a higher degree of colonization in the smooth 
walled rhizoids as compared to the tuberculate rhizoids, validating the 
differential role of absorption performed by both types of rhizoids. A. 
khasyana and A. blumeana show the presence of both septate and 
aseptate fungal hyphae in their rhizoids, confirming the association of 
more than one fungus. Apart from rhizoids, the storage and midrib 
regions of the thallus show intense fungal colonization. Various AM 
structures, such as arbuscules and vesicles, are also observed in both 
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rhizoids and the thallus. Spores of nine fungal species belonging to two 
genera, Glomus and Gigaspora were isolated from the rhizosphere soil 
of A. Khasyana and A. wallichiana.

Keywords: AM; arbuscules; mycorrhizae; liverworts; Asterella; rhizosphere; 
Glomeromycotina.

Resumen
La mayoría de las especies de plantas, incluidas las briófitas y las pte-
ridofitas, desarrollan conexiones mutualistas con hongos micorrízicos 
arbusculares (MA) que facilitan una mayor absorción de agua y nutrien-
tes en las plantas y proporcionan una mayor resistencia ante diversos 
estreses bióticos y abióticos. El presente estudio explora la diversidad de 
micorrizas arbusculares asociadas con las hepáticas taloides Asterella sp. 
Se estudiaron tres especies de Asterella (A. khasyana, A. blumeana, A. 
wallichiana) para determinar la asociación con MA. Asociación fúngica 
presente en ambos tipos de rizoides (de paredes lisas y tuberculados), 
se encuentra un alto grado de colonización en los rizoides de paredes 
lisas en comparación con los rizoides tuberculados, lo que valida el pa-
pel diferencial de absorción realizado por ambos tipos de rizoides. A. 
Khasyana y A. blumeana muestran la presencia de hifas fúngicas tanto 
septadas como aseptadas en rizoides, lo que confirma la asociación de 
más de un hongo. Además de los rizoides, la región de almacenamien-
to y de la nervadura central del talo muestra una intensa colonización 
fúngica. También se observan varias estructuras de MA como arbúsculos 
y vesículas tanto en rizoides como en talo. Se aislaron esporas de nueve 
especies de hongos pertenecientes a dos géneros Glomus y Gigaspora 
del suelo de la rizosfera de A. Khasyana y A. wallichiana.

Palabras clave: AM; arbúsculos; micorrizas; hepáticas; Asterella; rizósfera; 
Glomeromycotina.

INTRODUCTION

Bryophytes, the group of earliest land plants, invaded the terrestrial system 
and played a significant role in the habitat establishment. They constitute 
a significant component of some ecosystem eg. forest ecosystem. Microor-
ganisms form intricate associations with bryophytes and play a pivotal role 
in establishment, promoting plant growth and facilitating nutrient cycling, 
contributing to the ecosystem functioning (Rousk et al., 2017; Xiao and 
Bowker, 2020; Glime, 2020). Mycorrhiza is known to be the key innovation 
of the terrestrial plant system and played a very significant role in the estab-
lishment and survival of plants under various abiotic conditions. (Field and 
Pressel, 2018). This mutualistic association leads to bi-directional exchange 
of photosynthates and minerals. Photosynthetically fixed host plant carbon 
and lipids (van der Heijden et al., 2015; Jiang et al., 2017) are utilized by 



Lilloa 62 – Supl. N° 2 (2025): “Interacciones biológicas en un mundo cambiante”, 177-192 179

fungal symbiont and in return fungi provide host plant with phosphorus 
and nitrogen (Leake and Read, 2016; van der Heijden et al., 2017).

Simple morphological structure of bryophytes with weak nutrient ab-
sorbing rhizoids facilitate symbiotic association with soil fungi to acquire 
water and nutrition from soil. AM association is frequently found in thal-
loid bryophytes such as liverworts and hornworts but lacks in mosses is 
likely due to their unique multicellular rhizoids removing the need for 
symbiosis (Pressel et al., 2010; Field et al., 2015). In bryophytes due to its 
lack of true root system, true mycorrhizal association is not considered by 
many workers (Humphreys et al., 2010), however many studies confirmed 
mutualistic exchange of nutrient-for-carbon in early diverging liverworts 
(Marchantiopsida, Haplomitriopsida, and Jungermanniopsida) with fungi 
belongs to Glomeromycotina, Mucoromycotina and Ascomycota, indicating 
the possible mycorrhizal-like association (Field et al., 2012, 2015, 2016; 
Kowal et al., 2018). Liverworts are frequently found associated with ancient 
AM Fungi (AMF) of Glomeromycotina (Rimington et al. 2018).

Asterella, a thalloid liverwort belonging to the family Aytoniaceae, with 
48 species shows world-wide distribution (Bischler, 1998; Long, 2006). As-
terella species are found to grow mainly in the exposed and nutrient poor 
sites. Many species of Asterella such as A australis, A. bachmannii, A. bolan-
deri, A. chilensis, A. californica, A. khasyana, A. musicola, A. pringlei, A. tenera 
and A. wilmsii are found to be associated with fungi specifically of Mucor-
omycotina/Glomeromycotina or both (Ligrone et al. 2007; Rimington et 
al., 2020; Cottet and Messuti 2022).

A handful of information is available about fungal associated early land 
plants and their nutritional mutualisms. Himalaya is home to many di-
verse bryophytes, however a scanty information is available about the bryo-
phyte-fungal association (Kumari et al., 2015; Sharma and Langer 2017; 
Verma et al., 2022). The fungal association with bryophyte can provide 
unique opportunities to unravel the origin and evolution of land plants on 
terrestrial systems. The present study explores the extent of occurrence of 
association of AMF with three species of Asterella (A. blumeana, A. khasyana, 
and A. Wallichiana).

MATERIALS AND METHODS

Collection of material

The samples of the Asterella blumeana, A. khasyana, and A. Wallichiana, 
growing on exposed and dry soil were collected from Pithoragarh (29.4° 
to 30.3° N and 80° to 81° E, Western Himalayan region, India) during the 
month of April. The site is located at an altitude of 1645 m and the average 
air temperature was around 25°C. The collection site has sub-tropical type 
of vegetation and collection was done from the exposed dry soil from the 
road sides.
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Clearing and staining of samples

To observe associated AM structures, the thalli and rhizoids were washed 
several times with tap water to remove all unwanted debris. Clearing was 
done by using 0.01% KOH for 24 hours. After clearing, thallus and rhiz-
oids were stained with 0.05% Trypan Blue stain (25% lactic acid, 25% phe-
nol, 25% distilled water and a pinch of Trypan blue stain). Stained whole 
rhizoid and transverse section of thallus were mounted in glycerine and 
observed for AM structures (fungal hyphae, arbuscules and vesicles) and 
photographed under the microscope (Olympus CX2li).

Isolation of AM fungal spores

AM fungal spores were isolated by a technique standardized by Gerdemann 
and Nicolson (1963). 5g of air dried rhizosphere soil was taken in a bea-
ker and a suspension was made in 500 ml of water. This suspension was 
then stirred for a few minutes, following which the coarse particles were 
allowed to settle down. The soil solution was passed through the sieves of 
mesh numbers 50, 200 and 300 micron placed in decreasing mesh size. The 
contents of each mesh were washed and suspended in water in a separate 
beaker. Spores being lighter floated on the water surface and have a strong 
tendency to stick to the glass surface. Therefore, the spore suspension was 
gradually stirred and then filtered through Whatman paper No.1. The fun-
gal spores form a distinct ring on the filter paper. The spore ring was then 
observed under a stereo microscope. AM spores are easily distinguished 
from the soil particles by their characteristic hyaline to coloured subtending 
hyphae and the wall. These spores were picked up and mounted in Hoyer’s 
medium (distilled water 50 ml, gum Arabic 30 gm, chloral hydrate 200 gm 
and glycerol 20 ml) and observed under microscope. Morphological iden-
tification of the fungal spores based on spore colour, spore size, wall layers 
and fungal hyphal attachments was done by using suitable references e.g. 
Schenck et al. (1990) and INVAM (2025).

Quantification of mycorrhizal association

The colonization of AM was determined by the presence of arbuscules, 
inter/intracellular hyphae and vesicles within rhizoids and colonization of 
fungus in the thallus. The degree of AM colonization was determined by 
method given by Nicolson (1955) as follows:

Degree of AM colonization = 
No. of rhizoids colonized by mycorrhiza × 100

Total no. of rhizoids scanned
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It was classified into five groups as follows (Kormanic and McGraw, 1982):

– Class I: up to 5%
– Class II: 6-25%
– Class III: 26-50%
– Class IV: 51-75%
– Class V: 76-100%

RESULT

Characteristics of fungal hyphae associated
with different species of Asterella

Asterella blumeana (Nees) Kachroo

The AM association was present in rhizoids as well as in the thallus. Both 
types of rhizoids (smooth walled and tuberculate rhizoids) were found 
to have the AM (Fig. 1J, K). The degree of colonization of fungal hy-
phae in rhizoids was found to be high (76-100%) (Table 1) and specifically 
found higher in smooth walled rhizoids than that in tuberculate rhizoids. 
Two types of fungal hyphae (thin and thick) were recognized which were 
branched in some places. Thin hyphae were mainly present in tuberculate 
rhizoids. Both types, septate and aseptate hyphae were found with usual-
ly one or two hyphae strands across the length of the rhizoids. Rhizoids 
showed the mycelium invasion throughout the entire length. Vesicles are 
also formed within the rhizoids, which were darkly stained and cylindrical 
in shape (Fig. 1J). Fungal hyphae observed to be present throughout the 
thallus (Fig. 1D). Cells of the storage zone of the thallus showed extensive 
fungal hyphae. Vesicles of different shapes (round, cylindrical and elon-
gated) were also observed in rhizoids and thallus. Lightly stained round 
vesicles were also observed in the thallus (Fig. 1G).

Asterella khasyana (Griff.) Pande,
K.P. Srivat. et Sultan Khan.

The AM association was present in rhizoids as well as in thallus. Fungal hy-
phae were mainly present in smooth walled rhizoids and two to three fungal 
hyphae found running together, showing the intense invasion throughout 
the rhizoid. Rhizoids showed both thick and thin hyphae and some were 
branched (Fig. 1L, M). Hyphae showed formation of H-connection. The 
degree of colonization of hyphae in rhizoids was quite high (51- 75%) (Table 
1). Hyphae showed differential stanning with some darkly stained and some 
lightly stained (Fig. 1L). The hyphae were found to be aseptate type only. 
Cylindrical vesicles were observed in the rhizoids (Fig. 1M). Storage zone 
and midrib region of the thallus was also found to be associated with in-
tense fungal invasion (Fig. E). Arbuscule-like structures were also observed 
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Fig. 1. A) Thallus of A. blumeana growing on dry soil. B) Thalli of A. khasyana growing 
on dry soil, showing the archegonial receptacle. C) Thallus of A. wallichiana growing on 
an exposed rock. D) Vertical section (V:S.) of the A. blumeana thallus showing fungal 
colonization (f col) in all zones. E) V.S. of the A. khasyana thallus showing greater fungal 
association (f end) in the storage zone, only a few cells show fungal association (f col). 
F) V.S. of the A. wallichiana thallus showing fungal association in the storage zone, with 
intense hyphal invasion (f col) observed in the upper region of the thallus. G) Enlarged 
view of the A. blumeana thallus, with cells showing fungal endophyte (f col). H) Enlarged 
section of the A. khasyana storage zone showing fungal colonization (f col). I) Section 
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in the cells of the storage zone (Fig. 1H). Fungal spores of Glomus citricola, 
G. fulvum, G. fasciculatum, G. macrocarpum and G. microcarpum were isolated 
from rhizosphere soil of A. khasyana (Fig 2A, B,C,D,F,H).

Asterella wallichiana St.

The fungal hyphae were found in smooth walled rhizoids (Fig. 1N,O). 
The degree of colonization of fungal hyphae in rhizoids was estimated to 
be 51-75% (Table 1). The thick-walled and branched aseptate hyphae were 
found in rhizoids. Few darkly stained oval and cylindrical vesicles (Fig. 
1O) and Y-connection of hyphae (Fig. 1N) were also recorded. In the thalli 
the hyphae were restricted to the midrib region, which showed many ar-
buscule-like structures (Fig. 1F, I). Fungal spores of eight species Gigaspora 
rosea, Glomus citricola, G. fasciculatum, G. geospermum, G. macrocarpum, G. 
maculosum, G. microcarpum and G. monosporum were isolated from rhizo-
sphere soil of A. wallichiana.

Characteristics of fungal spores associated
with different species of Asterella

Gigaspora rosea Nicolson & Schenck

Isolated from the rhizosphere soil of A. wallichiana. The colour observed 
from pale yellow to brown and shape varies from globose to subglobose 

of the A. wallichiana thallus midrib showing arbuscules (ar). J) Smooth-walled rhizoid 
of A. blumeana showing cylindrical vesicles. K) Fungal hyphae (hy) within a tuberculate 
rhizoid of A. blumeana. L) Rhizoid showing parallel running hyphae (hy) in A. khasyana. 
M) Rhizoid of A. khasyana showing disintegrating vesicles (vs). N) Rhizoid of A. walli-
chiana showing Y-sphaped connection formed by fungal hyphae (hy). O) Rhizoid of A. 
wallichiana showing hyphae (hy) and an oval vesicle (vs). Scale bars: Figs. A, B, and C = 
3mm; D, E, and F= 50µm; G, H and I = 25µm; J-O = 100µm.

Fig. 1. A) Talo de Asterella. blumeana creciendo en suelo seco. B) Talos de A. khasyana 
creciendo en suelo seco mostrando el receptáculo arquegonial. C) Talo de A. wallichiana 
creciendo en roca expuesta. D) Corte vertical (V.S.) del talo de A. blumeana mostrando 
colonización fúngica (f col) en todas las zonas. E) Corte vertical (V.S.) del talo de A. 
khasyana mostrando mayor asociación fúngica (f end) en la zona de almacenamiento, solo 
unas pocas células muestran asociación fúngica (f col). F) Corte vertical (V.S.) del talo de 
A. wallichiana mostrando asociación fúngica en la zona de almacenamiento del talo, con 
una intensa invasión hifal (f col) observada en la zona superior del talo. G) Vista ampliada 
del talo de A. blumeana, células mostrando endófito fúngico (f col). H) Sección ampliada 
de la zona de almacenamiento de A. khasyana mostrando colonización fúngica (f col). I) 
Sección del nervio medio del talo de A. wallichiana mostrando arbúsculos (ar). J) Rizoide 
de paredes lisas de A. blumeana que muestran vesículas cilíndricas. K) Hifas fúngicas (hy) 
dentro del rizoide tuberculado de A. Blumeana. L) Rizoide que muestra hifas paralelas 
(hy) en A. Khasyana. M) rizoide de A. khasyana que muestra vesículas desintegrables (vs). 
N) Rizoide de A. wallichiana que muestra conexión Y formada por hifas fúngicas (hy). O) 
rizoide de A. wallichiana que muestra hifas (hy) y vesícula ovalada (vs). Barras de escala: 
Fig. A, B y C = 3 mm; D, E y F= 50μm; G, H e I = 25 μm; J-O = 100 μm.


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with diameter ranges from 160 to 230 μm. Spore wall is three layered, outer 
layer hyaline, inner layer is hyaline with sublayers (Fig 2A).

Glomus citricola Tang & Zang 

Spores isolated from A. khasyana and A. wallichiana and present singly. 
Shape varies from globose to ovoid with 35 to 65 μm in size. Spore consists 
of two layers, the outer layer is hyaline, the inner layer is 0.8-2.0 μm thick 
(Fig 2B).

SW= smooth-walled rhizoids, TUB= tuberculate rhizoids, (+) = present, (-) = absent, NR= Not reported.

SW = rizoides de pared lisa, TUB = rizoides tuberculados, (+) = presente, (-) = ausente, NR = No reportado.

Table 1. List of three Asterella species and the fungal structures formed by arbuscular mycorrhizal 
fungi.

Tabla 1. Lista de tres especies de Asterella y estructuras fúngicas formadas por hongos micorrícicos 
arbusculares.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

NR

Glomus 
citricola, 
G. ful-

vum, G. 
fascicula-
tum, G. 
macro-
carpum 
and G. 

microcar-
pum

Gigaspo-
ra rosea, 
Glomus 
citrico-
la, G. 

fascicula-
tum, G. 
geosper-
mum, G. 
macrocar-
pum, G. 
microcar-
pum, G. 
maculo-
sum, G. 
mono-
sporum

Round, 
cylindri-
cal, elon-

gated

Cylindri-
cal

Cylindri-
cal, oval

+

-

-

Thick, 
thin, 

branched, 
aseptate, 
septate
Thick, 

branched, 
septate, 
aseptate

Thick, 
branched, 
aseptate

V

IV

IV

Asterella 
blumeana

Asterella 
khasyana

Asterella 
wallichi-

ana

+

+

+

+

+

+

Rhizoids, 
thallus

Rhizoids, 
thallus

Rhizoids, 
thallus

Dry soil

Dry soil

On rocks, 
dry 

exposed 
places

1

2

3

Taxa

SW TUB

HabitatSpecies
N°

Hyphae
location

Arbus-
cules

Shape of
vesicles

Degree
of colo-
nization

Fungal 
spore 

isolated 
from Rhi-
zosphere 

soil

Charac-
teristics

of Hypae

Presence of Hyphae 
in Rhizoids
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G. fasciculatum (Thaxt.) Gerdmann & Trappe.
emend. C. Walker & Koske

Spores are 50 to 130 μm in size and are present singly with one subtending 
hyphae, isolated from the rhizosphere soil of A. khasyana and A. wallichiana. 
They are pale yellow in colour and shape varies from globose to sub-glo-
bose. Spore wall is three layered, the first layer is hyaline, second layer is 
smooth, pale yellow in colour and third layer is 0.5 μm thick and flexible 
(Fig 2D).

G. fulvum (Berkeley & Broome) Trappe & Gerdmann

Spores isolated from A. khasyana, are clavate in shape. Spore wall is single 
laminated, hyaline to pale brown in colour. Single subtending hyphae is 
present at the point of attachment (Fig. 2C).

Fig. 2. Fungal spores isolated from the rhizosphere soil of Asterella khasyana and A. 
wallichiana. A) Gigaspora rosea. B) Glomus citricola. C) G. fulvum. D) G. fasciculatum. E) 
G. geospermum. F) G. macrocarpum. G) G. maculosum. H) G. microcarpum. I) G. mono-
sporum Scale Bars: Figs. A-I = 20µm.

Fig. 2. Esporas de hongos aisladas del suelo de la rizosfera de Asterella khasyana y A. 
Wallichiana. A) Gigaspora rosea. B) Glomus citricola. C) G. Fulvum. D) G. Fasciculatum. E) 
G. Geospermum. F) G. Macrocarpum. G) G. Maculosum. H) G. Microcarpum. I) G. Mono-
sporum. Barras de escala: Figs. A-I = 20 μm.
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G. geosporum Gerdemann & Trappe

Spores of G. geosporum were isolated from A. wallichiana. They were found 
singly in the soil. The colour ranges from yellow to orange and shape 
varies from globose to sub globose with a subtending hyphae at the point 
of attachment. Three layered spore wall is present. Outer layer is hyaline, 
middle layer is thick and yellow to orange in colour whereas, inner layer 
is semi rigid, pale yellow to orange coloured (Fig.2F).

G. macrocarpum Tulasnes & Tulasnes

Reddish coloured G. macrocarpum spores were isolated from rhizosphere 
soil of both A. khasyana and A. wallichiana. They were present in sporocarps 
consisting of 2-15 spores in a group with globose to subglobose shape. Spore 
size varies from 80-149 μm in diameter consisting of two layered wall, outer 
hyaline often absent in mature spores, inner layer thicker, dark reddish 
brown. Spore wall is found perforated at maturity (Fig 2E).

G. maculosum Miller & Walker

Spores of this species are found in the rhizosphere soil of A. wallichiana. 
They are globose to subglobes and borne singly in the soil with diameter 
135 to 200 μm. They are hyaline, pale yellow coloured and become ochra-
ceous at maturity with one to three subtending hyphae present. Spore wall 
is three layered, the outer layer is hyaline, the middle layer is pale straw to 
ochraceous coloured, and the inner layer is around 0.5-1.0 μm thick (Fig. 
2G).

G. microcarpum Tulasnes & Tulasnes

Spores of this species were isolated from the rhizosphere soil of A. khasyana, 
A. wallichiana. Spores are present in groups, with diameter ranges from 
22 to 55 μm. Colour varies from pale yellow to golden yellow, possessing 
globose to sub globose shape with subtending hyphae. Wall consists of two 
layers, the outer layer is hyaline and rough, the inner layer is smooth, pale 
yellow to golden yellow (Fig.2H).

G. monosporum Gerdemann & Trappe

Spores, isolated from rhizosphere soil of A. wallichiana were present singly, 
occasionally two or three. Spore shape varies from globose to sub globose. 
Wall of the spore is dull brown with single subtending hyphae (Fig.2I).
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DISCUSSION

Present study confirms the presence of AM association with Asterella 
blumeana, A. khasyana and A. wallichiana. Arbuscules and hyphae were 
found in the internal parenchyma cells of the thallus in the midrib re-
gion. Rimington et al. (2018) confirmed AM association in A. khasyana 
showing association with fungi belonging to Mucoromycotina and Glom-
eromycotina. With respect to internal fungal colonization all three stud-
ied species of Asterella show association in both rhizoids as well as in the 
thallus. Frequent colonization observed at midrib region of thallus. Rim-
ington et al. (2018) also reported fungal colonization at central midrib of 
liverwort thallus but its extent of fungal colonization varies from plants to 
plants. Bryophytes, being poikilohydric, absorb through the entire surface 
of the gametophyte. In present study it is observed that the mycorrhizal 
association in liverworts not only restricted to its absorptive organs (rhiz-
oids) but also in midrib region and other parts of thallus. Presence of AM 
colonization apart from rhizoids might have helped in translocation and 
distribution of nutrients in absence of a well-developed conducting system 
in liverworts.

The primary role of rhizoids is the attachment to the substratum 
(Duckett et al., 1998; Crandall-Stotler et al., 2008; Goffinet et al., 2008). In 
present investigation fungal colonization is observed to be more in smooth 
walled rhizoids as compared to tuberculate rhizoids. A. blumeana shows 
association in both types of rhizoids. Tuberculate rhizoids are thick walled, 
have small diameter and peg-like tubercles. Whereas, smooth rhizoids are 
thin walled and large diameters and highly efficient in water absorption 
(Cao et al., 2014). McConaha (1941) stated that smooth-walled rhizoids 
normally grow forward, penetrate the soil, and help in absorption of water 
and minerals, whereas tuberculate rhizoids originate beneath the scales 
and prevent them from growing downwards. This acts as a capillary con-
ducting system parallel to the thallus which helps in the distribution of 
water to all absorptive parts of the gametophyte. The variation in structure 
and distribution of the two types of rhizoids are related to its functions 
of anchoring, plant support and absorption (Cao et al., 2014). Presence of 
higher fungal colonization in smooth-walled rhizoids, compared to tuber-
culate rhizoids, confirms the specialized functional role of these structures. 
Smooth-walled rhizoids primarily enhance nutrient absorption directly 
from the soil, whereas tuberculate rhizoids are more involved in the inter-
nal distribution of water and nutrients, showcasing a sophisticated division 
of labour within the plant architecture that optimizes its survival efficiency.

Liverworts associated with Glomeromycotina fungi produce variable 
structures like aseptate hyphae, arbuscules and vesicles, which are very sim-
ilar to those formed by the same fungi associated with vascular plants. All 
three studied species show presence of AM structures like aseptate hyphae, 
arbuscules and storing structure vesicles (Fig 1A, Table 1).
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A. blumeana and A. khasyana show association with both septate and 
aseptate hyphae in the rhizoids (Fig 1A). Presence of two types of fungal 
hyphae confirms diverse association of fungi with bryophytes. Pressel et 
al. (2010), Bidartondo et al. (2011), Field et al. (2012, 2015) and Rimington 
et al. (2020) also reported the association of liverworts not only restricted 
with fungi belongs to Glomeromycotina but with other groups like Mucor-
omycotina, Basidiomycota or Ascomycota fungi are also show association. 
A considerable variation in vesicles shape (round, cylindrical, oval and 
elongated) is also observed in present study (Fig. 1 G,J,M,O). The variation 
in shape, size, position of vesicles and diverse pattern of colonization show 
presence of diverse AM fungi (Ligrone et al. 2007; Rimington et al., 2018). 
Marchantiopsida is reported to co-colonize with diverse AM fungi such 
as Archaeosporaceae, Claroideoglomeraceae, Diversisporaceae along with 
Glomeraceae are reported in Marchantia (Rimington et al., 2018).

Nine fungal species belongs to two genera Glomus and Gigaspora were 
isolated from the rhizosphere soil of A. khasyana and A. wallichiana (Ta-
ble 1, Fig. 2). Liverworts known to form association with fungi belong to 
Glomeromycotina, but it exhibits high specificity towards fungi belonging 
to Glomeraceae. It also commonly found to be associated with liverworts 
and hornworts (Rimington et al., 2018). In previous studies Glomus spp. are 
most commonly reported to form association with many bryophytes (Parke 
and Lindernam 1980; Turnau et al., 1999; Schüβler, 2000; Redecker et al., 
2000). Present study also supports earlier observation of high affinity of 
liverworts towards AM fungi belonging to Glomeraceae.

CONCLUSION

AM colonization is present in both thallus as well as in rhizoids of the 
studied species of Asterella. More colonization in smooth walled rhizoids 
as compared to tuberculate confirms the function of differential labour of 
rhizoids. The main function of absorption is performed by smooth walled 
rhizoids and its association with fungi enhances the absorption capability. 
Presence of two types of fungal hyphae suggest that association of liverworts 
with more than one fungi which helped not only in nutrient translocation 
but also helped to survive in stressful conditions. Liverworts occupy a 
critical phylogenetic position in the evolution of land plants, serving as 
vital models for studying the origins of plant-fungi symbiosis. Despite their 
importance, research into AM associations in liverworts remains scarce, 
highlighting a significant gap in our understanding of plant evolution. 
Our findings of A. blumeana, A. khasyana, and A. wallichiana forming AM 
association help in adding more information on AM associated Asterella sp. 
and also our knowledge of fungal associations with liverworts. 
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Abstract
Global climate change, rising population growth, and the overuse of 
agrochemicals have led to various problems, including soil degradation, 
a decline in food production, and environmental issues affecting the 
agricultural sector. To overcome these challenges, biofertilizers (partic-
ularly, those of mycorrhizal origin) have emerged as a sustainable and 
eco-friendly alternative. Arbuscular mycorrhiza (AM) is an association 
between plant roots and fungi from the subphylum Glomeromycotina, 
found in approximately 72% of land plants, and is one of the most com-
mon and ancient types of symbiosis on Earth. AM fungi provide with 
numerous benefits in exchange for plant photoassimilates. Although 
AM fungi may represent a viable biofertilizer option, their use is signifi-
cantly limited due to various issues, ranging from their production to 
field application. This review sheds light on the potential of AM fungi 
as biofertilizers, analyzing their diverse benefits while also addressing 
the limitations associated with their production and application for en-
hancing agricultural productivity.

Keywords: Agricultural productivity; agrochemicals; biofertilizers; global climate 
change; mycorrhiza.
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Resumen
El cambio climático global, el aumento de la población y el uso exce-
sivo de productos agroquímicos han dado lugar a diversos problemas, 
como la degradación del suelo, la caída de la producción de alimentos 
y cuestiones medioambientales que han arrinconado al sector agrícola. 
Para superarlos, los biofertilizantes, en particular los micorrícicos, han 
surgido como una alternativa sostenible y respetuosa con el medio am-
biente. La micorriza arbuscular (MA), una alianza entre las raíces de las 
plantas y los hongos del subfilo Glomeromycotina, que se encuentra 
en aproximadamente el 72% de las plantas terrestres, es uno de los 
tipos de simbiosis más comunes y antiguos de la Tierra. Los hongos 
MA proporcionan a las plantas multitud de beneficios a cambio de fo-
toasimilados vegetales. Aunque los hongos MA pueden ser una buena 
opción biofertilizante, su uso es muy limitado, ya que existen diversos 
problemas que van desde su producción hasta su aplicación. Esta revi-
sión arroja luz sobre el potencial de los hongos MA como biofertilizan-
tes, analizando sus diversos beneficios y abordando al mismo tiempo 
las limitaciones asociadas a su producción y aplicación para aumentar 
la productividad agrícola.

Palabras clave: Productividad agrícola; agroquímicos; biofertilizantes; cambio 
climático global; micorrizas.

INTRODUCTION

Global climate change, the exponential rise in the human population, the 
energy crisis, and the limited availability of natural resources have placed 
immense pressure on the agricultural sector (Kinge et al., 2022). In addi-
tion, the long-term injudicious use of synthetic chemical fertilizers and 
pesticides to raise agricultural productivity has given rise to many prob-
lems, such as deterioration of soil quality, which has resulted in a decrease 
in food production (Naik et al., 2020; Fasusi et al., 2023) and has given rise 
to many environmental problems, such as eutrophication of water bodies 
(Bakhshandeh et al., 2017; Ammar et al., 2023). This, in turn, has led to the 
degradation of ecosystems and has jeopardized trophic interactions (Bar-
ros-Rodríguez et al., 2024). This unprecedented situation has put various 
stakeholders, such as governments, policymakers, scientists, and farmers, in 
an alarming state (Stephenson et al., 2013). The growing awareness of the 
environmental and ecological consequences of heavy reliance on synthetic 
fertilizers has prompted a shift towards more sustainable agricultural prac-
tices to ensure food security for this expanding population while simulta-
neously conserving Earth’s natural resources, with biofertilizers emerging 
as a viable, eco-friendly, sustainable, and cost-saving solution (Hunter et 
al., 2017; Nosheen et al., 2021). 
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Biofertilizers are formulations containing microorganisms or micro-
bial-derived molecules that enhance plant growth and productivity by ap-
proximately 10–40% (Shahwar et al., 2023; Ferreyra-Suarez et al., 2024). 
Among biofertilizers, mycorrhizal biofertilizers have garnered significant 
attention because of their ability to enhance plant nutrient acquisition and 
overall growth performance (Kour et al., 2020; Ammar et al., 2023). Mycor-
rhizae, first reported by Frank (1885), is the mutualistic association between 
fungal hyphae and plant roots in which there is a reciprocal exchange of 
nutrients in the form of photo-assimilates like hexose sugars and lipids 
from plants to fungi and mineral nutrients from fungi to plants (Kaiser et 
al., 2014; Luginbuehl et al., 2017). Mycorrhizal association can be catego-
rized into four types: arbuscular mycorrhiza (AM), ectomycorrhiza (EcM), 
orchidioid mycorrhiza (OrM), and ericoid mycorrhiza (ErM) (Brundrett & 
Tedersoo, 2018). Among these, arbuscular mycorrhiza, a symbiotic associ-
ation between plant roots and obligate biotrophic fungi of the subphylum 
Glomeromycotina (Spatafora et al., 2016), is one of the most ancient and 
widespread symbioses on Earth (Kenrick & Strullu-Derrien, 2014). It is 
found in approximately 72% of terrestrial land plants (Genre et al., 2020), 
ranging from bryophytes to angiosperms from a wide range of ecosystems 
(Redecker et al., 2013), which played a pivotal role in allowing plants to 
transition from an aquatic environment before the evolution of true roots 
(Kenrick & Strullu-Derrien, 2014; Kuyper & Jansa, 2023). In contrast, ec-
tomycorrhizal associations are found in only 2% of land plants, primarily 
those associated with temperate trees (Brundrett & Tedersoo, 2018). The 
other two types of mycorrhizal associations, Orchidioid and Ericoid, were 
restricted to specific plant families, Orchidaceae and Ericaceae, respectively 
(Brundrett & Tedersoo, 2018). 

In addition to their widespread occurrence and distribution across eco-
systems, arbuscular mycorrhizae provide plants with an array of benefits, 
such as providing them access to immobile soil nutrients (Smith & Smith, 
2011; Yu et al., 2022), promoting plant growth (Nadeem et al., 2014), and 
helping plants adapt and survive under various abiotic (Begum et al., 2019) 
and biotic stresses (Dey & Ghosh, 2022). They also improve soil structure 
through soil aggregation (Gosling et al., 2010) and mediate communication 
between plants through a Common Mycorrhizal Network (CMN) (Walder 
et al., 2012; Heklau et al., 2021) (Fig. 1). In addition, they provide various 
ecosystem services, such as the breakdown of organic matter (Powell & 
Rillig, 2018), maintenance of belowground microbial diversity, and regu-
lation of plant community diversity (Van Der Heijden et al., 2015; Fall et 
al., 2022). Thus, they have huge potential to be harnessed as a sustainable 
biofertilizer option for boosting agricultural productivity, with the potential 
to reduce reliance on synthetic fertilizers and pesticides while improving 
plant growth and resilience. However, they remain underutilized owing to 
inherent challenges associated with mass production, the risk of contami-
nation, the need for skilled labour (Gianinazzi & Vosátka, 2004; Madawala, 
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2021), and conventional agricultural practices, such as the application of 
agrochemicals, tillage, and crop rotation, which disrupt mycorrhiza devel-
opment (Brito et al., 2012; Bakhshandeh et al., 2017). Among mycorrhizas, 
arbuscular mycorrhiza (AM) will be considered in this review, as they are 
found inclusively in all habitats and form symbiosis with nearly 72% of 
terrestrial land plants, whereas ectomycorrhizae associate with only 2% of 
land plants, mostly with trees found in forests of temperate regions (Brun-
drett & Tedersoo, 2018).

This review elucidates the potential of arbuscular mycorrhizal (AM) 
fungi as biofertilizers by discussing the numerous benefits they offer. Fur-
thermore, this paper highlights the various challenges that may arise in the 
application of AM fungi as biofertilizers intended to enhance agricultural 
productivity.

Fig. 1. Benefits provided by AM (Arbuscular Mycorrhizal) fungi to plants. Common My-
corrhizal Network (CMN).

Fig. 1. Beneficios que aportan los hongos MA (micorrizas arbusculares) a las plantas. 
Red común de micorrizas (CMN).
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ADVANTAGES

The symbiotic association between plants and mycorrhizae provides the 
plants with an array of benefits and services that promote their growth 
and, at the same time, help them to cope with various stresses, which are 
discussed below.

Facilitation of nutrient uptake

Mycorrhizal colonization induces changes in the morphological characteris-
tics of plant roots that are crucial for hosting mycorrhizal structures within 
the cells and enhancing nutrient uptake and accumulation by mycorrhizal 
plants (Neumann & George, 2010). The morphological modifications in 
the plant root system triggered by mycorrhizal colonization include an 
increase in total root length, a change in root-shoot ratio, an increase in 
root branching, and an increase in the number of root tertiary branches 
(Vierheilig et al., 2008). Along with these root modifications, the hyphae of 
mycorrhizal fungi have the capacity to expand beyond the root surface by a 
distance greater than 10 cm (Jakobsen et al., 1992). These hyphae are very 
thin, with an average diameter of 3 to 4 μm, which is much smaller than the 
finest root hairs, which have an average diameter of 10 μm (Johansen et al., 
1993); thus, they are able to extend their growth into the tiniest micropores 
of soil, which enhances their nutrient absorption efficiency (Bennett & 
Groten, 2022). Altogether, the root modifications induced by AM fungi and 
the AM hyphae form an extensive nutrient-absorbing network that expands 
the root zone absorption area by 10% to 100% (Etesami et al., 2021) that 
stretches beyond the nutrient depletion zones that form around roots in 
the rhizosphere (The narrow zone of soil surrounding plant roots), which 
enables the AM-colonized roots to access a larger volume of the soil than 
roots that are not colonized by AM fungi (Cavagnaro et al., 2015). AM also 
promotes the expression of phosphate transporters (PTs) in various host 
plants, including StPT3 in potato (Rausch et al., 2001), MtPT4 in Medicago 
truncatula (Harrison et al., 2002), and OsPT11 in rice (Paszkowski et al., 
2002). These transporters play a critical role in facilitating the uptake of 
phosphate released by AM fungi at the symbiotic interface into plant cells 
(Wang et al., 2017). In addition to phosphate transporters, plant ammonium 
transporters such as GmAMT4.1 and ATM2;3 in soybean and Medicago are 
induced by the presence of the fungus within arbuscule-containing cortical 
cells in the roots (Wang et al., 2017). 

Mycorrhizal fungi secrete enzymes, like acid phosphatases and pro-
teases, which facilitate the solubilization of both organic and inorganic 
phosphorus compounds in the soil (Miransari et al., 2009). This enzymatic 
activity enhances the bioavailability of phosphorus, thereby improving the 
availability of phosphorus to the plant host (Samantaray et al., 2024).
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Some mycorrhizal fungi produce siderophores (Low molecular weight 
organic compounds that have a high affinity for ferric ions) that complex 
iron and oxalate to increase potassium absorption from the soil, resulting 
in improved plant nutrition (Lindahl et al., 2007).

Improvement of water absorption capacity

Mycorrhizal hyphae are very thin, usually having a diameter of 2–5 μm, 
which is approximately two times smaller than plant roots, which have 
an average diameter of 10–20 μm, which allows them to transport water 
through small soil cavities inaccessible to plant roots (Diagne et al., 2020). 
In addition, the hyphal tips are also hydrophilic, which enhances the trans-
port of water from the soil to the plant cells (Miransari, 2011).

AM fungi also produces glomalin, which is a glycoprotein containing 
30–40% carbon compounds that is deposited on the soil particles and holds 
the soil particles together, forming stable soil aggregations that improve 
the water holding capacity of soil and protect the soil from desiccation 
(Verbruggen et al., 2012; Sharma et al., 2017).

Mycorrhizal fungi also induce the expression of plant aquaporin genes 
in mycorrhizal roots, which encode integral membrane transporters that 
transport water, signalling molecules, and ions through cell membranes 
(Santander et al., 2021). Aquaporins enhance the water absorption capacity 
of plants and improve their tolerance to drought stress. Thus, AM fungi 
improves plants resilience to drought stress through multilayered, con-
trolled protection mechanisms.

Enhancement of growth and yield of crops

Mycorrhizal symbiosis plays a significant role in enhancing the productiv-
ity and quality of tropical agricultural crops, particularly in regions where 
phosphorus deficiency is prevalent in the soil (Hildermann et al., 2010). 
Nziguheba and Smolders (2008) stated that 75% of the phosphorus applied 
to crops is not utilized by plants. Zea mays and flax are very dependent on 
AM fungi to meet their primary phosphorus requirements (Bai et al., 2003; 
Thompson et al., 2013). AM fungi inoculation can provide up to 90% of 
plant phosphorus and 20% of plant nitrogen due to the hyphal network in 
the soil formed after symbiotic associations with the host plant (Johnson et 
al., 2012). Most of the major agricultural crops are mycorrhizal hosts and 
increase the inoculum potential of the soil and colonization of future crops 
(Schliemann et al., 2008). AM fungi have a widespread distribution, and 
their use in agroecosystems as mycorrhizae-based inoculants is increasing 
(Igiehon & Babalola, 2017). In the case of potatoes, AM inoculation was 
observed to increase the total crop yield by 9.5%.
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When AM fungi inoculant (Rhizophagus irregularis) was applied to po-
tatoes over a period of four years in North America and Europe under real 
field conditions and showed a highly significant increase (42.2 tons/ha) 
in potato yield compared to non-inoculated controls (38.3 tons/ha) (Hijri, 
2016). AM fungi also contributes to enhancing crop yield in rainfed agri-
cultural systems by promoting drought resistance in host plants, which is 
particularly important in mitigating yield losses attributed to phytopatho-
gens and herbivores (Dowarah et al., 2022).

Furthermore, AM fungi have been engaged in large-scale field pro-
duction of maize (Sabia et al., 2015). The inoculation of the AM fungus 
Rhizophagus irregularis with the cotton cultivar Lumian No. 1 reduced the 
requirement of fertilizer application in the field (Gao et al., 2020). Thus, 
AM fungi possess a considerable potential for enhancing the yield of crops.

A positive relationship between mycorrhizal spore population and fruit 
yield (number and weight of fruits) has been observed in various fruit trees 
(Bona et al., 2017). Zeng et al. (2014) observed increased levels of sugars, 
organic acids, vitamin C, flavonoids, and minerals in citrus fruits due to 
Glomus versiforme, resulting in improved quality. The inoculation of Glomus 
macrocarpum, G. coledonicum, and Acaulospora sp. resulted in enhanced plant 
height, stem diameter, and biomass in trifoliate and troyer oranges (De 
Souza, 2000). Inoculation with Gigaspora rosea and Glomus mosseae enhanced 
the growth of different grape rootstocks and cultivars compared to unin-
oculated plants (Linderman & Davis, 2001). Arbuscular mycorrhizal fungi 
also increased the yield and productivity of apple trees when plants were 
co-inoculated with phosphate-solubilizing bacteria (Aslantaş et al., 2007).

Contributes to soil sustainability

Arbuscular mycorrhizae are an essential component of the pedosphere that 
regulate important soil processes and are considered to have immense po-
tential for improving soil sustainability (Powell & Rillig, 2018; Zhang et 
al., 2024). AM fungi contribute to soil sustainability by regulating three 
major factors: the structure of the soil, physiological processes in plants, 
and ecological dynamics (Fall et al., 2022).

Mycorrhizal fungi form a large amount of mycelia in the soil, which 
continuously regenerates and forms a matrix that wraps and interconnects 
soil particles, improving the stability of soil aggregates, minimizing soil 
compaction, and improving the water-holding capacity of soil (Chen et al., 
2018). Mycorrhizal fungi also secrete a negatively charged, hydrophobic, 
and thermotolerant glycoprotein, glomalin (Fall et al., 2022). Glomalin acts 
as a glue that binds soil particles and stabilizes soil aggregation (Lehmann 
et al., 2020). Furthermore, the hydrophobic nature of glomalin provides 
soil aggregates with water resistance. Additionally, glomalin is slowly bio-
degradable by soil microorganisms (Hu et al., 2019).
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Together, the formation of soil aggregates by the enmeshment action of 
hyphae and the increase in their stability by glomalin minimize the risk of 
soil compaction and increase the water-holding capacity of the soil, which 
results in reduced soil erosion, nutrient leaching, and denitrification, there-
by improving soil fertility (Pellegrino et al., 2020). The mycelial network, in 
addition to forming stable soil aggregates, also contributes to the formation 
of soil organic matter after death (Hawkins et al., 2023).

Thus, AM fungi participate in various types of essential soil functions, 
such as nutrient cycling (Powell & Rillig, 2018; Frey, 2019), reducing soil 
nutrient loss by minimizing nutrient leaching from the soil (Cavagnaro et 
al., 2015), and improving the soil structure by producing a hydrophobic gly-
coprotein glomalin (Leifheit et al., 2014). AM also regulates various phys-
iological processes in plants, such as enhancing their nutrient acquisition 
capacity from the soil (Rouphael et al., 2015), modulating phytohormone 
levels in plants, and reprogramming the secondary metabolism of plants 
(Rivero et al., 2015). AM also influences the ecological dynamics of soil by 
recruiting beneficial soil microorganisms, such as phosphate-solubilizing 
bacteria (PSB), nitrogen-fixing bacteria, and plant growth-promoting rhi-
zobacteria (PGPR), to the mycorrhizosphere (The zone of soil surrounding 
the plant roots colonized by mycorrhizal fungi) (Yu et al., 2022).

Strengthens plant immunity to biotic stress

AM induces disease control by both indirect and direct means. Indirectly 
through nutrition improvement; synthesis of plant hormones (Song et al., 
2015) and competing with other harmful microbes on the root surface and 
within the root. AM fungi also produce some antifungal (Bencherif et al., 
2019) and antibacterial compounds (Kaur & Sussella, 2020) and toxins that 
act against pathogenic organisms (Wang et al., 2018).

AM fungal symbiosis directly inhibits pathogens by mycorrhiza-in-
duced resistance (MIR) (Nguvo & Gao, 2019) by creating systemic pro-
tection against a wide range of pathogens. MIR includes characteristics 
of both systemic acquired resistance (SAR), which occurs after pathogen 
infection in plants, and induced systemic resistance (ISR), which occurs 
following root colonization by non-pathogenic rhizobacteria (Cameron et 
al., 2013). MIR activates both pathogen-specific and broad-range defence 
genes (Fiorilli et al., 2018) to produce enzymes and pathogenesis-related 
(PR) proteins (Sanmartín et al., 2020).

AM fungi are active against different types of nematodes (Da Silva 
Campos, 2020), bacteria (Sanmartín et al., 2020), viruses (Aseel et al., 2019), 
and fungi (Song et al., 2015) in different hosts, though the protective effects 
vary with AM and host species or other conditions.
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Enhancement of abiotic stress tolerance

Water stress, caused by drought and salinity, is one of the main abiotic 
stresses that impact plant growth and productivity. The symbiosis between 
plant roots and AM fungi is a common strategy for adapting to water stress 
(Brachmann & Parniske, 2006). Mycorrhizal fungi employ various strat-
egies to sustain host vitality during water stress. Water stress decreases 
the turgor pressure and water potential of plant cells, which results in the 
formation of reactive oxygen species like superoxide and hydroxyl radicals 
(Laxa et al., 2019). As mycorrhizal hyphae can explore a large volume of 
the soil, they enhance plants water absorption, which improves turgor po-
tential, stomatal conductance, and hence elevates transpiration rate (Augé 
et al., 2015). AM colonization also improves osmotic balance by inducing 
accumulation of osmo-protectants such as proline, polyamines, glycine be-
taine, non-structural carbohydrates, and inorganic solutes like K+, Ca2+, 
and Mg2+ (Baslam & Goicoechea, 2012; Yooyongwech et al., 2013) inside 
plant cells, which maintains the turgor pressure and protects plant cells 
from the adverse effects of water stress (Grümberg et al., 2015).

Under salinity stress conditions, AM fungi enhance the uptake of 
nutrients like phosphorus (P), nitrogen (N), potassium (K), zinc (Zn), 
and copper (Cu) and maintain ionic homeostasis (Hanin et al., 2016). AM 
fungi also enhance the levels of the abiotic stress hormone abscisic acid 
(ABA) in plants to cope with the detrimental effects of water and salinity 
stress (Martín-Rodríguez et al., 2016). ABA regulates transpiration rates, 
stomatal movements, root hydraulic conductivity, and the expression of 
aquaporin-encoding genes (Ouledali et al., 2019). ABA triggers stomatal clo-
sure, which in turn reduces transpiration and minimizes water loss during 
drought stress (Chitarra et al., 2016). AM fungi also augment antioxidant 
activities to defend against damage by reactive oxygen species (ROS) and 
promote photosynthesis to minimize the detrimental effects of salts on the 
growth and development of plants (Evelin et al., 2009). Crop plants inoc-
ulated with AM fungi have been reported to enhance growth and yield, 
while mitigating osmotic and ionic imbalances to normal levels, allowing 
crops to thrive under salinity stress (Hanin et al., 2016).

All these adjustments by AM fungi improve plant resilience to various 
abiotic and biotic stresses, which improves plant growth and ultimately 
their productivity. Thus, AM can be utilized as a bioinoculant in the soil, 
which can maximize the output without compromising soil health while 
simultaneously ensuring soil sustainability.

HINDRANCES IN APPLICATION

Despite the multitude of benefits offered by mycorrhiza, their widespread 
adoption and successful implementation as biofertilizers in modern agri-
culture face several challenges (Fig. 2).
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High nutrient content in soil

Under nutrient-poor conditions in the soil, plant roots release strigolac-
tones (A family of carotenoid-derived phytohormones that promote seed 
germination in parasitic plants and facilitate the establishment of symbiosis 
between plants and AM fungi) into the soil, which induces the germina-
tion of AM spores and stimulate hyphal branching (Waters et al., 2017). 
The AM fungi in response release myc factors that are perceived by plant 
receptors, resulting in the induction of the common symbiotic pathway 
leading to the establishment of symbiosis (Zhang et al., 2015). However, in 
agroecosystems with high fertilizer input, the level of nutrients, especially 
phosphorus (P), becomes high, and plants can take up phosphorus (P) from 
the soil without seeking any help from the AM fungi, and the symbiotic 
association transforms to a parasitic one in contrast to mutualism under 
low soil N and P levels (López-Ráez et al., 2017). Therefore, it is no longer 
feasible for plants to remain in this association, as there is a carbon cost; 
thus, the allocation of carbohydrates and lipids to AM fungi is reduced 
(Qin et al., 2024).

Fig. 2. Challenges associated with the use of arbuscular mycorrhiza as a biofertilizer in 
agroecosystems.

Fig. 2. Desafíos asociados al uso de micorrizas arbusculares como biofertilizante en 
agroecosistemas.
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Additionally, the release of strigolactones from plant roots decreases 
(López-Ráez et al., 2011). Finally, plants also downregulates the expres-
sion of phosphate transporter (PT) genes (Sawers et al., 2017). As a result, the 
AM fungal colonization and sporulation are reduced (Tiamtanong et al., 
2015). In addition to phosphorus (P), the mycorrhizal community is greatly 
affected by chronic nitrogen deposition. Many nitrogen fertilizers have 
been reported to decrease colonization in both field and pot experiments 
(Getman-Pickering et al., 2021). Nitrogen fertilization alone or in combi-
nation with phosphorus disrupts AM symbiotic efficiency. Potassium (K) 
more than the natural soil K content decreased mycorrhizal colonization 
in maize (Ardestani et al., 2011).

Application of agrochemicals

Agrochemicals (fungicides, pesticides etc.) are now integral part of tech-
nology dependent modern conventional agriculture as most high yielding 
crops are more susceptible to diseases than their wild genotypes. System-
ic fungicides have selectivity and specificity for certain pathogens while 
non-systemic fungicides are broad spectrum and kill all organism exposed 
to these. Common non–systemic fungicides like pentachloronitrobenzene 
(PCNB), thiram, fotran, arsan, langstan, Chlorothalinol, Captapol, chloroneb, 
metaxyl and ethazole are highly toxic; while Captan, Mylone, Vapram and 
Volax are moderately toxic to mycorrhizal fungi. Daconil, Sodium azide, 
terrazole, captain, and copper sulphate may favour AM activity and de-
velopment at low doses under specific environmental conditions (Vyas & 
Vyas, 2000).

Systemic fungicides are more detrimental to AM fungi as they get 
accumulated inside the roots (Jin et al., 2013). As systemic fungicides are 
mostly fungi static, they have less effect on spore germination and hyphal 
growth, but they affect infection, colonization and sporulation. Benomyl, 
Tridemorph, Triforine, Ethirimol, Etridiazole, Thiophanate methyl, Thiabendazole, 
Thiademifom and Carboxin show detrimental effects on the development of 
AM in the root (Wang et al., 2018). Almost all non-systematic fungicides 
adversely affect AM and are retained in soil (Ghosh et al., 2024).

Selection and preparation of mass culture

The primary challenge in producing an AM fungi inoculum is the obli-
gate symbiotic nature of AM fungi, which requires a host plant to grow 
and complete its life cycle. Thus, they cannot be cultivated in pure cul-
ture without their host plants (Säle et al., 2015). Consequently, their prop-
agation must include a cultivation phase with host plants maintained in 
fields, greenhouses, or growth chambers. This is labour intensive, costly, 
and at the same time requires considerable time and space (Gianinazzi & 
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Vosátka, 2004). Additionally, AM fungal inoculum is a combination of soil 
and AM propagules; therefore, these inocula cannot be entirely free from 
contamination with pathogens and weedy seeds (Kumar et al., 2017). Fur-
thermore, the soil makes AM inocula bulkier, and their transport becomes 
more challenging and expensive (Ceballos et al., 2013). Apart from these 
evident limitations associated with the production of AM inocula on a large 
scale, there are additional obstacles like lack of infrastructure for inoculum 
production, storage, and skilled labour, as well as lack of a suitable carrier 
material, short shelf life, and inconsistency in the inoculum (Mukhongo 
et al., 2016). Additionally, there is a lack of quality control protocols for 
AM fungal inoculum production; thus, the species listed in commercial 
products may not be entirely accurate (Hart et al., 2018). Again, not all AM 
fungi species may be suitable for all hosts, soil types, or climates (Jansa et 
al., 2014). Thus, screening is necessary. 

Conventional agricultural practices like fallowing land,
rotation with non-host plant and tillage

Conventional agricultural practices, aside from the application of agrochem-
icals, such as tillage and crop rotation, which inhibit the development of 
mycorrhizae, particularly in topsoil layers, are two commonly encountered 
challenges that prohibit the effective utilization of mycorrhizae as a biofer-
tilizer in agroecosystems.

As an obligate symbiont, prolonged fallowing of land devoid of veg-
etation or with non-host vegetation leads to the depletion of arbuscular 
mycorrhizal (AM) propagules in the soil as AM spores are unable to ger-
minate and proliferate in the absence of a host. Similarly, the cultivation of 
non-host crops, such as those belonging to the Brassicaceae family, which 
release glucosinolates into the soil, adversely affects AM propagules. Upon 
their release, glucosinolates decompose into isothiocyanates, which are anti-
microbial compounds that further reduce the prevalence of AM propagules 
in the soil, even following the rotation with host plants (Kirkegaard & 
Sarwar, 1998; Ghosh et al., 2004).

Intensive tillage disrupts the hyphal networks of mycorrhizae within 
the soil (Feilinezhad et al., 2022) which can selectively affect various arbus-
cular mycorrhizal fungi (AMF) groups based on their life and colonization 
strategies, either promoting or impairing specific groups, leading to a 40% 
reduction in AM fungal diversity (Brito et al., 2012). Furthermore, my-
corrhizal root colonization consistently demonstrates lower levels under 
tillage conditions compared to no-tillage environments (Castillo, 2006). 
During the initial stages of colonization, the direct impacts of conventional 
tillage systems are attributed to the physical disruption of the extraradical 
mycelium network, resulting in a slowdown of symbiotic efficiency. This 
disruption hampers AM activity related to nutrient and water uptake, glo-
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malin-associated soil aggregate formation (Brito et al., 2012), and biopro-
tection against soil pathogens (Patanita et al., 2020). 

Thus, conventional agricultural practices, aside from the application 
of agrochemicals, such as tillage and crop rotation, can inhibit the devel-
opment of mycorrhizae in different agroecosystems. However, adopting 
practical alternatives such as utilizing organic fertilizers (manures and com-
post) and slow-release mineral fertilizers (like rock phosphate) (Cavagnaro, 
2014), implementing reduced tillage (Ghorui et al., 2024), and shortening 
the fallow period through crop rotation with mycorrhizal-dependent cover 
crops such as Vicia villosa Roth. and Trifolium spp. instead of non-mycorrhi-
zal hosts like Brassicaceae can stimulate arbuscular mycorrhizal (AM) fungi 
in the field (Njeru et al., 2015). Furthermore, the application of fungicides 
that do not negatively affect mycorrhizal fungi can lead to an increase in 
AM propagules and their species diversity (Rouphael et al., 2015).

Methods of plant inoculation with mycorrhizal fungi

Inoculating plants with AM fungi employs advanced techniques that can 
significantly enhance plant health and productivity. These methods can be 
broadly categorized as follows.

Seed inoculation.— This method consists of coating seeds with a slurry 
of AM spores, ensuring that upon germination, the seeds are immediately 
exposed to the AM fungi (Kafle et al., 2019).

Direct root inoculation.— This approach involves dipping the roots of 
seedlings into a suspension of AM spores during transplanting, thereby 
establishing direct contact between the AM fungi and the root system (Eu-
lenstein et al., 2017).

Soil inoculation.— This strategy involves broadcasting granular or pow-
dered inoculum over the soil surface at the time of tillage or planting, 
making it suitable for large-scale agricultural operations where direct root 
inoculation may not be feasible (Aliyu et al., 2019).

While these methods demonstrate potential for enhancing soil health 
and agricultural productivity, challenges persist in standardizing these 
practices.

Dual applicationof AM fungi and plant growth
promoting bacteria (PGPB)

The simultaneous application of Arbuscular Mycorrhizal (AM) fungi and 
Plant Growth Promoting Bacteria (PGPB), represents an effective ecological 
strategy to enhance plant performance and soil health compared to single 
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inoculation (Feng et al., 2023). AM fungi colonize the roots of terrestrial 
plants; on the other hand, PGPB colonizes the rhizosphere. The combina-
tion of these two groups can lead to improved plant performance by provid-
ing numerous benefits, such as nitrogen fixation, phosphate solubilization 
and mineralization, phytohormone production, and enhanced tolerance to 
various biotic and abiotic stresses (Wahid et al., 2022).

The mechanism behind this synergistic effect is attributed to several 
factors, including PGPB enhancing AM spore germination and hyphal 
growth, which leads to more efficient mycorrhizal colonization (Sagar et al., 
2021). In return, the PGPB receive nourishment in the form of carbon-rich 
exudates from the AM fungi. This mutual enhancement results in a more 
robust root system that better absorbs nutrients and water, promoting plant 
growth and improving performance under various stresses (Wahid et al., 
2022). 

The synergistic effect of dual inoculation with AM fungi and PGPB 
has been validated by several scientific studies. For example, in two wheat 
(Triticum aestivum) cultivars, HD-3086 and HD-2967, the co-application 
of Bacillus subtilis CP4 and the AM fungi Glomus fasciculatum significantly 
increased plant biomass and yield compared to single inoculation and un-
inoculated controls (Yadav et al., 2021). Additionally, inoculating a straw-
berry variety (Fragaria ananassa var. Selva) with a consortium of AM fungi 
(Rhizophagus intraradices, Glomus aggregatum, G. viscosum, Claroideoglomus 
etunicatum, and C. claroideum) and Pseudomonas fluorescens Pf4 resulted in 
earlier flowering and fruiting, as well as increased yield and nutritional 
content (Bona et al., 2015). In Melissa officinalis L., dual inoculation with 
the AM fungi Glomus mosseae and the PGPB Azospirillum brasilense Sp245 
promoted plant growth and yield under water deficit conditions (Gorgi et 
al., 2022). El-Sharkawy et al. (2022) found that inoculating Rhizophagus ir-
regularis with the bacterium Streptomyces viridosporus HH1 improved growth 
parameters and induced defence responses in pea (Pisum sativum L.) against 
infection of Fusarium oxysporum f.sp. pisi.

CONCLUSION

The use of mycorrhizae as biofertilizers is a cost-effective strategy for sup-
plying essential nutrients and water and enhancing resilience to various 
environmental stresses, thereby contributing to sustainable, eco-friendly 
production that minimizes the use of agrochemicals and reduces envi-
ronmental and human health risks. To fully harness the potential of AM 
fungi in enhancing the productivity of agroecosystems, it is essential to 
troubleshoot the negative effects of conventional agricultural practices on 
AM fungi, soil quality, ecosystem functioning, and human health. There-
fore, to maximize the benefits of AM fungi, it is essential to develop an 
integrated management system, which is a comprehensive strategy that 
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combines multiple agricultural practices to increase the number, variety, 
and functioning of AM fungi. This enhancement aims to improve their 
symbiotic interaction of AM fungi with their host plants, thereby optimiz-
ing mycorrhizal advantages, leading to improved crop performance and 
agroecosystem sustainability while remaining within economic boundaries.

To achieve such a sustainable system, soil management practices like 
no-tillage farming or reduced tillage should be adopted, and cover crops 
should be implemented to promote soil aggregation and increase organ-
ic matter content in fields, creating a more favourable environment for 
mycorrhizal fungi, which will facilitate their growth and colonization of 
plant roots within agroecosystems. Besides soil management practices, nu-
trient management strategies should include the judicious application of 
fertilizers tailored to the specific needs of the crops and the existing soil 
nutrient levels to mitigate the suppression of mycorrhizal activity caused 
by excessive fertilization. Also, selecting crop varieties known to be highly 
responsive to mycorrhizal colonization is crucial to ensure that plants can 
successfully capitalize on the benefits provided by AM fungi.

An integrated management system should also incorporate strategies to 
introduce beneficial mycorrhizal fungi populations in the soil, taking into 
account the broader ecological context of the agroecosystem. This can be 
achieved by exploring native AM fungi and plant growth-promoting bac-
teria instead of relying on commercially available bioinoculants, as native 
populations are pre-adapted to the environment and can establish them-
selves better in the soil without promoting weed growth, which is often a 
concern with commercial bioinoculants (Duell et al., 2022). Furthermore, 
fostering collaborative partnerships between government, researchers, and 
farmers is vital to facilitate the exchange of knowledge and best practices 
related to mycorrhizal management.

Additionally, investment in research and development for enhancing 
the infrastructure for propagule production and building a skilled work-
force in this domain are critical to ensure their widespread adoption and 
success.
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Abstract
Diatoms constitute one of the most diverse groups of marine microalgae 
worldwide, both free-living as well as associated with different types 
of substrata. In particular, marine benthic macroinvertebrates repre-
sent surfaces to which diatoms can attach. The present study aims 
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ed manual samplings to collect chitons from the intertidal, and sea 
diving samplings to collect southern king crabs from the subtidal at 
different sampling sites near Comodoro Rivadavia during winter 2018 
and summer and winter 2024. Each specimen was carefully brushed 
and scraped to obtain microalgal material, which was subsequently 
processed using conventional methods and analyzed under both light 
microscopy (LM) and scanning electron microscopy (SEM). We estimat-
ed the relative abundance (%) of the identified diatom taxa as well as 
species richness (S), Shannon-Weaver diversity index (H´) and Pielou´s 
Evenness index (J) for each sample for comparison. Epizoic diatom com-
munities included 43 taxa in Polyplacophorans and 62 in Decapods, 
mainly pennate diatoms with a scarce representation of centric diatoms. 
Solitary diatoms were the most frequent, with adnate, erect and mo-
tile forms recognized; various various morphological types of colonies 
were also recorded. We observed significant differences (α=0.05) in 
diatom diversity between the 2024 summer and winter for each inver-
tebrate; however, no significant differences were found between the 
2018 and 2024 winter samples. Polyplacophorans were studied for the 
first time as diatom hosts, and direct evidence of diatom attachment 
to the surface of both hosts is provided. This research study represents 
an important contribution to the knowledge of marine epizoic diatoms.

Keywords: Diatoms diversity; epibiosis; marine benthic macroinvertebrates; 
Patagonian Sea.

Resumen
Las diatomeas constituyen uno de los grupos de microalgas marinas más 
diverso a nivel mundial, tanto de vida libre como asociadas a diferen-
tes tipos de sustratos. En particular, los macroinvertebrados bentónicos 
marinos representan superficies a las cuales las diatomeas se pueden 
adherir. Los objetivos del presente estudio son caracterizar la diversidad 
de las comunidades de diatomeas asociadas a quitones y centollas de 
aguas costeras del Golfo San Jorge (Océano Atlántico Sur) y analizar 
posibles diferencias en la diversidad de diatomeas entre dichas comu-
nidades según el sustrato animal, el ambiente y la estación del año. Se 
realizaron muestreos manuales para colectar quitones del intermareal y 
muestreos mediante buceo autónomo para colectar centollas del sub-
mareal de sitios cercanos a Comodoro Rivadavia en Invierno de 2018 y 
Verano e Invierno de 2024. Cada ejemplar fue cepillado y raspado cuida-
dosamente para obtener el material microalgal que fue posteriormente 
tratado por métodos convencionales y analizado con microscopía de 
luz y electrónica de barrido. En cada muestra se estimó la Abundancia 
Relativa (%) de los taxa de diatomeas identificados así como la Riqueza 
Específica (S), Índice de Shannon-Weaver (H´) y el Índice de Equitativi-
dad de Pielou (J) para su comparación. Las comunidades de diatomeas 
epizoicas incluyeron 43 taxa en quitones y 62 taxa en centollas, siendo 
la mayoría diatomeas pennadas con escasa representación de diatomeas 
centrales. Las formas solitarias fueron las más frecuentes, reconociéndo-
se formas adnatas, erectas y móviles; asimismo se registraron colonias 
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INTRODUCTION

Diatoms constitute one of the major and most diverse components of ma-
rine communities worldwide, contributing substantially to the marine 
primary productivity. In benthic environments they may live freely or 
associated with different types of substrata such as sand, rocks or even 
other organisms like algae (epiphytic diatoms) or animals (epizoic diatoms) 
(Round, 1971; Round et al., 1990). Epibiont diatoms usually present highly 
silicified frustules and exhibit multiple mechanisms for attachment: some 
diatoms are adnate and attach strongly to their host´s surface while other 
produce abundant mucilage that allow them to form mucilage stalks or 
pads for adhesion (Tiffany, 2011). Diatoms may be solitary or colonial or 
even constitute monospecific or polyspecific aggregations. When analyzing 
the diatom-animal association, diatoms may benefit by gaining protection 
against grazing, by accessing to higher nutrients and carbon dioxide con-
centrations produced by the animal metabolism and also by avoiding resus-
pension in sediments. Animals may benefit by capturing higher amounts 
of oxygen produced by photosynthesis, gaining camouflage against pred-
ators or, in some cases, they may be affected by a high density of diatoms 
that might reduce considerably their motility or even interfere with their 
reproduction (Totti et al., 2011; Gómez et al., 2018). The diatom-animal 
association may have a degree of specificity that allows the identification 
of generalist and specialist diatoms that may live in many or a few animal 
hosts, respectively. In order to characterize the species diversity, spatial 
distribution, abundance and ecological aspects of the epizoic diatoms, it is 
important to consider the hardness and chemical composition of the animal 
substrata as well as environmental conditions (Tiffany, 2011).

Studies on epizoic diatoms have increased in the past decades, with re-
cords of diatoms associated to marine copepods (Hiromi et al., 1985; Gómez 
et al., 2018; Purushothaman et al., 2024), sessile marine invertebrates such 
as sponges and cnidarians (Totti et al., 2005, 2011; Romagnoli et al., 2007), 
hard-shelled mollusks and crustaceans (Round, 1971; Gillan & Cadée, 2000; 
D´Alelio et al., 2011; Madkour et al., 2012) and also in vertebrates such as 

de diversa morfología. Se observaron diferencias significativas (α=0.05) 
entre la diversidad de diatomeas de verano e invierno de 2024 para cada 
invertebrado, no así entre los inviernos de 2018 y 2024. Los quitones 
fueron estudiados por primera vez como hospedadores de diatomeas y 
se proporciona evidencia directa de la adhesión de diatomeas a la super-
ficie de ambos hospedadores. Este trabajo representa una contribución 
al conocimiento de las diatomeas epizoicas marinas.

Palabras clave: Diversidad de diatomeas; epibiosis; macroinvertebrados ben-
tónicos marinos; Mar Patagónico.
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sea turtles carapaces (Majewska et al., 2015, 2021), seabird feathers (Holmes 
& Croll, 1984) and the skin of cetaceans (Nemoto 1958; Nemoto et al., 
1977; Holmes, 1985; Ferrario et al., 2019; Ten et al., 2022). In Argentina, 
Dr. Joaquín Frenguelli was a pioneer in the study of freshwater and marine 
diatom diversity, having described and characterized benthic diatoms along 
the Argentine Sea (Frenguelli 1930, 1938, 1939a, b). He analyzed samples 
obtained from the scrapping or washing of both marine macroalgae and 
macroinvertebrates, such as sponges, gastropod mollusks, bryozooans, as-
cidians, echinoderms and crustaceans, alongside marine sediments, which 
can be considered nowadays as early records of marine epibiont diatoms in 
Argentine waters. Later on, Sar and Sunesen (2014), Sunesen et al. (2015), 
Ferrario et al. (2019) and Cefarelli et al. (2024) recorded and described epiz-
oic taxa, but this topic still remains as an unexplored subject with potential 
future prospects in the region. 

This is a preliminary study of epizoic diatom diversity in San Jorge 
Gulf whose aim is to characterize the diatom flora associated to two benthic 
macroinvertebrates in the area, particularly chitons and the southern king 
crab. Additionally, possible differences according to the animal substrata, 
their environment and season of the year are evaluated. This will lead to 
a better understanding of the diversity and structure of epizoic diatoms 
communities on the study area.

Fig. 1. Map of the San Jorge Gulf indicating the sampling sites (red dots).

Fig. 1. Mapa del Golfo San Jorge indicando los sitios de muestreo (puntos rojos).
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MATERIAL AND METHODS

San Jorge Gulf is located in the mid-Atlantic Patagonian waters, between 
approximately 45°S and 47°S, covering about 40,000 km2 with the predom-
inance of coarse sediments in coastal areas (Reta, 1986; Fernández et al., 
2005). This gulf is considered one of the Southern Hemisphere’s most pro-
ductive ecosystems and its benthic environment supports a great diversity 
of living organisms (Longhurst, 2007; Dans et al., 2020).

The macroinvertebrates collected in this study included Polyplacoph-
oran Mollusks Plaxiphora aurata Spalowsky 1795 (Chiton) and the Decapod 
Crustacean Lithodes santolla Molina 1782 (Southern King Crab, SKC). They 
were collected in La Tranquera sampling site (46º01’31” S, 67º35’47” W, San 
Jorge Gulf) during summer (20 and 21-XII-2023) and winter (28-VII-2024 
and 08-VIII-2024) of 2024. Additionally, exploratory SKC samples were col-
lected during 2018 winter (01-VII-2018) at the same sampling site (Fig. 1). 
Chitons were collected by manual samplings in the intertidal zone during 
low tides whereas SKC were collected by sea diving in the subtidal zone at 
a depth between 12-15 m. Given the scarce and random distribution of SKC 
in the subtidal environment, at least three specimens of each invertebrate 
species under study were collected during each seasonal sampling (Fig. 2).

Sampled macroinvertebrates specimens were carefully brushed, 
scrapped and finally rinsed with filtered sea water in situ. This same pro-
ceeding was applied to a similar area of the rocky surface located in the 
proximities of the sampled invertebrates and constitute the corresponding 
environmental samples (except for 2018 winter when no environmental 
sample was taken).

Fig. 2. Specimens of analyzed macroinvertebrates. A) Lithodes santolla. B) Plaxiphora 
aurata.

Fig. 2. Especímenes de los macroinvertebrados analizados. A) Lithodes santolla. B) Plax-
iphora aurata.
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All samples were fixed in situ, the 2018 winter and 2024 summer sam-
ples were fixed with 4% formaldehyde solution (due to processing later 
in time) while 2024 winter samples were fixed with 70% ethanol (due to 
processing briefly after sampling). In each case, the obtained microalgal 
material was treated to remove the organic matter according to Prygiel & 
Coste (2000). The cleaned material was mounted for light (LM) and scan-
ning electron microscopy (SEM) according to Ferrario et al. (1995). Per-
manent slides were made with Naphrax medium. Permanent slides, SEM 
material as well as the remaining treated microalgal material fixed with 4% 
formaldehyde solution (preserved in appropriately labeled Eppendorf tubes) 
are stored at Instituto de Desarrollo Costero (IDC – Universidad Nacional 
de la Patagonia San Juan Bosco, UNPSJB) as a part of the “Colección de 
Diatomeas Epizoicas del Golfo San Jorge” for further studies.

Also, we had access to three chiton specimens from El Pique sampling 
site (45º43’06” S, 67º20’38” W, San Jorge Gulf) (Fig. 1) from 2023 winter 
(25-VII-2023) and a SKC moult from La Tranquera sampling site (August 
2023) in order to determine the presence of diatoms directly attached to 
Polyplacophoran´s spines and Decapod´s carapace with LM and SEM. 

The slides were examined using a Differential Interference Contrast 
(DIC) Leica DM2500 LM equipped with a Leica DFC420 digital camera 
and a DIC Olympus BX51 LM equipped with an Olympus DP71 digital 
camera. The SEM material was examined in different microscope services 
from Argentina including a Jeol JSM-6510 LV SEM from UNPSJB, a C. 
Zeiss Gemini 1 SEM from “Bernardino Rivadavia Museum” (MACN) 
microscopy service, a C.Zeiss Crossbeam 340 SEM from LANAIS-MIE 
(UBA-CONICET), a C. Zeiss (FE-SEM) Supra 40 from “Centro de Mi-
croscopías Avanzadas ” (FCEN-UBA) and a C. Zeiss Sigma SEM from 
“Laboratorio de Análisis Materiales por Espectrometría de Rayos X” (LA-
MARX, UNC).

The Relative Abundance (RA) of diatoms on macroinvertebrates sam-
ples from 2018 winter and 2024 summer and winter were estimated by 
counting a minimum of 400 valves per permanent slide at a magnification 
of 1000x using a DIC Olympus BX51 LM and oil immersion, the results 
being expressed in percentages (Prygiel & Coste, 2000; Cefarelli et al., 2024). 
It is important to remark that we could not estimate the relative abundance 
of environmental samples due to the impossibility of reaching the mini-
mum amount of 400 valves thus we only indicate the presence of diatom 
taxa on those samples. We also estimated different diversity indexes such 
as Specific Richness (S), the Shannon-Weaver diversity index (H´) and 
Pielou´ s Evenness index (J) in order to characterize each diatom commu-
nity. Finally, Hutcheson´s t-tests were applied to compare the H’ indexes 
estimated for each seasonal sample and determine possible differences be-
tween them (Zar, 2010):

t =
H

1́
−H

2́

sH
1́

−sH
2́
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where:

and the variance of each H’ was approximated by:

where: n, sample size
 fi, number of observations in category i.

Indexes and t-tests were calculated using Microsoft Excel (Windows 
10, 2024) with a significance level (α) of 0.05.

The estimated indexes constitute a preliminary effort to study possible 
similarities and differences in between the diatom communities associated 
to the macroinvertebrates here studied. Further samples will need to be 
analyzed in future studies in order to conduct a more thorough analysis.

The nomenclatural status of all taxa referred to in the study was con-
sulted in AlgaeBase (Guiry & Guiry, 2024) and DiatomBase (Kociolek et 
al., 2024).

Epizoic diatoms morphology and determination follows Round et al. 
(1990), Witkowski et al. (2000).

RESULTS AND DISCUSSION

Diatom flora associated with marine
macroinvertebrates

As a result of the analysis of the epizoic diatoms of both macroinvertebrates 
from La Tranquera we recorded 83 diatom taxa, 43 and 62 of them being 
recorded on chitons and SKC, respectively (Table 1). 

Most of the diatoms observed on both invertebrates were mainly pen-
nate and included within Amphora (8 taxa), Cocconeis (10 taxa), Navicula 
(6 taxa), Nitzschia (11 taxa) and Tabularia (2 taxa). Centric diatoms were 
generally scarce, mostly represented by Odontella spp. and Paralia sulcata 
sensu lato. Both invertebrate hosts shared 21 taxa.

We identified differences regarding diatom diversity associated to 
the hosts analyzed. Some taxa such as Caloneis sp., Campylopyxis garkeana, 
Planothidium spp., Psammothidium sp. and Rhoicosphenia spp. were 
only observed on chitons whereas Amphiprora lata, Delphineis surirella, 
Grammatophora macilenta, G. angulosa var. islandica, Hyalodiscus radiatus, 
Licmophora flabellata, L. hyalina, L. aff. ehrenbergii, L. gracilis, Plagiotropis 
lepidoptera and Pleurosigma spp. were only observed on SKC.
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Cefarelli et al. (2024) commented on the variation of diatom epibio-
sis in between different macroinvertebrate hosts, within a same host and 
among sampling sites of the San Jorge Gulf. Also, the authors had recorded 
a lower diatom epibiosis on the same host taxa analyzed in deeper waters 
within the gulf than in coastal shallow waters of the subtidal zone near 
Comodoro Rivadavia city. This difference between intertidal and subtidal 
samples highlights the importance of depth and light conditions of each 
area as key factors (Gómez et al., 2018).

Regarding the presence of centric diatoms, Madkour et al. (2012) pro-
poses that they are mainly planktonic but they are often found associated to 
invertebrates such as Decapod Crustaceans because they are tangled up to 
different morphological structures of the animal body and thus, they appear 
in some benthic-epizoic samples. Centric diatoms were not abundant in our 
epizoic material but the recurrent presence of some yet unidentified centric 
taxa indicates that these kinds of diatoms were not accidentally found and 
therefore could be epizoic.

Round (1981) and Totti et al. (2011) propose that the degree of epibiosis 
is inversely related to the motility of the animal host, concluding that active 
animals will be less colonized by diatoms than sessile animals. Chitons have 
reduced motility and may represent a more stable and easily colonizable 
surface for diatoms than SKC do given their motility. Cefarelli et al. (2024) 
reported SKC with and without epibiosis in different sites along the gulf 
and recorded Amphora, Cocconeis, Grammatophora, Licmophora, Navicula, 
Nitzschia and Tabularia as the more abundant diatom taxa as we also ob-
served in our samples.

Diatoms life mode and growth forms 

Most of the diatom taxa found were solitary forms and other taxa may 
form colonies of diverse morphologies such as “ribbon-like” colonies 
(Bacillaria socialis var. kariana and Trachyneis aspera), “fan-shape” colonies 
(Licmophora flabellata and Tabularia investiens, Fig. 3 A-B), “zig-zag” colonies 
(Grammatophora marina and Odontella obtusa, Fig. 3 C), “chain-like“ colonies 
(Paralia sulcata s.l., Fig. 3 D) and “tube-like” colonies (Parlibellus spp. and 
undetetermined naviculoids, Fig. 3 E-F). Cocconeis spp. specimens were 
observed gathered along the surface of chitons spines and SKC carapaces 
surface constituting polyspecific aggregations but not true colonies (Fig. 
4 A-D).

We recognized three types of diatom growth forms according to their 
mechanisms of attachment to the invertebrate substrata: adnate diatoms 
which adhere strongly to the surface by means of their raphe valve (Figs. 
4 A-D and Fig. 6 B), erect diatoms which form mucilaginous structures of 
adhesion such as “pads” and “stalks” (Figs. 3 A-C, Figs. 4 D, Figs. 5 A-C, 
Fig. 6 A) and, motile diatoms which have the capability to slide along 
the invertebrate surface (Figs 3 E-F, Fig. 6 A). D´Alelio et al. (2011) pro-
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Fig. 3. LM. Diatom colonies of diverse morphologies. A-B) “Fan-shaped” colonies of (A) 
Licmophora flabellata and (B) Tabularia investiens. C) “Zig-Zag” colony of Grammatophora 
marina. D) “Chain-like” colony of Paralia sulcata s.l. E-F) “Tube-like” colonies of undeter-
mined pennate diatoms. Scale bars 10 µm (A-D) and 50 µm (E-F).

Fig. 3. MO. Diatomeas formando colonias de diversa morfología. A-B) “Colonias en 
abanico” de (A) Licmophora flabellata y (B) Tabularia investiens. C) “Colonias en Zig-Zag” 
de Grammatophora marina. D) “Colonia en cadena” de Paralia sulcata s.l. E-F) “Colonias 
tubícolas” de diatomeas pennadas indeterminadas. Escala de 10 µm (A-D) y 50 µm (E-F).
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Fig. 4. SEM. Diatoms directly attached to chitons and southern king crabs surface. A) 
General view of diatoms attached to southern king crabs carapace. B) Detail of Cocconeis 
polyspecific aggregations, note the adnate diatom adhesion through the raphe valve. C) 
General view of diatoms attached to chitons spines. D) Detail of Cocconeis polyspecific 
aggregations alongside Tabularia investiens and Nitzschia specimens. Scale bars: 20 µm 
(A, C) and 10 µm (B, D).

Fig. 4. MEB. Diatomeas directamente adheridas a la superficie de quitones y centollas. A) 
Vista general de diatomeas adheridas al caparazón de las centollas. B) Detalle de agrega-
ciones poliespecíficas de Cocconeis, nótese la adhesión de las diatomeas mediante la valva 
con rafe. C) Vista general de diatomeas adheridas a las espinas de quitones. D) Detalle 
de agregaciones poliespecíficas de Cocconeis junto a ejemplares de Tabularia investiens 
y Nitzschia. Escala de 20 µm (A, C) y 10 µm (B, D).

poses that, in terms of an ecological succession, the presence of all three 
diatom growth forms (adnate, erect and motile) is typical of a mature and 
well-structured diatom community. Thus, adnate forms are the first ones 
to colonize an animal substrate strongly adhering to their surface and then 
erect and motile forms partially adhere to the same surface. The macroin-
vertebrates here analyzed exhibited the three types of growth forms, hosting 
a possibly well-structured and mature diatom community.

From the analysis of Chitons’ spines and SKC’ carapace moults, we 
were able to record the presence of diatoms directly attached to both hosts’ 
surfaces. Particularly, numerous Cocconeis spp. specimens forming con-
spicuous polyspecific aggregations alongside T. investiens, Nitzschia sp. and 
Amphora sp. (Fig. 4 A-D). Several authors have also previously indicated 
Cocconeis as an epibiont constituting mono or polyspecific aggregations on 
diverse living surfaces. For instance, De Stefano et al. (2000), Tiffany (2011) 
and Majewska et al. (2013) reported aggregations of diverse Cocconeis taxa 
on different marine macroalgae. Similarly, Romagnoli et al. (2007) and Totti 
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Fig. 5. SEM. Epizoic diatoms on chitons and southern king crabs. Frustules of (A) 
Amphora, (B) Grammatophora marina and (C) Licmophora flabellata. (D) External valve 
view of Navicula aff. directa. Scale bars: 2 µm (A), 5 µm (B, D) and 20 µm (C).

Fig. 5. MEB. Diatomeas epizoicas de quitones y centollas. Frústulos de (A) Amphora, (B) 
Grammatophora marina y (C) Licmophora flabellata. (D) Vista valvar externa de Navicula 
aff. directa (D). Escala: 2 µm (A), 5 µm (B, D) y 20 µm (C).

et al. (2011) reported epizoic communities integrated by Amphora, Cocconeis 
and Tabularia, among other taxa, growing on Hydroid Cnidarians. Recent-
ly, Cefarelli et al. (2024) described Cocconeis patagonica and T. investiens on 
Squad Lobsters (Grimothea gregaria) from San Jorge Gulf and provided LM 
evidence of the specimens directly attached to the carapaces surface.

Macroinvertebrates and environmental samples

When comparing the diatom flora associated to chitons and SKC with their 
respective environmental samples from 2024, each host shared 19 and 11 
diatom species with them, respectively. Although the brushed surface of 
the invertebrates and environmental samples had similar dimensions, the 
scarce microalgal material obtained from the latter allows us to suggest that 
the host´s surface may represent an optimal microhabitat for diatoms to 
attach to (Totti et al., 2011) (Table 1).

Diatoms associated with chitons are likely to be similar to those ben-
thic diatoms living in the surrounding rocky surfaces considering the host 
has reduced movement and represents an easily colonizable surface for 
diatoms (Round, 1971; Tiffany, 2011). Also, the chiton body is flat, and 
its entire body surface is quite close to the rocky intertidal substrata on 
which it lives so similarities with benthic diatom flora are to be expected. 
The 19 diatom taxa shared between chitons and environmental samples 
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are particularly very abundant on chitons suggesting a similarity between 
both surfaces’ diatom flora. These taxa are mainly pennate and exhibited 
the three attachment mechanisms previously recorded for chitons.

Southern king crabs shared less diatom taxa (11) with their environ-
mental samples suggesting that both samples may not be comparable con-
sidering the decapod motility. In this particular case, the common diatom 
taxa are mainly adnate and erect taxa.

Totti et al. (2011) proposes that colonized animals offer an extension 
of the available surface for the benthic diatoms in the surrounding areas to 
colonize. Hence, diatoms found on animal hosts are in fact mostly benthic 
diatoms who developed a particular closeness to hosts as can be the case of 
some diatom taxa on the chitons here analyzed. In particular, Brandani et 
al. (1974) reported P. aurata living over intertidal environments of the South 
Atlantic Ocean exposed to sunlight, constituting a microhabitat potential-
ly colonizable by diatoms. Madkour et al. (2012) studied the Spider Crab 
Schizophrys dahlak (Decapod Crustacean) from Suez Canal and concluded 
that diatoms found on this particular host are in fact the same as those 
found on the proximities. This appears not to be the case of the SKC given 
the fact it did not share many diatom taxa with its environment. 

Fig. 6. SEM. Epizoic diatoms of chitons and southern king crabs. A) External and inter-
nal views of Nitzschia aff. Inconspicua valves. B) External valve view of Planothidium sp. 
R-valve. C) External valve view of Tabularia investiens with the detail of a girdle band 
alongside. D) Paralia sulcata s.l. frustules forming a “chain-like” colony. Scale bars: 2 µm 
(A, B) and 5 µm (C, D).

Fig. 6. MEB. Diatomeas epizoicas de quitones y centollas. A) Valvas en vistas externas e 
internas de Nitzschia aff. inconspicua. B) Vista valvar externa de valva-R de Planothidium 
sp. C) Vista valvar externa de Tabularia investiens con detalle de una banda de la cintura 
a su lado. D) Frústulos de Paralia sulcata s.l. formando una colonia “en cadena”. Escala: 
2 µm (A, B) y 5 µm (C, D).
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Seasonal Epizoic diatom communities
diversity comparison 

A comparative analysis for the diatom communities associated to intertidal 
chitons and subtidal SKC from La Tranquera for 2024 summer and winter, 
and for an additional sample of SKC from 2018 winter is presented below.

Chitons.— Diatom´s Species Richness (S) on chitons was higher in winter 
(33) than in summer samples (25). The comparison of Shannon-Weaver 
index (H´) showed significant differences (α=0.05) in between seasons 
with a higher diatom diversity in winter samples. Pielou´s Eveness Index 
(J) were quite similar, indicating that there is no clear dominance of certain 
species over the rest (Table 2).

When comparing the diatom communities composition, summer and 
winter samples shared 34.8% of the taxa, the rest of them being different in 
between both seasons. Amphora, Cocconeis, Navicula, Nitzschia and Tabularia 
were the most representative genera in terms of relative abundance and 
species richness. Cocconeis, Navicula and Nitzschia were slightly more 
abundant in Winter whereas Amphora and Tabularia were more abundant 
in summer (Table 1; Fig. 7).

Mollusks have been previously studied as possible diatom hosts, par-
ticularly Bivalves and Gastropods given the nature of their hard shells and 
low motility which make them a potential surface for diatoms to colonize 
(Round, 1971; Totti et al., 2011). Gillan & Cadée (2000) found Cocconeis 
placentula and Achnanthes lemmermanii forming biofilms on shells of marine 
gastropods. Also, D`Alelio et al. (2011) recorded Amphora and Cocconeis as 
the more abundant diatom genera on gastropod shell communities followed 
by Grammatophora, Licmophora, Navicula, Nitzschia and Tabularia. These taxa 
were also recorded in our material and suggest possible similarities in the 
composition of the epibiotic communities in different types of mollusks. 
However, this is the first ever study on Polyplacophoran mollusks as po-
tential diatom host and further studies on these particular animal substrata 
will be conducted in the same area in the future.

Table 2. Diversity indexes estimated for diatom communities from both invertebrate host during 
summer and winter (2018-2024).

Tabla 2. Índices de diversidad estimados para las comunidades de diatomeas obtenidas de ambos 
invertebrados durante el verano e invierno (2018-2024).

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

S

 H’

J

25

2.48

0.77

32

2.14

0.62

33

2.76

0.79

32

1.98

0.56

33

2.23

0.64

Invertebrate Host
Index / Season Summer 2024 Winter 2024 Winter 2018 Summer 2024 Winter 2024

Chitons Southern King Crabs
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Southern King Crabs.— Diatoms´s Species Richness (S) on the SKC was 
slightly higher in 2024 winter (33) but the comparison of Shannon-Weav-
er indexes (H´) showed significant differences (α=0.05) in between both 
2024 seasons with a higher diatom diversity in winter samples. Pielou´s 
Eveness index (J) was also slightly higher in both winter samples showing 
intermediate values which may indicate the presence of some dominant 
diatom taxa. The diatom species richness, Shannon-Weaver and Pielou´s 
Eveness indexes of 2018 and 2024 winter were similar (Table 2).

The 2024 summer and winter samples shared 33.3% of the taxa while 
2018 and 2024 winter samples shared 43.4% of the taxa, the rest of them 
being different in each case. When analyzing and comparing the diatom 
composition between the three sampled seasons, Cocconeis, Grammatophora, 
Licmophora, Navicula and Tabularia were the more representative genera 
although some differences as to their abundance and species richness can 
be recognized in each sample. 

Cocconeis was clearly more abundant in 2024 winter. Navicula and 
Nitzschia were slightly more abundant and diversified in both 2024 
samples and Tabularia was the more abundant genus in all three sampled 
seasons. Grammatophora and Licmophora were particularly more abundant 

Fig. 7. Relative abundance (%) of the most abundant diatom genera for chitons 2024 
summer and winter samples. 

Fig. 7. Abundancia relativa de los géneros de diatomeas más abundantes para las mues-
tras de quitones de verano e invierno de 2024.



R. A. Lameiro et al.: Epizoic diatoms of macroinvertebrates from San Jorge Gulf240

in 2018 winter than in both 2024 samples (Table 1; Fig.8). Tabularia and 
Cocconeis can be regarded as dominant taxa in all seasons analyzed while 
Grammatophora and Licmophora were particularly dominant in 2018 winter 
as Navicula was in both 2024 samples. 

Cefarelli et al. (2024) recorded T. investiens as the more abundant dia-
tom species alongside Cocconeis patagonica and Pseudogomphonema kamtschat-
icum in a sample of SKC from San Jorge Gulf. We also found T. investiens 
to be the more abundant species on the analyzed hosts, C. patagonica was 
present but not as abundant and P. kamtschaticum was not found in the 
epizoic material but was recorded in environmental samples. Cocconeis has 
been already cited as an epizoic diatom genus on diverse animal substrata 
such as decapods (Cefarelli et al., 2024), bryozooans (Wuchter et al., 2003) 
and cnidarians (Di Camillo et al., 2005; Romagnoli et al., 2007; Totti et 
al., 2011). Among Licmophora species, commonly benthonic, Licmophora 
flabellata has been previously recorded in planktonic samples of the Bay 
of San Antonio (Argentine Sea) by Sar & Ferrario (1990) and also as an 
epiphyte species on marine seaweeds by Lobban et al. (2011) and Lobban 
& Santos (2022). Particularly, in this study the species is recorded for the 
first time as epizoic.

Fig. 8. Relative abundance (%) of the most abundant diatom genera for southern king 
crab samples from the 2018 austral winter and 2024 austral summer and winter.

Fig. 8. Abundancia relativa (%) de los géneros de diatomeas más abundantes para las 
muestras de centollas de invierno de 2018 y verano e invierno de 2024.



Lilloa 62 – Supl. N° 2 (2025): “Interacciones biológicas en un mundo cambiante”, 223-246 241

According to Carreto et al. (2007) and Dans et al. (2024), the phyto-
plankton abundance and productivity in San Jorge Gulf is lowest during 
winter and shows a clear peak in spring and towards summer when the 
environmental conditions are optimal for its proliferation. Overall and 
contrary to what we would have expected, diatoms were well represented 
and diversified during winter, exhibiting the capacity to proliferate and 
adapt to the winter´s environmental conditions. Similarly, Madkour et al. 
(2012) analyzed the variation of diatom diversity and abundance on deca-
pods through time and also recorded a higher diatom diversity in winter 
although abundances were clearly smaller for that season. This matter will 
be addressed in future studies in the area.

CONCLUSIONS

This study constitutes the first characterization of epizoic diatom commu-
nities associated with Polyplacophoran Mollusks providing SEM evidence 
of the direct attachment to the host spines as well as to SKC´s carapace 
surface.

Diatom diversity and abundance indicate that these invertebrates 
represent suitable substrates for epizoic colonization and growth despite 
seasonal environmental differences.

The occurrence of three distinct diatom growth forms on both in-
vertebrate hosts suggests the presence of well-structured epizoic diatom 
communities. 

Amphora, Cocconeis, Navicula, Nitzschia and Tabularia are representative 
genera in terms of species richness and abundance for both invertebrate 
hosts. In this study, L. flabellata is recorded for the first time as an epizoic 
species.

Further studies need to be conducted in order to accomplish a more 
extensive and precise characterization of the structure and dynamics of 
epizoic diatom communities, the possible implications of this particular 
ecological interaction as well as to describe the diatom flora in the area.
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Abstract
Macrofungi play a crucial role in forest ecosystems by decomposing 
organic matter and influencing nutrient dynamics. They are charac-
terized by the production of visible reproductive structures known as 
sporomes, commonly referred to as mushrooms, bracket fungi, among 
others. Macrofungi of various species are recognized as an important 
food resource for many animals. However, knowledge regarding the 
interactions between these fungi and native small mammals in the wild 
remains limited in Brazil. This study aimed to investigate the consump-
tion of macrofungi by vertebrates in a riparian forest fragment along 
the Itapetininga River, in the southwestern region of São Paulo State, 
using camera traps. This study aimed to identify the vertebrate species 
that feed on macrofungi and to assess the efficacy of camera traps 
for this purpose. The images from the camera traps recorded the con-
sumption of the coconut mushroom (Oudemansiella cubensis) by the 
white-eared opossum (Didelphis albiventris) and the Brazilian squirrel 
(Guerlinguetus brasiliensis). For the first time, this mycophagous behav-
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ior is recorded for the white-eared opossum. This study also confirmed 
the effectiveness of camera traps as a non-invasive tool for monitoring 
fauna and their interactions in ethological research. Furthermore, the 
data generated contribute to a deeper understanding of the ecological 
dynamics between fauna and fungi in the Neotropics.

Keywords: Agaricales; ecological interactions; mushrooms; mycophagy; small 
mammals.

Resumen
Los macrohongos desempeñan un papel crucial en los ecosistemas fo-
restales al descomponer la materia orgánica e influir en la dinámica de 
los nutrientes. Se caracterizan por la producción de estructuras repro-
ductivas visibles conocidas como esporomas, comúnmente denomina-
das setas, hongos de repisa, entre otros. Los macrohongos de diversas 
especies son reconocidos como un recurso alimenticio importante para 
muchos animales. Sin embargo, el conocimiento sobre la interacción 
entre estos hongos y pequeños mamíferos nativos en estado silvestre 
sigue siendo limitado en Brasil. Este estudio tuvo como objetivo inves-
tigar el consumo de macrohongos por vertebrados en un fragmento 
de bosque ribereño a lo largo del río Itapetininga, en la región suroeste 
del estado de São Paulo, mediante el uso de cámaras trampa. El estudio 
buscó identificar qué especies de vertebrados se alimentan de macro-
hongos y evaluar la eficacia de las cámaras trampa con este fin. Las 
imágenes obtenidas registraron el consumo del hongo Oudemansiella 
cubensis por parte de la comadreja overa (Didelphis albiventris) y la 
ardilla brasileña (Guerlinguetus brasiliensis). Por primera vez, se regis-
tra este comportamiento micófago en la comadreja overa. El estudio 
también corroboró la eficacia de las cámaras trampa como herramienta 
para el monitoreo no invasivo de la fauna y sus interacciones en inves-
tigaciones etológicas. Además, los datos generados contribuyen a una 
comprensión más profunda de las dinámicas ecológicas entre la fauna 
y los hongos en el Neotrópico.

Palabras clave: Agaricales; interaciones ecológicas; micofagia; pequeños 
mamíferos; setas.

INTRODUCTION

Fungi play a crucial role in terrestrial ecosystems by decomposing organ-
ic matter, thereby contributing significantly to nutrient cycling and the 
maintenance of life on Earth (Webster & Weber, 2007). In addition to these 
ecosystem services, several studies have demonstrated that fungi serve as 
an important nutrient source for various animal species (Fogel & Trappe, 
1978; Wheeler & Blackwell, 1984; Elliott & Vernes, 2021; Elliott et al., 
2019a, b, 2022; Santamaria et al., 2023).
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The term mycophagous refers to animals that incorporate fungi into 
their diet (Merritt, 2010). Mycophagy, defined as the consumption of fungi, 
has been documented in a wide range of animal groups, including inverte-
brates, birds, mammals, and reptiles. This behavior is ecologically relevant 
not only for the animals that consume fungi as a food resource but also 
for the fungi themselves, as ingestion by animals can aid in spore dispersal 
and influence various ecological processes, including ecological succession 
(Trappe et al., 2009; Schickmann et al., 2012; Trierveiler-Pereira et al., 2016, 
2024).

Fungal consumption by mammals in Brazil has been scarcely doc-
umented in literature. Peres (1993) reported the consumption of bracket 
fungi (Polyporaceae) by tamarins of the genus Saguinus Hoffmannsegg, 
1807 in the Amazon. Later, Bordignon & Monteiro-Filho (1999) observed 
that mushrooms — identified only as fungi (Basidiomycota) — were con-
sumed by the Brazilian squirrel [Guerlinguetus brasiliensis (Gmelin, 1788)], 
in secondary Araucaria forests, particularly during winter and spring. Cor-
rea et al. (2000) found that fungal consumption accounted for up to 19% 
of the foraging time of Callithrix aurita (É. Geoffroy, 1812), but the fungal 
species was not identified. Lopes & Rehg (2003) reported the consumption 
of Auricularia sp. by Callimico goeldii (O. Thomas, 1904) in the Amazon 
Rainforest of southeastern Acre. Vieira et al. (2006), analyzing fecal samples 
from three rodent species in Araucaria forests, concluded that fungi consti-
tute an important component of their diet. Trierveiler-Pereira et al. (2016) 
reported the consumption of Ascopolyporus sp. by black-capped squirrel 
monkey (Saimiri boliviensis I. Geoffroy & Blainville, 1834) in the Amazon, 
as well as the ingestion of phalloid fungi (Itajahya galericulata Möller) by 
Azara’s agouti (Dasyprocta azarae Lichtenstein, 1823) in Santa Catarina 
(Southern Brazil). Hilário and Ferrari (2010) observed that fungi account-
ed for 64.8% of all feeding records for the buff-headed marmoset (Callithrix 
flaviceps Thomas, 1903) in Augusto Ruschi Biological Reserve (Espirito 
Santo, Southeastern Brazil) during their study period, particularly two spe-
cies of the genus Mycocitrus (Ascomycota). More recently, Simionatto et al. 
(2024) documented mushroom consumption (identified as Basidiomycota) 
by Mazama rufa (Illiger, 1815) in Iguaçu National Park (Paraná, southern 
Brazil), and Trierveiler-Pereira et al. (2024) reported the consumption of 
the coconut mushroom [Oudemansiella cubensis (Berk. & M.A. Curtis) R.H. 
Petersen] by the Brazilian squirrel (G. brasiliensis) on Ilhabela, an island off 
the Atlantic coast of São Paulo, Brazil.

Seeking to better understand mycophagy among Neotropical mam-
mals, the present study investigated the occurrence of fungal consumption 
in the southwestern region of São Paulo (Brazil), with a particular focus 
on small mammals. Additionally, it evaluated the effectiveness of camera 
traps as a methodological tool for documenting and analyzing mycophagous 
behavior in natural environments.
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MATERIAL AND METHODS

Study area

The study was conducted in a riparian forest fragment along the Itapeti-
ninga River in the municipality of Campina do Monte Alegre, located in 
the Southwestern São Paulo (Fig. 1). This region is characterized by the 
presence of both Atlantic Forest and Cerrado phytophysiognomies, making 
it an ecotone area, in addition to containing areas of livestock farming, ag-
riculture, and forestry. The climate is classified as subtropical, categorized 
as Cfa according to the Köppen-Geiger classification system (Peel et al., 
2007). The Itapetininga River is part of the Alto Paranapanema River basin, 
a region where approximately one-fifth of the territory is covered by native 
vegetation and which possesses significant water resources (CBH-ALPA, 
2018). Preliminary field visits were conducted to know the area, and two 
locations were selected for the installation of camera traps, here defined 
as: point 1 (23° 35’ 58.5” S, 48° 28’ 34.0” W) and point 2 (23° 35’ 58.4” S, 
48° 28’ 32.7” W). These locations were chosen due to the presence of large 
decomposing logs containing a considerable number of mushroom speci-
mens and potential evidence of mycophagy (Fig. 2).

Recording mycophagy events

Fig. 1. Maps showing the study area in the municipality of Campina do Monte Alegre, 
State of São Paulo, Brazil.

Fig. 1. Mapas que muestran el área de estudio en el municipio de Campina do Monte 
Alegre, Estado de São Paulo, Brasil.
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Two camera traps (Bushnell Trophy Cam) were installed in two points in 
the study area from October 2021 to April 2023. The camera traps were 
installed facing large fallen logs where researchers had previously observed 
the recurring and spontaneous emergence of mushrooms, primarily from 
the genera Oudemansiella and Auricularia. These devices were configured 
to capture images and record videos of up to 30 seconds. The camera traps 
were checked at intervals of no more than 30 days, during which images 
were copied, batteries were replaced, and the equipment was inspected for 
proper functionality. The total sampling effort amounted to 16,128 hours, 
with point 1 accounting for 12,936 hours from October 2021 to April 2023. 
Meanwhile, point 2 was monitored for a total of 3,192 hours, from Octo-
ber 2021 until its removal in February 2022. The difference in sampling 
effort between the two locations was due to the availability of camera trap 
equipment.

Collection and identification of mushrooms

Basidiomes were collected to confirm species identity following the stan-
dard methodology for macrofungi analysis (Vargas-Isla et al., 2014). Spec-
imens were carefully collected from the substrate using a pocketknife and 
subsequently analyzed macroscopically and microscopically. Microscopic 
analysis included the examination of fungal microstructures such as basidia, 

Fig. 2. Coconut mushroom (Oudemansiella cubensis) in the study area. A. Basidiomes on 
a decaying log in situ. B. Basidiomes showing signs of mycophagy.

Fig. 2. El hongo Oudemansiella cubensis en el área de estudio. A. Basidiomas sobre un 
tronco en descomposición in situ. B. Basidiomas con indicios de micofagia.
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basidiospores, cystidia, and hyphae, among other essential elements for spe-
cies identification and classification. The specimens were then dehydrated 
using a food dehydrator set to a temperature below 40°C to preserve struc-
tural integrity and prevent damage to the fungus (Wu et al., 2004). Species 
identification followed the description proposed by Meijer (2008). Dried 
specimens are kept at the Fungal Collection of Herbarium SPSC (Federal 
University of São Carlos, Brazil).

Identification of recorded animal species

Animal species identification was based on literature (Patton et al., 2015; 
Graipel et al., 2017, Verdade, 2018) and confirmed, when needed, by spe-
cialists. The study was conducted solely using images captured by camera 
traps, and no animals were captured or handled during this research.

Data analysis

The collected data were analyzed qualitatively to document and observe 
all relevant information for the study. After reviewing the equipment and 
copying image files, images of interest were selected while discarding those 
without relevant content.

A spreadsheet was created to document data on recorded animal spe-
cies, including their scientific and common names, the date and time of 
capture (daytime, nighttime, or both), and whether interactions with fungi 
were observed (Table 1).

RESULTS AND DISCUSSION

Animals and fungi recorded during the study

A total of 301 animal records were obtained, with 253 from point 1 and 48 
from point 2. Forty species of animals were recorded, representing three 
major groups: birds (25 species), mammals (14 species), and reptiles (one 
species). Five species could not be identified at species level, including 
four birds and one mammal (rodent). All species are listed in Table 1. 
The most frequently recorded groups were birds and mammals, with the 
most commonly observed species being the white-eared opossum (Didelphis 
albiventris Lund, 1840) with 76 records, the pale-breasted thrush (Turdus 
leucomelas Vieillot, 1818) with 42 records, the white-tipped dove (Leptotila 
verreauxi Bonaparte, 1855) with 33 records, the domestic cat (Felis silvestris 
catus Linnaeus, 1758) with 26 records, the rufous-bellied thrush (Turdus 
rufiventris Vieillot, 1818) with 22 records, and the South American coati 
(Nasua nasua Linnaeus, 1766) with 17 records.
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Table 1. Animals recorded during the study, their activity periods, and their interactions with fungi.

Tabla 1. Animales registrados durante el estudio, sus períodos de actividad e interacciones con 
hongos.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

Athene cunicularia (Molina, 
1782)

Campephilus melanoleucos 
(Gmelin, 1788)

Campylorhamphus falcularius 
(Vieillot, 1822)

Cathartes aura (Linnaeus, 1758)

Celeus cf. flavescens (Gmelin, 
1788)

Colaptes melanochloros (Gmelin, 
1788)

Coragyps atratus (Bechstein, 
1793)

Coryphospingus cucullatus 
(Statius Muller, 1776)

Cyanocorax chrysops (Vieillot, 
1818)

Furnarius rufus (Gmelin, 1788)
Leptotila verreauxi Bonaparte, 
1855

Mesembrinibis cayennensis 
(Gmelin, 1789)
unidentified bird 1
unidentified bird 2
unidentified bird 3
unidentified bird 4
Penelope obscura Temminck, 
1815

Pitangus sulphuratus (Linnaeus, 
1766)

Stilpnia cayana (Linnaeus, 1766)
Tigrisoma lineatum (Boddaert, 

1783)
Turdus amaurochalinus Cabanis, 
1850

Turdus leucomelas Vieillot, 1818
Turdus rufiventris Vieillot, 1818
Tyrannus melancholicus Vieillot, 

1819
Volatinia jacarina (Linnaeus, 

1766)

Canis lupus familiaris Linnaeus, 
1758

Chrysocyon brachyurus (Illiger, 
1815)

Dasypus cf. septemcinctus 
Linnaeus, 1758

Didelphis albiventris P. W. Lund, 
1840

Felis catus Linnaeus, 1758
Guerlinguetus brasiliensis 

(Gmelin, 1788)
Leopardus guttulus (Hensel, 

1872)
Lepus cf. europaeus Pallas, 1778
Lycalopex cf. vetula (Lund, 1842)
Myrmecophaga tridactyla 
Linnaeus, 1758

Nasua nasua Linnaeus, 1766
unidentified rodent
Sapajus sp.
Tamandua tetradactyla 
(Linnaeus, 1758)

Salvator merianae Duméril & 
Bibron, 1839

Burrowing Owl

Crimson-crested 
Woodpecker

Black-billed 
Scythebill

Turkey Vulture

Blond-crested 
Woodpecker

Green-barred 
Woodpecker

Black Vulture

Red-crested Finch

Plush-crested Jay

Rufous Hornero
White-tipped Dove

Green Ibis

unknown
unknown
unknown
unknown
Dusky-legged Guan

Great Kiskadee

Burnished-buff Tanager
Rufescent Tiger-

Heron
Creamy-bellied 

Thrush
Pale-breasted Thrush
Rufous-bellied Thrush
Tropical Kingbird

Blue-black Grassquit

Domestic dog

Maned wolf

Seven-banded 
armadillo

White-eared 
opossum

Domestic cat
Brazilian squirrel

Atlantic Forest 
oncilla

European hare
Hoary fox
Giant anteater

South American coati
unknown
Capuchin monkey
Southern tamandua

Black and white 
tegu

coruja-buraqueira

pica-pau-de-topete-
vermelho 

arapaçu-de-bico-
torto

urubu-de-cabeça-
vermelha

pica-pau-de-cabeça-
amarela

pica-pau-verde-
barrado

urubu-preto

tico-tico-rei

gralha-picaça

joão-de-barro
juriti-pupu

coró-coró

unknown
unknown
unknown
unknown
jacuguaçu

bem-te-vi

saíra-amarela
socó-boi

sabiá-poca

sabiá-barranco
sabiá-laranjeira
suiriri

tiziu

cachorro-doméstico

lobo-guará

tatuí

gambá-de-orelha-
branca
gato-doméstico
serelepe

gato-do-mato-
pequeno

lebre-europeia
raposa-do-campo
tamanduá-bandeira

quati-de-cauda-anelada
unknown
macaco-prego
tamanduá-mirim

teiú

Birds
1

1

1

1

1

2

1

1

1 and 2

1
1 and 2

1 and 2

1
2
1
2
1

1

1
1

1

1 and 2
1 and 2
1

1

Mammals
1

1

1

1 and 2

1 and 2
1 and 2

1

1
1
1

1 and 2
1
1
1

Reptiles
1

night

day

day

day

day

day

day

day

day

day
day

day

day
day
day
day
day

day

day
day

day

day
day
day

day

both

night

night

night

night
day

night

night
night
night

day
night
day

night

day

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no
yes

no

no
no
no
no
yes

no

no
no

no

yes
yes
no

no

no

no

no

yes

yes
yes

no

no
no
no

no
no
no
no

yes

no

no

no

no

no

no

no

no

no

no
no

no

no
no
no
no
no

no

no
no

no

no
no
no

no

no

no

no

yes

no
yes

no

no
no
no

no
no
no
no

no

Animal species
Taxa / 
Sampling
site

Common name
in English

Common name
in Portuguese

Presence 
of mush-

rooms

Mush-
room 

consump-
tion

Period
of

activity
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The most frequently occurring fungal species in the study area was 
the coconut mushroom [Oudemansiella cubensis (Berk. & M.A. Curtis) R.H. 
Petersen], which was frequently present on the monitored logs. Another 
common fungal species in the monitored logs was the jelly fungi Auricularia 
cornea Ehrenb.

Of the 40 animal species recorded in this study, eight had occurrences 
coinciding with the presence of the coconut mushroom. Among these eight 
species, two were documented eating the mushroom in situ: the white-eared 
opossum (D. albiventris), a nocturnal animal, and the Brazilian squirrel (G. 
brasiliensis), a diurnal animal (Fig. 3 and 4). These findings highlight the 
potential ecological role of fungi as a food resource and suggest that fungal 
consumption by native Brazilian mammals may be more common than 
previously recognized.

Fig. 3. White-eared opossum (Didelphis albiventris) consuming the coconut mushroom 
(Oudemansiella cubensis).

Fig. 3. Comadreja overa (Didelphis albiventris) consumiendo el hongo Oudemansiella 
cubensis.
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Mycophagous behavior of the squirrel
 (Guerlinguetus brasiliensis)

The first recorded contact between the Brazilian squirrel and Oudemansiella 
cubensis occurred on November 7, 2021; however, mushroom consumption 
was not observed at that time. The second record was on August 14, 2022, 
when mushroom consumption was documented for the first time. In total, 
15 records of G. brasiliensis were obtained, 14 at point 1 and one at point 
2. In three of these 15 records, the squirrel was eating the mushroom. The 
frequency of these observations suggests that fungi might be an occasional 
but relevant food source for this species.

Fig. 4. Brazilian squirrel (Guerlinguetus brasiliensis) consuming the coconut mushroom 
(Oudemansiella cubensis).

Fig. 4. Ardilla brasilera (Guerlinguetus brasiliensis) consumiendo el hongo Oudemansiella 
cubensis.
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This is the third documented case of mycophagy by this squirrel spe-
cies and the second involving the consumption of the coconut mushroom 
(O. cubensis) (Bordignon & Monteiro-Filho, 1999; Trierveiler-Pereira et al., 
2024). The latter authors recorded this mushroom being consumed by the 
squirrel in Ilhabela in 2019, an island on the coast of São Paulo, approxi-
mately 320 km from the present study area. These records emphasize the 
importance of fungi in the diet of G. brasiliensis, and their potential role 
in dispersing fungal spores. The consumption of fungi by squirrels of the 
family Sciuridae is well documented in the literature. In their comprehen-
sive global review on mammalian mycophagy, Elliott et al. (2022) reported a 
total of 57 mycophagous squirrel species. Considering all Rodentia species, 
these authors documented fungal consumption in 220 species.

Mycophagous behavior of the white-eared opossum
(Didelphis albiventris)

The first record of the white-eared opossum (D. albiventris) occurred on 
October 19, 2021, followed by a second record two days later, on October 
21, 2021. Periodic visits were observed at different intervals, sometimes 
daily, weekly, or biweekly. Based on these observations, it is believed that 
the coconut mushroom (O. cubensis) serves as a consistent food resource for 
the white-eared opossum.

Throughout the study, 76 photographic records of the white-eared 
opossum were obtained, ten of which coincided with the presence of the 
mushroom. In nine of these instances, fungal consumption was observed, 
confirming mycophagy. The frequency and regularity of these observa-
tions suggest that fungi may play a more significant role in the diet of D. 
albiventris than previously thought. This is the first documented case of 
the white-eared opossum consuming mushrooms, contributing valuable 
knowledge to the ecological interactions of this species and reinforcing 
its omnivorous diet (Silva et al., 2014). On the other hand, mycophagy is 
well documented for another species of the genus, the Virginia opossum 
(Didelphis virginiana Kerr, 1792), with at least six studies reporting this 
behavior. Additionally, two species of Marmosops Matschie, 1916, also be-
longing to the family Didelphidae, are known to be mycophagous. Across 
all Metatheria (= Marsupialia), mycophagy has been reported in 54 species, 
according to Elliott et al. (2022).

Other relevant observations

As stated above, the Brazilian squirrel and the white-eared opossum were 
the only two species recorded consuming the coconut mushroom. It is 
worth highlighting that these interactions occurred during distinct pe-
riods — all records of the Brazilian squirrel were made during the day, 
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while all records of the white-eared opossum were made at night. Although 
these findings were expected, as these are the typical activity periods for 
each species, it is interesting to note that they can share the same food re-
source — the same mushroom species on the same log — by taking turns. 
Mycophagy among co-occurring vertebrates was also reported by Elliott 
and Vernes (2021), who observed eleven species consuming Amanita sp. 
mushrooms at the same time and location. Interestingly, that study also 
employed camera traps as a methodological tool.

During this study, the jelly fungus Auricularia cornea was recorded on 
the monitored logs but no evidence of mycophagy involving this fungus 
was observed. The genus Auricularia Bull. includes at least five species 
known to be consumed by various animal species, notably primates such 
as the golden bamboo lemur (Hapalemur aureus Meier, Albignac, Peyriéras, 
Rumpler, & P. Wright, 1987), Goeldi’s monkey [Callimico goeldii (O. 
Thomas, 1904)], and the Japanese macaque (Macaca fuscata E. Blyth, 1875) 
(Hanson et al., 2003, 2006; Porter, 2001). Capuchin monkeys (Sapajus sp.) 
were recorded during the study; however, in all instances, the presence of 
fungi could not be confirmed. These findings suggest several possibilities: 
(1) jelly fungi may be consumed in other parts of the study area that were 
not monitored; (2) animals may exhibit specific food preferences within 
their habitat, potentially influenced by factors such as the availability of 
alternative resources; or (3) Auricularia species may not be part of their 
natural diet.

Another noteworthy observation was the frequent presence of different 
animals on a decomposing log at one of the monitored sites. As previously 
mentioned, certain species, such as the white-tipped dove (Leptotila ver-
reauxi Bonaparte, 1855), pale-breasted thrush (Turdus leucomelas Vieillot, 
1818), rufous-bellied thrush (Turdus rufiventris Vieillot, 1818), and South 
American coati (Nasua nasua Linnaeus, 1766), were frequently recorded. 
It is believed that these animals were attracted to the log in search of other 
food resources, such as various invertebrates present in the decomposing 
wood, as they are all omnivorous species. Costa et al. (2022) investigated 
the consumption of Macrolepiota bonaerensis (Speg.) Singer mushrooms by 
the shiny cowbird (Molothrus bonariensis Swainson, 1832), a passerine bird 
similar to the pale-breasted thrush and the rufous-bellied thrush. Howev-
er, these species were not observed consuming mushrooms in the present 
study.

While this study provides important insights into mycophagy, it is 
necessary to acknowledge potential methodological biases. Camera traps are 
an effective non-invasive technique, but their use in mycophagy research 
appears to be relatively recent. According to the review by Elliott et al. 
(2022), the first study to employ this method was conducted by Vernes et al. 
(2014), and only five studies have used camera traps for this purpose. Prior 
to the present study, the only research in Brazil to apply this technique was 
that of Simionatto et al. (2024), who reported mushroom consumption by 
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the red brocket deer (Mazama rufa Illiger, 1815). Despite the potential of 
camera traps for mycophagy studies, their use also presents limitations, 
such as a restricted field of view, potential misidentifications, and envi-
ronmental factors — such as lighting conditions — that may affect image 
quality. Additionally, the mere presence of a camera trap could influence 
animal interactions with macrofungi. Future studies should incorporate 
complementary methods, including direct observation, fecal analysis for 
fungal spores, molecular sequencing techniques to detect fungal DNA in 
animal feces, and controlled experiments such as cafeteria trials, to achieve 
a more comprehensive understanding of fungal consumption by animals. 
These additional approaches could help determine whether fungi serve as 
an occasional or staple food source for certain species and clarify their role 
in forest ecosystems.

CONCLUSIONS

Camera trap monitoring resulted in the first recorded case of mycophagy by 
the white-eared opossum (D. albiventris) and the third documented instance 
of mycophagy by the Brazilian squirrel (G. brasiliensis) in Brazil. These 
findings contribute to a better understanding of fungus-animal interactions, 
a topic often overlooked in vertebrate dietary studies, where fungi are typ-
ically omitted or reported only in broad taxonomic categories, such as at 
the phylum level. The observed mycophagous behavior suggests that small 
mammals may contribute to fungal spore dispersal, in a manner analogous 
to seed dispersal by frugivores—an ecological process potentially important 
for fungal population dynamics and forest regeneration.

Documenting animal–fungi interactions in underexplored regions, 
such as southwestern São Paulo, contributes valuable data to biodiversity 
assessments and enhances our understanding of ecosystem functioning. 
These insights are particularly relevant for informing conservation strate-
gies in ecotones and fragmented landscapes, where species interactions may 
be more vulnerable to environmental change and habitat loss.

This research reinforces the importance of mycophagy studies for a 
more comprehensive understanding of the ecological role of fungi and the 
dietary habits of Brazilian fauna. However, further long-term studies inte-
grating multiple methodologies are necessary to refine our knowledge of 
mycophagous behavior across different animal species.
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Resumen
De las 1200 especies de licofitas y helechos analizados hasta el mo-
mento, el 67% evidenciaron la presencia de micorriza arbuscular. Entre 
ellas, las pertenecientes a Anemiaceae presentan la máxima frecuencia 
de micorrización arbuscular a nivel mundial. En Argentina se recono-
cen siete especies de Anemia, entre ellas A. australis y A. phyllitidis, 
con diferentes nichos ecológicos. El objetivo de este trabajo fue docu-
mentar, caracterizar el tipo morfológico y determinar el porcentaje de 
colonización micorrízica arbuscular en A. australis y A. phyllitidis var. 
phyllitidis. Se colectaron sistemas radiculares de cinco individuos por 
especie en el Jardín Botánico Horco Molle (Tucumán); los mismos fue-
ron tratados con técnicas convencionales. Ambos taxones evidenciaron 
la colonización de micorrizas arbusculares con los tipos morfológicos 
Arum y Paris. El porcentaje de colonización hifal fue superior al 90 % 
en ambas especies, siendo el arbuscular significativamente mayor en A. 
phyllitidis var. phyllitidis y el vesicular mayor en A. australis. Esto podría 
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reflejar los requerimientos de las especies debido a los distintos hábitats 
que ocupan las mismas. Asociados a los HMA se detectó la presencia 
de endófitos septados. Se describe por primera vez la presencia de 
micorrizas arbusculares para A. australis y A. phyllitidis var. phyllitidis.

Palabras clave: Anemia australis; A. phyllitidis; micorrizas; endófitos.

Abstract
Of the 1200 species of lycophytes and ferns analyzed to date, 67% 
showed the presence of arbuscular mycorrhizas. Among them, species 
belonging to Anemiaceae show the highest frequency of arbuscular 
mycorrhization worldwide. In Argentina, seven species of Anemia are 
recognized, including A. australis and A. phyllitidis which occupy differ-
ent ecological niches. The aim of this work is to document, characterize 
the morphological type, and determine the percentage of arbuscular 
mycorrhizal colonization in A. australis and A. phyllitidis var. phyllitidis. 
Root systems from five individuals per species were collected from the 
Horco Molle Botanical Garden (Tucumán) and were processed using 
conventional techniques. Both taxa evidenced arbuscular mycorrhizal 
colonization with Arum and Paris morphological types. The percentage 
of hyphal colonization was over 90 % in both species, with arbuscular 
colonization being significantly higher in A. phyllitidis var. phyllitidis and 
vesicular colonization was higher in A. australis. This could indicate the 
specific physiological requirements of each species, given the diverse 
range of habitats they occupy. Septate endophytes were detected in as-
sociation with AMF. This is the first report of the presence of arbuscular 
mycorrhizae in A. australis and A. phyllitidis var. phyllitidis.

Keywords: Anemia australis; A. phyllitidis; mycorrhizae; endophytes.

INTRODUCCIÓN

Anemia Sw. (Anemiaceae) comprende alrededor de 115 especies de helechos 
con una distribución fundamentalmente gondwánica, siendo su centro de 
diversidad América tropical y subtropical, con escasos representantes en 
África (tropical y austral), Madagascar e India meridional (Labiak et al., 
2015; Mickel, 2016). Las especies de este género se caracterizan por los 
esporangios, que poseen un anillo de dehiscencia (annulus) subapical y 
esporas triletes, tetrahédricas, estriadas (Mickel, 2016). El género posee tres 
subgéneros, de los cuales en Argentina está presente únicamente Anemia 
subgénero Anemia, que morfológicamente se distingue porque sus rizomas 
poseen un indumento de tricomas de color naranja variando desde naranja 
rojizo hasta ocráceo y las frondes, que en general presentan pinnas hemidi-
morfas, con dos pinnas basales fértiles y erectas (Smith et al., 2006; Labiak 
et al., 2015). El subgénero está representado por siete especies (Ramos Gia-
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cosa, 2016), entre las que se encuentran A. australis (Mickel), M. Kessler & 
A.R. Sm y A. phyllitidis (L.) Sw. La primera se distribuye en Perú, Bolivia 
y ambientes serranos del centro y noroeste de Argentina, mientras que A. 
phyllitidis se halla ampliamente distribuida desde México hasta el sur de 
Brasil, Uruguay, Paraguay y en Argentina principalmente, en el noroeste 
y noreste (Mickel, 2016; Ramos Giacosa, 2016). Esta especie posee cuatro 
variedades, de las cuales tres habitan en Argentina, mientras que A. phylli-
tidis var. fraxinifolia (Raddi) Hass., es endémica de Brasil (Mickel, 2016). De 
las tres variedades presentes en Argentina, sólo A. phyllitidis var. phyllitidis 
está presente en el Noroeste argentino, las otras dos variedades están res-
tringidas al sector noreste del país (Mickel, 2016).

Anemia phyllitidis var. phyllitidis posee hábito herbáceo, de 20 a 70 cm 
de longitud, con rizoma corto cubierto de tricomas castaño-rojizos. Las 
frondes presentan láminas pinnadas, con las pinnas fértiles próximas a las 
estériles, sobrepasando la longitud de la lámina (Ramos Giacosa, 2016). En 
cambio, Anemia australis es un helecho herbáceo erguido, de hasta 50 cm de 
longitud, con rizoma horizontal, con tricomas color naranja-ocráceo (Luján 
et al., 2000). Las frondes poseen láminas 2-pinnadas a 2-pinnado-pinnatí-
fidas, con las pinnas fértiles erectas y distanciadas de las estériles (Ramos 
Giacosa, 2016).

Aunque estas especies habitan desde selvas y bosques húmedos o secos, 
roquedales, hasta estepas graminosas de montaña (De la Sota, 1968, 1977); 
son frecuentes en áreas abiertas con suelos propensos a sequías periódicas. 
En estos ambientes se expresan una serie de caracteres xeromórficos, los 
cuales evidencian las adaptaciones morfo-anatómicas tendientes a reducir 
la pérdida de agua (Labiak et al., 2015, Ribeiro et al., 2019, Romagnoli et al., 
2021). Además, estas especies habitan en hábitats muy diferentes: Anemia 
australis crece en ambientes con estación seca muy marcada, habitando en 
roquedales y lugares abiertos como pastizales, con luz solar directa, mientras 
que A. phyllitidis, posee preferencia por el sotobosque húmedo y ambientes 
riparios, incluso de bosques en galería (Mickel, 2016; Romagnoli et al., 
2021). En los suelos de lugares que presentan una marcada estacionalidad 
de precipitaciones, las plantas asociadas a hongos micorrízicos arbuscula-
res (HMA) incrementan la absorción y transporte de agua, debido a que 
las hifas generan redes de micelio que además mejoran la estructura del 
suelo (Marschner y Dell, 1994; Zhao et al., 1999; Morte et al., 2000). Por 
otra parte, la micorriza arbuscular desempeña un papel importante en el 
ciclado de nutrientes, ya que las conexiones hifales permiten el intercambio 
de elementos esenciales entre el hongo y las plantas (Smith y Read, 2008; 
Kottke et al., 2008; Field et al., 2015; van Der Heijden et al., 2015).

Los HMA, pertenecen al Subphylum Glomeromycotina (Spatafora et 
al., 2016), al colonizar las raíces de sus hospederos la micorriza arbuscular 
que forman puede exhibir dos tipos morfológicos: Arum y Paris (Dickson, 
2004). Lehnert y Kessler (2016) y Lehnert et al. (2017) mencionan que de 
1200 especies de licofitas y helechos analizados, un 67% evidencian este tipo 
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de asociación. Anemiaceae ha sido considerada como una familia con la 
máxima frecuencia de micorrización a nivel mundial (Lehnert et al., 2017). 

En lo que respecta a las especies de interés, se han documentado ante-
cedentes de colonización micorrízica arbuscular solo para Anemia phyllitidis 
(Andrade et al., 2000; Zubek et al., 2010; Lara Pérez et al., 2015), mientras 
que no existen registros para A. australis.

Coexistiendo con la MA, es frecuente observar también hongos endó-
fitos septados oscuros (ESO), pertenecientes a los Ascomycetes dematiá-
ceos, que colonizan el tejido cortical (Jumpponen, 2001) y pueden formar 
asociaciones mutualistas similares a los HMA facilitando la absorción de 
nutrientes y la protección contra varios factores de estrés en las plantas 
hospedadoras (Valdez Nuñez et al., 2022). Además, se ha sugerido que la 
melanización de las hifas de estos hongos podría contribuir a la adaptación 
de la planta hospedadoras a condiciones adversas, ya que la melanina juga-
ría un rol importante en la eliminación de radicales libres que se generan 
bajo estrés abiótico (Redman et al., 2002).

El objetivo de este trabajo fue documentar, caracterizar y comparar el 
tipo morfológico de micorriza arbuscular en Anemia australis y A. phyllitidis 
var. phyllitidis, así como determinar el porcentaje de colonización micorrízi-
ca arbuscular en estas especies de helechos que cohabitan, pero que tienen 
requerimientos ecológicos diferentes por lo que se esperaría encontrar di-
ferencias en la colonización micorrízica y los hongos septados. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Área de estudio

Los ejemplares de Anemia australis y A. phyllitidis var. phyllitidis (Fig. 1A, 
B) fueron colectados en el Jardín Botánico Horco Molle (JBHM), pertene-
ciente a la Facultad de Ciencias Naturales e IML de la UNT (Yerba Buena, 
Tucumán), depositándose un ejemplar de referencia de cada especie en el 
herbario LIL (Thiers, 2024). La región presenta un clima templado con una 
temperatura media anual entre 18°C y 20°C, de inviernos tenues y secos, 
y veranos cálidos y lluviosos, con precipitaciones anuales entre 600-1000 
mm (Mendoza y González, 2011). El Jardín constituye un espacio de recu-
peración del ambiente original representativo del distrito de las Selvas de 
Transición, provincia biogeográfica Yungas. Este distrito ocupa las llanuras 
al pie de las montañas y los cerros bajos, posee una estación seca muy mar-
cada que coincide con el invierno y con precipitaciones menores y mayores 
temperaturas que otras áreas. Se caracteriza por la dominancia de especies 
arbóreas como Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul y Tipuana 
tipu (Benth.) Kuntze (Fabaceae) Calycophyllum multiflorum Griseb. (Rubia-
ceae), Cedrela balansae C. DC. (Meliaceae) y Phyllostylon rhamnoides (J. Poiss.) 
Taub. (Ulmaceae), en general de hoja caduca (Arana et al., 2021). El relieve 
se caracteriza por zonas de laderas con pendientes pronunciadas, con densa 
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cobertura vegetal y suelos poco profundos (Quiroga, 2020), con perfiles tipo 
A/Bt/C, con importante aporte orgánico en los horizontes superficiales y 
procesos de eluviación/iluviación de arcillas (Puchulu y Fernández, 2014).

Ejemplares de referencia

Anemia australis: Argentina, Tucumán, Depto Yerba buena, Jardín botánico 
Horco Molle, 26°47’34”S, 65° 18’55”O, 604 m snm, 10-VI-2024, M. 
Romagnoli & M. Arana 30 (LIL618266).

Anemia phyllitidis var. phyllitidis: Argentina, Tucumán, Depto Yerba buena, 
Jardín botánico Horco Molle, 26°47’34”S, 65°18’55”O, 604 m snm, 10-
VI-2024, M. Romagnoli & M. Arana 31 (LIL618267).

Tratamiento de raíces

Se colectó material fresco de sistemas radiculares de 5 individuos por espe-
cie, los que se trataron con la técnica de Grace y Stribley (1991). Las raíces 
se clarificaron con KOH al 10% durante 3 días a temperatura ambiente, 
posteriormente para acelerar la clarificación se sometieron durante 2 horas 
a 90° C en baño maría. Luego de la clarificación las raíces fueron tratadas 
con H2O2 de 20 volúmenes a baño maría por una hora para terminar de 
remover los compuestos fenólicos que quedaban en las paredes de algunas 
células. Las raíces fueron enjuagadas tres veces con agua destiladas y acidi-
ficadas con HCL al 2%. Finalmente, se tiñeron con azul de anilina 0,05%.

Fig. 1. Esporofitos. A) Anemia australis, hábito. B) Anemia phyllitidis var. phyllitidis, 
hábito. Escalas= A-B: 5 cm.

Fig. 1. Sporophytes. A) Anemia australis, habit. B) Anemia phyllitidis var. phyllitidis, habit. 
Scales= A-B: 5 cm.
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Para la estimación de la colonización micorrízica, se utilizó la técnica 
del microscopio compuesto (McGonigle et al., 1990). Se examinaron 150 
intersecciones por individuo por especie, para un total n=450 (por especie), 
con un microscopio óptico a un aumento de 200x. En cada intersección de 
la raíz con la retícula vertical del ocular, se registró la presencia o ausencia 
de arbúsculos, vesículas e hifas. La colonización arbuscular, vesicular e hifal 
se calculó como la proporción de la longitud de la raíz que contenía cada 
una de estas estructuras fúngicas. Se obtuvieron los siguientes porcentajes: 
colonización hifal, vesicular y arbuscular. En todos los casos se estimó la 
media (x) y el error standard, salvo la frecuencia de los tipos morfológicos, 
que se estimó por observación directa. Para la cuantificación de los ESO, se 
registró el número de puntos de colonización y se identificaron estructuras 
características (hifas oscuras, hifas hialinas y microesclerocios). Posterior-
mente, se estimó la frecuencia de colonización en el sistema radicular (F%), 
definida como el porcentaje de fragmentos de raíz observados que presentan 
cualquier estructura micorrícica (Trouvelot et al., 1986). Para la medición 
de las hifas y vesículas se tomó, al azar, la medida de 5 hifas y vesículas 
por preparado y se obtuvo un promedio de las mismas. Las observaciones 
se realizaron con microscopio óptico (Carl Zeiss, Axiostar Plus, Göttingen, 
Alemania). Las microfotografías se tomaron con cámara digital (Olympus 
SP350, 8.0MP, Tokio, Japón). Todas las mediciones se realizaron con la 
reglilla incluida en el ocular micrométrico, realizándose las conversiones 
pertinentes dependiendo del aumento en el que se tomó la medición.

Para el análisis estadístico de los datos se aplicó la prueba No Paramé-
trica de Kruskall Wallis (Zar, 1996). Cuando se encontraron diferencias 
significativas se aplicó la prueba de comparaciones múltiples de Dunn (Zar, 
1996).

RESULTADOS

Anemia australis y A. phyllitidis var. phyllitidis evidenciaron la presencia de 
micorriza arbuscular con los tipos morfológicos Arum y Paris, siendo la 
morfología Arum la más frecuente. En ambos taxones el grosor de las hifas 
fue similar para cada tipo morfológico; en la morfología Arum las hifas 
intercelulares presentaron un grosor de 1,3-2,6 µm, con arbúsculos intrace-
lulares (Fig. 2A-C); mientras que en Paris las hifas intracelulares formaron 
circunvoluciones con arbúsculos y presentaron de 3,9-5,2 µm de grosor (Fig. 
2D, E). La morfología Arum fue la más frecuente. Se evidenciaron vesículas 
intercelulares esféricas (19 × 18 µm) y elipsoidales (36 × 22,5 µm), además 
de esporas adheridas a las raíces (34,5 × 22,5 µm) (Fig. 2F, G).
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Fig. 2. Endófitos fúngicos. A-G) Micorrizas arbusculares. A-C) Morfología Arum. D, E) 
Morfología Paris. F) Vesículas. G) Esporas de Glomeromycotina. H) Esclerocios de endófitos 
septados oscuros. I) Esclerocios de otros hongos septados. Abreviaturas= a: arbúsculos; 
ap: apresorio; c: circunvolución; e: espora; h: hifa; v: vesícula. Escalas= A-D: 25 µm; B: 
150 µm; C-E-F: 30 µm; G-H-I: 20 µm.

Fig. 2. Fungal endophytes. A-G) Arbuscular mycorrhiza. A-C) Arum morphology. D, E) 
Paris morphology. F) Vesicles. G) Glomeromycotina spores. H) Sclerotia of dark septate 
endophytes. I) Sclerotia of other septate fungi. Abbreviations= a: arbuscules; ap: appres-
sorium; c: coil; e: spore; h: hypha; v: vesicle. Scales= A-D: 25 µm; B: 150 µm; C-E-F: 30 
µm; G-H-I: 20 µm.
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En la Tabla 1 se muestra la colonización por MA en las especies es-
tudiadas; con respecto a la colonización hifal, la misma fue elevada, no 
evidenciando diferencia entre las especies; la colonización arbuscular fue 
significativamente mayor en Anemia phyllitidis var. phyllitidis (43,59%), mien-
tras que la colonización vesicular fue mayor en A. australis (5,58%).

Además, se encontraron otros endófitos coexistiendo con los HMA. 
Por un lado, los ESO con hifas intercelulares melanizadas y microesclero-
cios intracelulares (96 × 31,5 µm), los cuales no presentaron diferencias 
significativas en su colonización, que fue del 7% Anemia australis y del 4% 
en la A. phyllitidis var. phyllitidis (Fig. 2H). Por el otro, la presencia de otros 
hongos septados con microesclerocios intracelulares (76 × 48 µm) (Fig. 2I).

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Los sistemas radicales de Anemia australis y A. phyllitidis var. phyllitidis, evi-
denciaron un alto porcentaje de colonización por micorrizas arbusculares, 
con la presencia simultánea de los tipos morfológicos Arum y Paris. Estos 
resultados difieren de lo reportado por Andrade et al. (2000) y Lara Pérez 
et al. (2015), quienes identificaron sólo la morfología Paris en individuos 
de A. phyllitidis recolectados en bosques de araucaria en Brasil y en bosques 
caducifolios de México, respectivamente. Por otra parte, Zubek et al. (2010) 
registraron una elevada riqueza arbuscular en individuos de la misma espe-
cie provenientes del bosque húmedo de Honduras, aunque no diferenciaron 
entre tipos morfológicos. En el presente estudio, sin embargo, la morfología 
Arum resultó ser la más frecuente en los taxones analizados.

La morfología Paris ha sido considerada predominante en comuni-
dades naturales de plantas terrestres (Brundrett y Kendrick, 1990), espe-
cialmente en licofitas y helechos (Smith y Smith, 1997). De acuerdo con 
Dickson (2004) y Dickson et al. (2007) el tipo morfológico que es posible 
observar en las raíces que presentan la simbiosis micorrízica puede estar 
influenciada por múltiples factores, incluidos el tipo de hongo micorrízico 
arbuscular involucrado en la asociación, la especie hospedadora y las con-
diciones edáficas.

Tabla 1. Porcentaje de colonización micorrízica arbuscular en Anemia australis y A. phyllitidis var. 
phyllitidis colectadas en el Jardín Botánico Horco Molle.

Table 1. Percentage of arbuscular mycorrhizal colonization in Anemia australis and A. phyllitidis 
var. phyllitidis collected at the Horco Molle Botanical Garden.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

Anemia australis

Anemia phyllitidis

91,24±1,67a

90,81±1,14a

33,41±1,28a

43,59±0,81b

5,58±0,79b

2,70±0,66a

Especies
VesicularArbuscularHifal

% HMA
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Además, se ha observado que los patrones de colonización micorrízica 
pueden variar, incluso dentro de la misma especie, en diferentes sitios y se 
ha sugerido que esto estaría relacionado con las condiciones ambientales 
de cada lugar (Muthukumar y Prabha, 2013).

La colonización arbuscular fue significativamente mayor en Anemia 
phyllitidis var. phyllitidis mientras que, la colonización vesicular fue mayor 
en A. australis. 

Dado que los arbúsculos son estructuras efímeras asociadas que actúan 
principalmente como estructuras de intercambio de nutrientes, mientras 
que las vesículas se consideran estructuras de almacenamiento (Parniske, 
2008); la mayor colonización arbuscular en A phyllitidis podría indicar que 
esta especie posee un intercambio de agua y nutrientes más activo, al vivir 
en ambientes de sotobosque más húmedo. Por otra parte, la mayor coloniza-
ción vesicular en Anemia australis podría indicar que las plantas colonizadas 
de esta especie, al vivir en lugares con mayor estrés hídrico y luminosidad 
plena, generan una cantidad significativamente alta de vesículas que per-
miten el almacenamiento, particularmente de agua y nutrientes.

Además de los HMA, se observaron otros hongos conocidos como 
ESO. Estos fueron citados por Zubek et al. (2010) y Lara Pérez et al. (2015) 
en A. phyllitidis. Según Treu et al. (1995) los ESO no forman micorrizas; 
sin embargo, Jumpponen (2001) sugiere que, bajo ciertas condiciones, po-
drían funcionar como este tipo de asociación; aunque su papel fisiológico 
y ecológico en los ecosistemas es desconocido (Jumpponen y Trappe 1998). 
Currah y Van Dyk (1986) observaron que los ESO se dan en suelos pobres 
en materia orgánica, por lo que podría inferirse que el bajo porcentaje de 
ESO, en las especies analizadas, probablemente se pueda atribuir a la alta 
cantidad de materia orgánica presente en el suelo del JBHM.

De acuerdo con Lara Pérez et al. (2017), el conocimiento sobre la in-
teracción biológica entre los sistemas radicales de helechos con hongos 
Glomeromycotina permitirán a futuro tomar decisiones para la propagación 
y conservación de este grupo de plantas, que a su vez, debido a su rol como 
plantas colonizadoras, pueden ser útiles en la restauración de ecosistemas, 
como las actividades que se están llevando a cabo en el Jardín Botánico 
Horco Molle; ya que el estudio de la simbiosis micorriza arbuscular puede 
ser utilizado como un índice de restauración para ecosistemas con diferentes 
niveles de degradación, debido a su rol en la agregación de los suelos (Rillig 
et al., 2002), particularmente en ambientes riparios (Pagano et al., 2022). El 
presente trabajo da a conocer, por primera vez, las interacciones simbióti-
cas fúngicas de los helechos Anemia australis y A. phyllitidis var. phyllitidis, 
evidenciando la presencia, el tipo morfológico y la cuantificación de la mi-
corriza arbuscular, además de la coexistencia con otros endófitos septados. 
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Resumen
Las interacciones simbióticas entre plantas y hongos son fundamentales 
para la adaptación de especies vegetales en ambientes áridos. Este es-
tudio documentó la presencia de hongos endófitos radiculares en siete 
especies nativas de los Valles Calchaquíes (Tucumán, Argentina), región 
caracterizada por suelos alcalinos, baja disponibilidad de nutrientes y 
estrés hídrico. Se analizaron raíces de Atriplex cordobensis, Flourensia 
fiebrigii, Larrea cuneifolia, Lippia turbinata, Portulaca grandiflora, Zinnia 
peruviana y Zuccagnia punctata mediante técnicas de tinción convencio-
nales. Los resultados revelaron que todas las especies establecieron aso-
ciaciones micorrícicas y en algunos casos con hongos endófitos septados 
oscuros (HESO) o desconocidos (HESD). Los análisis edáficos mostraron 
suelos alcalinos (pH 7,16–9,80), pobres en nitrógeno (0,01–0,08%) y fós-
foro (5,8–15,6 ppm). Este estudio confirmó la presencia de asociaciones 
micorrícicas y de otros tipos de hongos endófitos en las raíces de siete 
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especies nativas de los Valles Calchaquíes, una región caracterizada por 
suelos alcalinos, con bajos niveles de nitrógeno y fósforo disponible.

Palabras clave: Endófitos; micorrizas; plantas xerófitas; septados oscuros.

Abstract
Symbiotic interactions between plants and fungi are crucial for the ad-
aptation of plant species in arid environments. This study documented 
the presence of root endophytic fungi in seven native species from the 
Calchaquíes Valleys (Tucumán, Argentina), a region characterized by 
alkaline soils, low nutrient availability, and water stress. Roots of Atri-
plex cordobensis, Flourensia fiebrigii, Larrea cuneifolia, Lippia turbinata, 
Portulaca grandiflora, Zinnia peruviana, and Zuccagnia punctata were 
analyzed using conventional staining techniques. The results revealed 
that all species established mycorrhizal associations, and in some cas-
es, also associations with dark septate endophytes (DSE) or unknown 
septate endophytes (USD). Edaphic analyses showed alkaline soils (pH 
7.16–9.80) with low nitrogen (0.01–0.08%) and phosphorus (5.8–15.6 
ppm). This study confirmed the presence of mycorrhizal associations 
and other types of endophytic fungi in the roots of seven native species 
from the Calchaquíes Valleys, a region characterized by alkaline soils 
with low levels of available nitrogen and phosphorus.

Keywords: Dark septate; endophytes; mycorrhizae; xerophytic plants.

INTRODUCCIÓN

Las raíces de las plantas albergan comunidades complejas y heterogéneas, 
en las cuales los elementos fúngicos desempeñan funciones esenciales (Gly-
nou et al., 2016; Jumpponen et al., 2017; Vandenkoornhuyse et al., 2002). 
Las micorrizas constituyen asociaciones simbióticas mutualistas entre las 
raíces de plantas vasculares y los hongos. Esta asociación, le proporciona 
numerosos beneficios a la planta, incluyendo mayor tolerancia frente a 
factores de estrés bióticos y abióticos (Galindo-Flores et al., 2015; Hos-
seyni Moghaddam et al., 2021). A su vez, el hongo adquiere fotosintatos 
producidos por la planta y un entorno estable que facilita su reproducción 
y supervivencia (Smith y Smith, 2011). Tradicionalmente las micorrizas se 
clasifican en dos grandes grupos: las micorrizas arbusculares (MA) y las 
ectomicorrizas (EcM) (Galindo-Flores et al., 2015; Huey et al., 2020).

Por su parte, las MA se clasifican según su morfología en los tipos 
Arum y Paris. El tipo Arum se caracteriza por presentar hifas inter e intra-
celulares que forman arbúsculos; mientras que, el tipo Paris exhibe hifas 
intracelulares que forman circunvoluciones o ‘coils’, pudiendo o no desa-
rrollar arbúsculos (Nagaraj et al., 2015).
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Además, en las raíces pueden encontrarse otros hongos endófitos no 
micorrícicos, como los hongos endófitos septados oscuros (HESO), grupo 
polifilético que posee hifas septadas, melanizadas intercelulares y esclerocios 
intracelulares (Fracchia et al., 2011; García et al., 2012; Jumpponen et al., 
2017; Miranda et al., 2019). Por otra parte, diversos autores han descripto 
la existencia de otros hongos endófitos denominados septados desconoci-
dos (HESD), los cuales presentan un patrón de colonización similar a los 
HESO, aunque carecen de estructuras melanizadas (Lizarraga et al., 2018; 
Albornoz et al., 2022; Romagnoli et al., 2024). 

En la actualidad, se observa un creciente interés por los HESO, ya 
que pueden establecer asociaciones mutualistas similares a las micorrizas; 
desempeñando roles multifuncionales en la planta huésped, mejorando la 
absorción de nutrientes, aumentando la tolerancia al estrés biótico y abió-
tico, y manteniendo las relaciones hídricas esenciales para la supervivencia 
de la planta (García et al., 2012; Lugo et al., 2018; Miranda et al., 2019; Zuo 
et al., 2020). 

Los hongos endófitos micorrícicos y HESO son relevantes para la su-
pervivencia de plantas xerófitas que habitan ambientes áridos y semiáridos 
(con elevada irradiación solar, con déficit hídrico y de nutrientes) (Sun et 
al., 2012; Lugo et al., 2015.; Zhou et al., 2015; Miranda et al., 2019; Zuo et 
al., 2020). Por su parte, las plantas se adaptan a estas condiciones median-
te cambios morfológicos y fisiológicos, donde las asociaciones simbióticas 
juegan un rol fundamental (Villagra et al., 2011; Duval et al., 2015; Gairola 
et al., 2018; Zuo et al., 2020). A su vez, la diversidad de hongos endófitos 
y los componentes de las comunidades fúngicas dependen principalmente 
de factores ambientales (Hosseyni Moghaddam et al., 2021).

El conocimiento sobre la presencia de hongos endófitos radiculares 
(micorrizas y endófitos septados) en plantas adaptadas a ambientes áridos, 
ofrece una oportunidad para explorar la diversidad y distribución de estas 
interacciones simbióticas (Steidinger et al., 2019), lo que contribuirá a una 
mejor comprensión de la supervivencia de las plantas en dichos entornos. 
Las simbiosis radiculares entre hongos y plantas nativas han sido estudia-
das en otros ecosistemas áridos de la Argentina (Cofré et al., 2019; Lugo et 
al., 2023); sin embargo, no hay reportes de estas interacciones en los Valles 
Calchaquíes. 

Por lo expuesto, el objetivo de este trabajo fue documentar la presencia 
hongos endófitos radiculares en especies arbustivas y herbáceas que pre-
sentan diferentes ciclos de vida y hábitos de crecimiento, en la región de 
los Valles Calchaquíes (Tucumán, Argentina).
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MATERIALES Y MÉTODOS

Sitio de estudio

En la provincia biogeográfica del Monte, Localidad de Amaicha del Valle, 
Departamento de Tafí del Valle (Tucumán, Argentina), se seleccionaron 
cuatro sitios de muestreo. En el área de estudio se recolectaron los sistemas 
radiculares completos de un total de siete especies, considerando tres indi-
viduos por especie (Tabla 1). Además, se recolectaron ejemplares completos 
para ser depositados como material de referencia en el herbario LIL. Cabe 
destacar que no todas las especies estuvieron presentes de forma simultánea 
en todos los sitios, ya que la composición vegetal varía entre ellos.

El clima en la provincia biogeográfica del Monte se clasifica como 
desértico frío según Köppen-Geiger, con zonas marginales clasificadas 
como estepario frío (Cabrera, 1976; Bianchi y Cravero, 2010). El régimen de 
precipitaciones es de 80-250 mm anuales, con distribución estival (70% con-
centrado en diciembre-marzo) (Bianchi et al., 2005). Presenta variabilidad 
interanual alta, con sequías prolongadas y eventos torrenciales esporádicos 
(Villagra et al., 2011), amplitud térmica diaria entre 15-25°C con noches frías 
y días cálidos y amplitud térmica anual con temperaturas máximas entre 
35-40°C (verano) y mínimas de -5 a -10°C (invierno) (Bianchi y Cravero, 
2010). La radiación solar es de 2500-2800 horas/anuales, con alta irradiación 
UV (Villagra et al., 2011). Evapotranspiración potencial de 1500-2000 mm/
año (Villagra et al., 2011), presentando un déficit hídrico permanente, con 
suelos frecuentemente en capacidad de marchitez (Álvarez et al., 2021).

Material vegetal

Las especies fueron seleccionadas según su abundancia en cada sitio y por 
ser representativas de la provincia biogeográfica del Monte. Se clasificaron 
de acuerdo a sus diferentes ciclos de vida, hábitos de crecimiento y estra-
tegias de supervivencia en el ambiente árido (Tabla 1).

Table 1. Especies estudiadas, clasificación según ciclo de vida de la planta, hábito de crecimiento, 
adaptaciones al hábitat, status y sitio de recolección.

Tabla 1. Studied species, classification according to plant life cycle, growth habit, habitat adapta-
tions, status and collection site.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

Atriplex cordobensis Gand. 

& Stuck

Flourensia fiebrigii S.F. Blake

Larrea cuneifolia Cav.

Lippia turbinata Griseb.

Portulaca grandiflora Hook

Zinnia peruviana (L.) L.

Zuccagnia punctata Cav.

Chenopodiaceae

Asteraceae

Zygophyllaceae

Verbenaceae

Portulacaceae

Asteraceae

Fabaceae

Subarbusto

Arbusto

Arbusto

Arbusto

Hierba

Hierba

Arbusto

Nativa

Nativa

Endémica

Nativa

Nativa

Endémica

Endémica

Perenne

Perenne

Perenne

Perenne

Anual

Anual

Perenne

Xerófita y 

halófita

Xerófita

Xerófita

Mesoxerófita

Xerófita

Mesoxerofita

Xerófita

3

1

2

4

1

1

2

Especie Familia Status SitioCiclo de vida Hábito de
crecimiento

Adaptación
al hábitat
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Material de referencia

ARGENTINA. Prov. Tucumán, Sitio 1, Dpto. Tafí del Valle, Localidad Am-
pimpa, 26°36’29,9’’S-64°50’41,3’’O, 2224 m snm, 03-III-2024. Flourensia 
fiebrigii S.F.Blake., (Asteraceae), Álvarez y Mercado S/N (LIL); Portulaca 
grandiflora Hook., (Portulacaceae) Álvarez y Mercado S/N (LIL); Zinnia 
peruviana (L.) L., (Asteraceae); Álvarez y Mercado S/N (LIL).

ARGENTINA. Prov. Tucumán Sitio 2, Dpto. Tafí del Valle, Localidad 
Amaicha del Valle, 26°35’29,9’’S-65°52’05,3’’O, 2226 m snm, 03-III-
2024. Larrea cuneifolia Cav., (Zygophyllaceae) Álvarez y Mercado S/N 
(LIL) y Zuccagnia punctata Cav., (Fabaceae) Álvarez y Mercado S/N 
(LIL). 

ARGENTINA. Prov. Tucumán, Sitio 3, Dpto. Tafí del Valle, Localidad 
de Tío Punco, 26°33’04,0’’S-65°57’53,2’’O, 1840 m snm, 03- III-2024, 
Atriplex cordobensis Gand. & Stuck (Chenopodiaceae); Álvarez y Mercado 
S/N (LIL).

ARGENTINA. Prov. Tucumán, Sitio 4. Dpto. Tafí del Valle, Localidad El 
Pichao, 26°20’47,9’’S-66°00’54,1’’O, 2048 m snm, 03-III-2024 Lippia 
turbinata Griseb., (Verbenaceae) Álvarez y Mercado S/N (LIL).

Identificación de hongos endófitos radiculares

Para determinar la presencia de EcM, las raíces fueron lavadas y observadas 
bajo un estereomicroscopio Zeiss (Stemi 305, Carl Zeiss Ltd, Herts, UK). 
Posteriormente se realizaron cortes transversales de 15 μm de espesor con 
micrótomo rotatorio Thermo Scientific™ HM 325 (Mercado y Ponessa, 
2021). Las secciones obtenidas fueron decoloradas con hipoclorito de sodio 
50%, lavadas con agua destilada, teñidas con coloración doble sucesiva de 
azul astra-safranina y finalmente montadas en agua-glicerina (1:1, v/v). Las 
observaciones se realizaron en microscopio óptico Zeiss (Carl Zeiss Ltd, 
Herts, UK). 

Para determinar la presencia de hongos MA y otros endófitos, los 
sistemas radiculares completos fueron lavados con agua, clarificados con 
hidróxido de potasio 10%, luego acidificados con ácido clorhídrico 0,1N y 
posteriormente teñidos con azul de anilina (0,05% p/v) (Phillips y Hayman, 
1970; Grace y Stribley, 1991). Se seleccionaron 30 fragmentos de 1 cm de 
longitud, por cada individuo/especie, los que fueron montados en agua 
glicerina (1:1, v/v). Las observaciones se realizaron en microscopio óptico 
mencionado anteriormente. Las fotografías se tomaron con cámara digital 
Zeiss (Axiocam ERc 5s). 
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Análisis de suelo

Para evaluar las características edáficas, en cada sitio se tomaron tres mues-
tras de suelo a 20 cm de profundidad. Las mismas fueron mezcladas y 
homogeneizadas para obtener una muestra compuesta de 500 g. Dichas 
muestras fueron almacenadas en bolsas plásticas a 4°C hasta su análisis en el 
servicio privado de análisis de suelos. Las variables fisicoquímicas evaluadas 
fueron: pH (método potenciométrico con pHchímetro ORP ST2200-F con 
electrodo ST320 Ohaus); conductividad eléctrica (CE), (dS/m = mmhos/
cm con conductímetro de Digicom, 2006); materia orgánica (% = 10g/kg), 
por el método de Walkley y Black (1934) modificado por Eyherabide et al. 
(2014); fósforo disponible (ppm = mg/kg) (Bray y Kurtz, 1945); nitrógeno 
total (%), (método de Kjeldhal modificado por Kuss et al., 2007); cationes 
Na+ - K+, mediante el fotómetro de llama Arcano F640 (cmol+/kg = me-
q/100gr); cationes Ca2+ - Mg2+ mediante EDTA (cmol+/kg = meq/100gr) 
y textura con el método de Bouyoucos (1962).

RESULTADOS 

Las siete especies estudiadas establecieron interacciones simbióticas con 
hongos micorrícicos, en algunos casos, coexistiendo con HESO y/o HESD 
(Tabla 2).

En Portulaca grandiflora, Zinnia peruviana y Zuccagnia punctata, se de-
terminó la presencia de EcM, MA y HESD (Tabla 2). Las tres especies 
mencionadas exhibieron EcM de morfología simple (Fig. 1A-C). En corte 
transversal de raíz se observa la presencia de un manto insipiente e hifas 
intercelulares formando la red de Hartig en los primeros estratos celulares 
del parénquima cortical (Fig.1D-E).

Tabla 2. Micorrizas y endófitos septados oscuros y desconocidos en siete especies de la provincia 
biogeográfica del Monte.

Table 2. Mycorrhizae, dark and unknown septate endophytes in seven species of the Monte bio-
geographic province.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment

 

A. cordobensis

F. fiebrigii

L. cuneifolia

L. turbinata

P. grandiflora

Z. peruviana

Z. punctata

-

-

-

-

+

+

+

Arum-Paris

Arum-Paris

Arum

Arum-Paris

Arum

Arum-Paris

Arum

+2

+1

+1

+1

+1

+1

+1

-

+

+

+

-

-

-

+

+

+

-

+

+

+

Especies
vegetales

Presencia de
EcM

Morfología de
MA

Presencia de
MA

Presencia de
HESO

Presencia de
HESD

+ Indica presencia; - indica ausencia; 1vesículas; 2células auxiliares intracelulares. EcM: ectomicorriza; MA: micorrizas arbusculares; 
HESO: hongos endófitos septados oscuros; HESD: hongos endófitos septados desconocidos.

+ indicates presence;  - indicates absence; 1vesicles; 2intracellular auxiliary cells. EcM: ectomycorrhizae; MA: arbuscular 
mycorrhizae; HESO: dark septate endophytes; HESD: unknown septate endophytes.
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Estas especies presentaron MA tipo Arum con vesículas (Tabla 2, Fig. 
2B y D), Z. peruviana además mostró MA tipo Paris y esporas intracelulares. 

Por su parte, en Atriplex cordobensis, Flourensia fiebrigii y Lippia turbinata, 
se observaron MA, coexistiendo los tipos morfológicos Arum y Paris (Tabla 
2, Fig. 2A, C), con presencia de vesículas en F. fiebrigii y L. turbinata; y cé-
lulas auxiliares en A. cordobensis (Fig. 2 E-F). En F. fiebrigii se evidenciaron 
además esporas (Tabla 2). Finalmente, Larrea cuneifolia exhibió MA tipo 
Arum y vesículas (Tabla 2).

En cuanto a los hongos endófitos septados, se registró la presencia 
de HESO en F. fiebrigii, L. cuneifolia y L. turbinata (Tabla 2, Fig. 3A) y de 
HESD en A. cordobensis, F. fiebrigii, L. cuneifolia, P. grandiflora, Z. peruviana 
y Z. punctata (Tabla 2, Fig. 3B-C).

En la Tabla 3 se presenta el análisis de suelos que revela que lo sitios 
1, 2 y 3 son alcalinos, especialmente el sitio 3 (pH 9,8), mientras que el 
4 tiende a la neutralidad (pH 7,16). Los sitios 1 y 2 presentan salinidad 
moderada (1,10 y 1,82 dS/m respectivamente). Todos tienen bajo conteni-
do de materia orgánica. Los sitios 1 y 2 presentan además bajo contenido 
de fósforo y nitrógeno, mientras que los sitios 3 y 4 son moderadamente 
pobres en esos elementos.

Fig 1. Ectomicorrizas de morfología simple. A-C) Aspecto general. A) Zuccagania punc-
tata. B) Zinnia peruviana. C) Portulaca grandiflora, en inserto se muestran variantes de 
la morfología. D-F) Manto y red de Hartig en corte transversal de raíz. D) Z. punctata. 
E) Z. peruviana. F) P. grandiflora. Álvarez y Mercado S/N (LIL). Referencias: m,manto; rH, 
red de Hartig. 

Fig. 1. Ectomycorrhizae of simple morphology. A-C) General appearance. A) Zuccagnia 
punctata. B) Zinnia peruviana. C) Portulaca grandiflora, insets show morphological vari-
ations. D-F) Mantle and Hartig net in root cross-section. D) Z. punctata. E) Z. peruviana. 
F) P. grandiflora. Álvarez and Mercado S/N (LIL). References: m, mantle; rH, Hartig net.
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Fig. 2. Micorrizas arbusculares en la región del parenquima cortical de raices clarificadas. 
A) Hifas intercelulares (flecha) en raíz de Flourensia fiebrigii. Aspecto general. B) Hongo 
micorrícico arbuscular, morfología tipo Arum (flecha) en Z. peruviana. C) Hongo mico-
rrícico arbuscular, morfología tipo Paris (flecha) en F. fiebrigii. D) Vesículas intercalares 
y terminales en Z. punctata. E) Vesículas intracelulares (flecha) en F. fiebrigii. F) Células 
auxiliares intra celulares (flecha) en Atriplex cordobensis. G) Esporas intracelulares (flecha) 
en F. fiebrigii. H) Espora intracelular (flecha) en el parénquima cortical de Z. peruviana. 
Álvarez y Mercado S/N (LIL). Referencias: vi, vesicula intercalar; vt, vesicula terminal.

Fig. 2. Arbuscular mycorrhizae in the cortical parenchyma region of cleared roots. A) 
Intercellular hyphae (arrow) in the root of Flourensia fiebrigii root. General appearance. B) 
Arbuscular mycorrhizal fungus, Arum-type morphology (arrow) in Z. peruviana. C) Arbus-
cular mycorrhizal fungus, Paris-type morphology (arrow) in F. fiebrigii. D) Intercalary and 
terminal vesicles (arrows) in Z. punctata. E) Intracellular vesicles (arrow) in F. fiebrigii. F) 
Intracellular auxiliary cells (arrow) in Atriplex cordobensis. G) Intracellular spores (arrow) 
in F. fiebrigii. H) Intracellular spore (arrow) in the cortical parenchyma of Z. peruviana. 
Álvarez and Mercado S/N (LIL). References: vi, intercalary vesicle; vt, terminal vesicle.
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Fig. 3. Microesclerocios de hongos endófitos septados oscuros y desconocidos en célu-
las del parénquima cortical. A) F. fiebrigii. B) Z. peruviana. C) P. grandiflora. Álvarez y 
Mercado S/N (LIL).

Fig. 3. Microsclerotia of dark septate and unknown endophytic fungi in cortical parenchy-
ma cells. A) F. fiebrigii. B) Z. peruviana. C) P. grandiflora. Álvarez and Mercado S/N (LIL).

Tabla 3. Características edáficas de los sitios muestreados en la provincia biogeográfica del Monte.

Table 3. Edaphic characteristics of the sampled sites in the Monte biogeographic province.

Sequence Country
Position in the nuLSU alignment 

pH

CE dS/m (mmhos/cm)

CO3Ca

MO (%)

N total % (ppm)

P (ppm)

TEXTURA

ARCILLA (%)

LIMO (%)

ARENA (%)

CIC (meq/100g)

Na (meq/100g)

K (meq/100g)

Ca (meq/100g)

Mg (meq/100g)

8,90

1,10

++

0,83

0,05

5,80

Areno limosa

9,99

20,00

70,01

6,00

2,07

0,38

-

1,33

8,23

1,82

+++

1,16

0,08

9,70

Franca arenosa

4,99

26,25

68,76

6,75

1,68

1,09

-

1,58

9,80

0,36

++

0,23

0,01

15,60

Areno limosa

3,74

21,25

75,01

4,15

2,39

0,61

-

2,08

7,16

0,11

-

0,67

0,04

11,50

Areno limosa

2,49

22,50

75,01

3,50

0,22

0,29

2,00

1,83

Sitio 1 32 4

CE: conductividad eléctrica; MO: materia orgánica; N: nitrógeno; P: fósforo; CIC: capacidad de intercambio catiónico; Na: sodio; 
K: potasio; Ca: calcio; Mg: magnesio.

CE: electrical conductivity; MO: organic matter; N: nitrogen; P: phosphorus; CIC: cation exchange capacity; Na: sodium; K: 
potassium; Ca: calcium; Mg: magnesium.
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DISCUSIÓN

El presente estudio documenta la presencia de hongos endófitos radicula-
res en siete especies vegetales nativas de Argentina, pertenecientes a seis 
familias, que crecen en los Valles Calchaquíes, provincia biogeográfica del 
Monte. Entre estas especies, L. cuneifolia y Z. punctata se encuentran en 
la lista Roja preliminar de plantas endémicas de Argentina, en categorías 
1 y 3 respectivamente (Secretaría de Ambiente y Desarrollo Sustentable 
[SAyDS], 2010). La presencia de estos hongos es clave para la superviven-
cia de la vegetación en ecosistemas áridos, que se caracterizan por suelos 
con bajo contenido de materia orgánica, alta alcalinidad y disponibilidad 
limitada de nutrientes esenciales (Lugo et al., 2015; Miranda et al., 2019). 
El análisis edáfico reveló que los sitios analizados presentan suelos alca-
linos, predominantemente arenosos, con baja capacidad de intercambio 
catiónico, bajas concentraciones de materia orgánica, fósforo y nitrógeno 
respectivamente, lo que sugiere una limitada disponibilidad de nutrientes 
y agua. Características que según Bashan et al. (2007), Montaño Arias et al. 
(2008), García et al. (2012), Rincón et al. (2015), Lugo et al. (2018), Zuo et 
al. (2020), Hosseyni Moghaddam et al. (2021) favorecen la simbiosis con 
hongos micorrícicos y otros endófitos fúngicos ya que desempeñan un papel 
clave en la absorción de estos elementos.

Los sitios 1 y 2 se caracterizan por presentar los valores más bajos de 
materia orgánica, nitrógeno total y fósforo, además de una alta conductivi-
dad eléctrica; esto coincide con la coexistencia de EcM, MA y HESD en P. 
grandiflora, Z. peruviana y Z. punctata. La baja disponibilidad de fósforo, por 
debajo de 20 ppm en el suelo, constituye un umbral crítico que promueve 
la dependencia de las plantas a asociaciones micorrícicas para optimizar la 
adquisición de nutrientes. Sin embargo, cada especie vegetal puede tener un 
nivel óptimo de fósforo soluble a partir del cual se estimularía fuertemente 
la colonización (Hirata et al., 1988).

La presencia de EcM en especies herbáceas como P. grandiflora y Z. 
peruviana es un hallazgo, ya que estas asociaciones son más frecuentes en 
plantas leñosas (Smith y Read, 2008; Tedersoo y Brundrett, 2017; Brun-
drett y Tedersoo, 2018). Sin embargo, existen reportes de la presencia de 
EcM en otras herbáceas como Eriogonum spp., Salsola spp. y Cistanthe spp. 
que respaldan este hallazgo (Allen et al., 2003; Molina-Montenegro et al., 
2016; Zhang et al., 2018). Pagano et al. (2012) citaron la presencia de MA y 
HESO para Z. peruviana de la región del Chaco, en este trabajo se reporta 
por primera vez, la presencia de EcM y HESD, además de caracterizar los 
tipos morfológicos Arum y Paris de MA.

La presencia de hongos MA en las siete especies estudiadas, junto con 
la coexistencia de los tipos morfológicos Arum y Paris en varias de ellas (A. 
cordobensis, F. fiebrigii y L. turbinata) sugiere una plasticidad en el estableci-
miento de la simbiosis, incluyendo la posibilidad del hongo de presentar 
diferentes morfotipos acorde a las especies vegetales y a las condiciones 
ambientales, lo que brindaría una ventaja en suelos con deficiencias mine-
rales (Smith y Smith, 2011). 
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En cuanto al hallazgo de HESO en F. fiebrigii, L. cuneifolia y L. tur-
binata, es consistente con estudios previos que destacan el papel de estos 
endófitos en la tolerancia a condiciones de salinidad, estrés hídrico y defi-
ciencia de nutrientes de ecosistemas áridos (Lugo et al., 2018; Miranda et 
al., 2019; Zuo et al., 2020), como los Valles Calchaquíes. Atriplex cordobensis, 
F. fiebrigii, P. grandiflora, Z. peruviana y Z. punctata presentaron HESD, que 
podrían desempeñar un rol similar. 

Las asociaciones simbióticas con hongos MA y otros endófitos, serían 
particularmente importantes en especies anuales, como Z. peruviana y P. 
grandiflora, ya que permitirían maximizar la absorción de recursos en el 
corto período en el que transcurre su ciclo de vida (Allen et al., 2003; Smith 
y Read, 2008; Rincón et al., 2015; Lugo et al., 2018; Steidinger et al., 2019; 
Zuo et al., 2020).

La presencia simultánea de hongos MA, EcM y HESO en plantas 
xerófitas y mesoxerófitas optimiza la absorción de nutrientes y agua, como 
demuestran estudios en ambientes áridos (Smith y Read, 2008; Zuo et al., 
2020; Lugo et al., 2015).

Es interesante mencionar que las especies estudiadas presentan usos 
medicinales (Barboza et al., 2009; Maroyi, 2023) y se encuentran amena-
zadas por la pérdida de hábitat, contaminación ambiental y la sobreexplo-
tación debido a su creciente demanda farmacéutica (Porwal et al., 2020; 
Mofokeng et al., 2022; Yang et al., 2023). En este sentido, Bothe et al. (2010), 
Chaudhary et al. (2022) y Alzarhani et al. (2024) enfatizan la falta de in-
formación sobre el rol ecológico de los hongos MA en la supervivencia 
de especies amenazadas, particularmente en ambientes hostiles con suelos 
degradados o en áreas impactadas por el cambio climático.

Futuras investigaciones deberían profundizar el papel funcional que 
cumplen las interacciones de hongos simbióticos, tanto MA como otros 
endófitos, en la supervivencia y desarrollo de estas plantas medicinales, 
endémicas y nativas, lo que permitirá tomar decisiones estratégicas para 
su uso y conservación. 

CONCLUSIÓN

Esta investigación nos permitió explorar asociaciones fúngicas en un amplio 
espectro taxonómico vegetal con diferentes adaptaciones a condiciones ex-
tremas dentro de un mismo ambiente. Se demuestra la presencia de hongos 
micorrícicos y otros endófitos en siete especies de plantas nativas de los 
Valles Calchaquíes, donde los suelos alcalinos y pobres en nutrientes limitan 
el crecimiento vegetal. La presencia de EcM en las especies herbáceas P. 
grandiflora y Z. peruviana es un hallazgo, ya que este tipo de micorrizas es 
característica de plantas leñosas. La coexistencia de múltiples simbiontes 
(MA, EcM, HESO, HESD) sugiere una estrategia en el ensamblaje funcio-
nal para maximizar la adquisición de recursos. 
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Resumen
El lago San Miguel es un humedal artificial ubicado en San Miguel de 
Tucumán. La macroalga Chara sp., es un componente importante entre 
las macrófitas de este cuerpo de agua. Su presencia aumenta la hete-
rogeneidad del hábitat y repercute en la biodiversidad. Los moluscos 
utilizan a las algas como hábitat y se alimentan del perifiton asociado y 
Chara sp. se beneficia porque disminuye su competencia por la luz y nu-
trientes con el perifiton. Analizar esta relación contribuiría a comprender 
la dinámica ecosistémica del humedal. Los objetivos fueron determinar 
la riqueza perifítica y malacológica asociada a Chara sp., y establecer 
si existe interacción multitrófica entre ellos. Se recolectaron especíme-
nes de Chara sp. en una transecta marginal, en aguas bajas y altas. Se 
identificaron las especies de microalgas y gasterópodos, determinándo-
se que la composición fue similar entre estaciones. En asociación con 
Chara sp. se registraron 48 taxones algales, 4 especies de gasterópodos 
y masas de huevos. Entre los gasterópodos se identificó la especie exó-
tica Melanoides tuberculata, predominante sobre las especies nativas, 
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siendo este su primer registro para el NOA. No se observó variación en 
la riqueza del ficoperifiton debida a los moluscos, sin embargo, sería 
importante evaluar fluctuaciones poblacionales a lo largo del año. La 
observación de los especímenes recolectados reveló que existen signos 
de alimentación por raspado en la superficie de Chara sp. De forma 
coincidente, se detectaron restos del alga en el contenido estomacal de 
M. tuberculata. Comprender los cambios en la composición de especies 
en los ecosistemas es vital para entender cómo podrían verse afectados 
su funcionamiento y servicios ecosistémicos. Estos resultados revelan la 
necesidad de continuar los muestreos durante al menos un ciclo anual 
e incorporar la medición de nuevas variables bióticas y fisicoquímicas, 
para profundizar el conocimiento de las interacciones entre las comu-
nidades acuáticas. 

Palabras clave: Biodiversidad; funcionamiento de los ecosistemas; Melanoides 
tuberculata; perifiton.

Abstract
Lake San Miguel is an artificial wetland located in San Miguel de 
Tucumán. The macroalga Chara sp. constitutes a significant component 
among the macrophytes of this water body. Its presence increases hab-
itat heterogeneity and impacts biodiversity. Mollusks use the algae as 
habitat and feed on the associated periphyton, and Chara sp. benefits 
because this reduces its competition for light and nutrients with the 
periphyton. Analyzing this relationship will contribute to understanding 
the ecosystem dynamics of this wetland. Our objectives were to deter-
mine the periphytic and malacological richness associated with Chara 
sp., and to establish the presence of multitrophic interactions between 
them. Specimens of Chara sp. were collected along a marginal transect 
during high and low water level periods. The species of microalgae 
and gastropods were identified, determining that the composition was 
similar between both sampling periods. In association with Chara sp., 
48 algal taxa, 4 species of gastropods, and egg masses were recorded. 
Among the gastropods, the exotic species Melanoides tuberculata was 
identified, with a significant predominance over the native species. This 
is the first record for the NOA. No variation in the richness of the periph-
yton was observed due to the mollusks; however, it would be important 
to evaluate population fluctuations throughout the hydrological year. 
The observation of the collected specimens revealed that there are signs 
of scraping feeding on the surface of Chara sp. Coincidentally, remnants 
of the algae were detected in the stomach contents of M. tuberculata. 
Understanding changes in species composition in ecosystems is vital to 
comprehend how their functioning and ecosystem services might be 
affected. These results reveal the need to continue sampling for at least 
one annual cycle, along with the need to incorporate the measurement 
of new biotic and physicochemical variables, to increase the understand-
ing of interactions between aquatic communities.

Keywords: Biodiversity; ecosystem functioning; Melanoides tuberculata; 
periphyton.
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INTRODUCCIÓN

Los humedales son ecosistemas complejos, que incluyen una gran diver-
sidad de formas y ambientes, y se encuentran entre los medios más pro-
ductivos del mundo. Constituyen importantes reservorios de diversidad 
biológica y son fuente de agua y productividad primaria para la biota que 
los habita (Secretaría de la convención de Ramsar, 2006; Vizcardo y Gil-Ko-
daka, 2015). Los cuerpos de agua artificiales también se engloban dentro 
del concepto de humedales (Schnack et al., 2000) y sus características de 
extensión, profundidad y ubicación, entre otras, los hacen vulnerables a 
las actividades antrópicas. Estas acciones provocan, con frecuencia, el cre-
cimiento excesivo de plantas acuáticas y de algas que interfieren en el fun-
cionamiento normal del ecosistema (Mancini et al., 2012). Estos sistemas se 
desarrollan en suelos anegados, con el nivel freático en la superficie o cerca 
de ella, donde son comunes las macrófitas (Claverie et al., 2021).

Las macrófitas incluyen comunidades de organismos fotosintéticos 
adaptados a ambientes húmedos, tales como plantas acuáticas y macroalgas, 
y junto a las microalgas son componentes importantes de los humedales 
y son responsables de la producción primaria (Medeiros y Henry-Silva, 
2017; Claverie et al., 2021). Asimismo, influyen en los ciclos de nutrientes, 
proporcionan estructura física y aumentan la complejidad y heterogeneidad 
del hábitat, generando la disponibilidad de refugios, sitios de alimentación 
y reproducción, lo cual repercute en la estructura de las poblaciones, la 
densidad, y composición de la biodiversidad de especies nativas y exóticas 
(Kraufvelin, 2009; Mormul et al., 2010; Thomaz y Ribeiro da Cunha, 2010; 
Medeiros y Henry-Silva, 2017; Claverie et al., 2021). Desempeñan además 
un rol clave en la composición del ecosistema al participar de las interac-
ciones multitróficas. 

Una macrófita importante en muchos ambientes es el alga Chara sp. 
(Charophyta, Characeae), que tiene una alta tasa de absorción de carbono, 
nitrógeno y fósforo, y ayuda a mantener las concentraciones de nutrientes 
en el agua en niveles bajos, evitando el crecimiento excesivo del fitoplanc-
ton (Albertoni, 1999). Las especies de Chara se encuentran enraizadas o 
ancladas en el sustrato y crecen por debajo de la superficie del agua (Denny, 
1985; Chambers et al., 2008). Presentan un talo rígido y áspero que se dispo-
ne en un eje dividido en nudos y entrenudos, con ramificaciones dispues-
tas en verticilos (Fig. 1). Dicha morfología, otorga una extensa superficie 
para la colonización de una gran comunidad perifítica, conformada por 
diversos organismos (algas, bacterias, hongos, protozoos y microcrustáceos) 
que constituyen un importante recurso alimentario para los invertebrados 
acuáticos (Albertoni, 1999; Guerrero Lizarazo et al., 2021). 

Según Mormul et al. (2010) existen importantes interacciones entre 
macrófitas, epífitas e invertebrados. Estas interacciones pueden estar media-
das por la quimiorrecepción ya que algunas especies de macrófitas liberan 
compuestos químicos que los caracoles detectan.
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Ciertas sustancias actúan como inhibidores para algunas especies, y 
como estimulantes o atrayentes para otras, por lo cual la interacción sería 
especie-específica. Esta relación beneficia tanto a las macrófitas como a 
los moluscos, ya que los caracoles se alimentan del perifiton asociado a la 
macroalga y también de tejidos de las macrófitas. Los caracoles también 
disponen de un sustrato para oviponer y protegerse de depredadores (Li et 
al., 2009a). Las algas por su parte pueden beneficiarse del pastoreo realizado 
por los caracoles, porque eliminan la cubierta epifítica, lo que disminuye 
su competencia por la luz solar y los nutrientes con el perifiton (Li et al., 
2009b; Medeiros y Henry-Silva, 2017). 

El patrón alimentario de los moluscos tiende a favorecer a ciertas mi-
croalgas perifíticas de Chara sp. ya que promueve la regeneración de la 
comunidad.

Fig. 1. Morfología del talo de Chara. A) Aspecto de la planta. B) Detalle de nudos, en-
trenudos y ramificación en verticilos. C) Detalle de estructura reproductiva. D) Epífitas 
filamentosas creciendo sobre el talo.

Fig. 1. Morphology of the thallus of Chara. A) Plant aspect. B) Detail of nodes, internodes, 
and verticillate ramification. C) Detail of reproductive structure. D) Filamentous epiphytes 
growing on the thallus.
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Los caracoles presentan herbivoría selectiva sobre el perifiton, prefi-
riendo ciertas especies, además de que pueden elegir el área o microhábitat 
donde se alimentan (Mormul et al., 2010; Medeirosa y Henry-Silva, 2017; 
Loo, 2021). Así, la presión de depredación sobre la comunidad perifítica 
puede provocar la desaparición de algunas especies, haciendo que otras 
se vuelvan dominantes, y de esta manera alteran la dinámica trófica en 
los ecosistemas acuáticos (Vasconcelos et al., 2013). El incremento de las 
densidades poblacionales de los gasterópodos puede afectar negativamente 
el crecimiento de las macrófitas, dado que son capaces de modificar sus 
hábitos alimentarios al reemplazar el consumo del perifiton por el tejido 
vegetal (Li et al., 2009a; Medeirosa y Henry-Silva, 2017). 

Los lagos urbanos son humedales artificiales de importancia como 
fuentes de biodiversidad, sumideros de carbono y por su valor paisajísti-
co (World Water Quality Alliance [WWQA Ecosystems], 2023). Sufren el 
impacto del uso intensivo, el vertido de aguas residuales, la eutrofización, 
entre otros, que afectan su biodiversidad (Mancini et al., 2012; Chaves Ra-
mírez, 2022). Resulta necesario abordar el análisis de la biodiversidad de 
estos ambientes y de las interacciones multitróficas que en ellos se dan. 
El Lago San Miguel, en la provincia de Tucumán, es un ecosistema de 
origen antrópico, en el que estudios previos describieron su comunidad 
fitoplanctónica (Taboada y Bustos, 2021, 2022a, 2022b; Taboada et al., 2021). 
Recientemente, se identificaron algunas especies de macrófitas y de molus-
cos asociadas a la macroalga Chara sp. en dicho cuerpo de agua (Miranda 
et al., 2024; Taboada et al., 2024). Analizar la relación entre Chara sp., el 
perifiton y los gasterópodos puede contribuir a comprender de qué ma-
nera esta macroalga influye en el establecimiento, diversidad y densidad 
poblacional de estos grupos lo que afectaría la dinámica ecosistémica de 
este humedal urbano.

Los objetivos de este estudio fueron determinar la composición en la 
riqueza perifítica y de moluscos asociada a Chara sp., y determinar si existe 
interacción multitrófica entre el alga y su biota asociada.

MATERIALES Y MÉTODOS

Área de estudio

El lago San Miguel es un humedal artificial ubicado a los 26° 49’ 58,29” S 
y 65° 11’ 20,80” W, en el Parque 9 de Julio de la ciudad de San Miguel de 
Tucumán, Tucumán, Argentina (Fig. 2). Tiene una superficie aproximada 
de 3 hectáreas y una profundidad máxima de 1,5 m. El suministro de agua 
proviene de un sistema de bombeo de agua subterránea y drena hacia un 
canal urbano que aporta agua al río Salí. Su principal uso es recreativo y por 
estar inmerso en la ciudad, su presencia contribuye a disminuir contami-
nantes de la escorrentía a través de la sedimentación, la absorción biológica 
y la filtración por las macrófitas (Persson, 2012).
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El clima regional es subtropical con estación seca en el período de 
marzo a octubre. Las temperaturas medias varían de 18 a 20 °C y la preci-
pitación anual entre 900 y 1.000 mm (Guido y Sesma, 2014). 

Se llevaron a cabo relevamientos en aguas altas (verano/2024), y aguas 
bajas (invierno/2024). Los muestreos de macrófitas se realizaron en el área 
litoral del cuerpo de agua, debido a la presencia de especies arraigadas y a la 
posibilidad de acceso. Se recolectaron muestras de 10 a 30 especímenes de 
Chara sp. en puntos distribuidos aleatoriamente a lo largo de una transecta 
marginal. Las muestras fueron trasladadas al laboratorio en bolsas plásti-
cas con agua destilada, para poder determinar la presencia de microalgas 
perifíticas como así también de gasterópodos.

Para la estimación de la abundancia-cobertura de Chara sp. se empleó 
el método de Braun-Blanquet que permite estimar la abundancia-cobertura 
de las especies.

Fig. 2. Área de estudio. Ubicación del Lago San Miguel en el Parque 9 de Julio de la 
ciudad de San Miguel de Tucumán, Tucumán, Argentina. Fuente: Google Earth.

Fig. 2. Study area. Location of San Miguel Lake in Parque 9 de Julio, San Miguel de 
Tucumán city, Tucumán, Argentina. Data source: Google Earth.
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Los valores de la escala de Braun-Blanquet (Mueller-Dombois y Ellen-
berg, 1974) son los siguientes: 

r 	 uno a tres individuos con cobertura menor a 5 % 
+ 	pocos individuos con cobertura menor a 5 %
1 	 abundantes individuos con cobertura menor a 5 %
2 	 cobertura del 5 al 25 %
3 	 cobertura del 25 al 50 %
4 	 cobertura del 50 al 75 %
5 	 cobertura del 75 al 100 %

De los ejemplares recolectados se seleccionaron aleatoriamente 15 que 
fueron seccionados en varias partes de entre 5-7 cm y se procedió a lavarlos 
y agitarlos (aproximadamente 2 minutos) en un vaso de precipitado con 
agua destilada, para extraer la taxocenosis perifítica. Otra técnica empleada 
fue el raspado con pincel, cepillo y bisturí para remover las microalgas. El 
material extraído fue conservado en agua destilada y fijado con solución 
de formaldehído al 4%, en frascos herméticos. Para el análisis cualitativo 
de los taxones algales se realizaron preparados mediante alícuotas de las 
muestras. Para la identificación de las especies se utilizó un microscopio 
binocular Zeiss, los taxones fueron medidos y fotografiados con un software 
incorporado al microscopio. Los géneros y especies se determinaron según 
bibliografía específica y se actualizaron con la base de datos AlgaeBase 
(Guiry y Guiry, 2025). De esta manera se obtuvo la información para la lista 
de riqueza. El resto de los ejemplares de Chara sp., fueron inspeccionados 
minuciosamente bajo lupa estereoscópica Nikon SMZ745, para detectar 
y separar manualmente los especímenes de gasterópodos. Las conchillas 
vacías obtenidas fueron fotografiadas en vistas dorsal, ventral y lateral y 
conservadas en seco, mientras que los especímenes vivos fueron fotografia-
dos a fin de conservar registros de la coloración natural del cuerpo y poste-
riormente conservados en alcohol absoluto. La identificación taxonómica 
de los moluscos se llevó a cabo sobre la base de caracteres conquiológicos. 
Se seleccionaron especímenes de Melanoides tuberculata Müller, por ser la 
especie más abundante y de mayor tamaño, para la realización de disec-
ciones anatómicas a fin de constatar la presencia de restos de algas en su 
interior. Una vez identificados todos los especímenes registrados, se elaboró 
un listado taxonómico y se realizó el conteo de los mismos, a fin de deter-
minar su abundancia.
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RESULTADOS

Según la escala de Braun-Blanquet el porcentaje abundancia/cobertura de 
Chara sp. en el lago fue del 50-55% (nivel 3 de cobertura) en ambos perio-
dos de estudio.

En la superficie de Chara sp. se determinaron un total de 48 especies 
de microalgas: Heterokontophyta-Bacillariophyceae (17), Charophyta (12), 
Cyanobacteria (10) y Chlorophyta (9). Algunos ejemplos de las especies 
identificadas se muestran en las figuras 3 y 4. 

Fig. 3. Algunas especies de Cyanobacteria, Charophyta y Chlorophyta presentes en el 
lago San Miguel. A) Merismopedia sp. B) Microcystis sp. C) Oscillatoria jasorvensis. D) O. 
limosa. E) Planktolyngbya sp. F) Gomphosphaeria sp. G) Coelastrum sp. H) Cosmarium sp. 
1. I) Cosmarium sp. 2. J) Spirogyra sp. 3. K) Cladophora sp. L) Oedogonium sp. 1. Escala: 
10 μm (A, B, C, D, E, H, L); 2 μm (F, G); 5 μm (I); 20 μm (J); 50 μm (K).

Fig. 3. Some species of Cyanobacteria, Charophyta and Chlorophyta present in Lake San 
Miguel. A) Merismopedia sp. B) Microcystis sp. C) Oscillatoria jasorvensis D) O. limosa. 
E) Planktolyngbya sp. F) Gomphosphaeria sp. G) Coelastrum sp. H) Cosmarium sp. 1. I) 
Cosmarium sp. 2. J) Spirogyra sp. 3. K) Cladophora sp. L) Oedogonium sp. 1. Scale: 10 
μm (A, B, C, D, E, H, L); 2 μm (F, G); 5 μm (I); 20 μm (J); 50 μm (K).
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La riqueza específica por grupo algal, en las diferentes épocas se re-
presenta en la Fig. 5. En relación al hábito, las formas unicelulares (22 
especies) predominaron sobre las filamentosas (14 especies) y las coloniales 
(12 especies). Algunas de las especies de diatomeas identificadas (Gompho-
nema sp., Cocconeis sp., Encyonema sp. y Diatoma sp.) se caracterizan por 
la producción de mucílago que les permite la fijación al talo de Chara sp. 

En asociación con Chara sp. se registraron un total de 233 especímenes 
de gasterópodos en el invierno de 2024, identificados como Melanoides tu-
berculata (115 especímenes), Heleobia sp. (99), Physidae (10) y Biomphalaria 
sp. (9) (Fig. 6). En verano se registraron 177 especímenes de las mismas 
especies con los siguientes valores de abundancia: M. tuberculata (110), He-
leobia sp. (60), Physidae (2) y Biomphalaria sp. (5). Cabe destacar que este es 
el primer registro de M. tuberculata para el Noroeste Argentino.

La mayor parte de los especímenes de gasterópodos recolectados en 
ambas estaciones corresponden a conchillas vacías, a excepción de M. tu-
berculata, especie en la cual se registraron todos los especímenes vivos y en 
diferentes etapas de desarrollo (Fig. 7). Asimismo, se registraron masas de 
huevos, no identificadas (Fig. 8). 

Fig. 4. Algunas especies de Heterokontophyta (Bacillariophyceae) identificadas en el lago 
San Miguel. A) Cocconeis placentula. B) Craticula ambigua. C) Craticula cuspidata. D) Dia-
toma vulgaris. E) Diatoma sp. F) Ephitemia sp. G) Encyonema silesiacum. H) Gomphonema 
affine. I) Gomphonema capitatum. J) Ulnaria ulna. Escala 10 μm.

Fig. 4. Some species of Heterokontophyta (Bacillariophyceae) identified in Lake San Mi-
guel. A) Cocconeis placentula. B) Craticula ambigua. C) Craticula cuspidata. D) Diatoma 
vulgaris. E) Diatoma sp. F) Ephitemia sp. G) Encyonema silesiacum. H) Gomphonema 
affine. I) Gomphonema capitatum. J) Ulnaria ulna. Scale 10 μm.
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Fig. 5. Riqueza específica por grupo algal para las dos épocas de muestreo.

Fig. 5. Specific richness for each algal group in both sampling periods.

Fig. 6. Gasterópodos asociados a Chara sp. A) Melanoides tuberculata. B) Heleobia sp. 
C) Physidae. D) Biomphalaria sp. Cada especímen vivo se acompaña de una imagen cor-
respondiente a su conchilla en vista ventral.

Fig. 6. Gastropods associated with Chara sp. A) Melanoides tuberculata. B) Heleobia sp. 
C) Physidae. D) Biomphalaria sp. Each live specimen is accompanied by an image of its 
shell in ventral view.



Lilloa 62 – Supl. N° 2 (2025): “Interacciones biológicas en un mundo cambiante”, 295-315 305

Fig. 7. Especímenes de Melanoides tuberculata hallados en asociación con Chara sp.

Fig. 7. Specimens of Melanoides tuberculata found in association with Chara sp.

Fig. 8. Masa de huevos registrada junto a Chara sp. A) Masa de huevos completa con 
un especímen de Biomphalaria sp. como referencia de tamaño (diámetro de conchilla 
de 4 mm). B) Detalle del embrión contenido en uno de los huevos. C) Especímen juvenil 
de gasterópodo.

Fig. 8. Egg mass observed with Chara sp. A) Egg mass with a specimen of Biomphalaria 
sp. as size reference (shell diameter 4 mm). B) Detail of the embryo contained in one of 
the eggs. C) Juvenile gastropod specimen.
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La observación bajo microscopio estereoscópico indicó que existen 
signos de raspado y alimentación en la superficie de Chara sp. (Fig. 9). En 
concordancia con esto, las disecciones de los especímenes de M. tuberculata 
revelaron que también presentaban restos del alga.

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

Los cuerpos lénticos suelen presentar un mosaico estructural determinado 
principalmente por macrófitas acuáticas que, según su morfología, presen-
tan diferencias en la composición y abundancia de perifiton y macroinver-
tebrados asociados, debido a las distintas opciones de refugio y alimento 
que ofrecen a estos (Oertli, 1995).

Fig. 9. A-C) Diferentes segmentos del talo de Chara sp. con evidentes signos de raspado 
y consumo de tejido vegetal. D) Restos de Chara sp. hallados durante las disecciones de 
Melanoides tuberculata.

Fig. 9. A-C) Different segments of the Chara sp. thallus with evident signs of scraping 
and consumption of plant tissue are shown. D) Remains of Chara sp. found during the 
dissections of Melanoides tuberculata.
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El porcentaje de cobertura de Chara sp. registrado para ambas estacio-
nes fue similar, lo que estaría asociado al nivel hidrométrico constante del 
lago ocasionado por su suministro mediante el bombeo de agua subterránea. 
Asimismo, el perilago no presenta árboles que ocasionen sombreado, lo que 
favorece el ingreso de energía lumínica continua facilitando el desarrollo 
óptimo de las macrófitas y del perifiton.

Las microalgas del perifiton se encuentran en una posición estratégica 
para asimilar los nutrientes disponibles en la columna de agua, así como 
los liberados por el macrófito (Burkholder, 1996). Debido a que Chara sp. 
puede capturar y almacenar grandes cantidades de fósforo disponible en 
la columna de agua, estos macrófitos pueden favorecer el aumento de la 
biomasa y riqueza epifítica a través del intercambio de nutrientes, lo que 
da soporte a la notable interacción entre ellas (Blindow et al., 2014).

El ficoperifiton estuvo representado por taxones cosmopolitas y de alta 
frecuencia en aguas continentales los que fueron mencionados para otros 
lagos urbanos del país (Ehrenhaus y Vigna, 2006; Daga y Pierotto, 2011; 
Mancini et al., 2012; Cano et al., 2012, 2013; Leyes et al., 2018; Borja et al., 
2023). Entre las especies identificadas se encuentran mejor representadas las 
formas unicelulares y las filamentosas, y en menor medida las formas colo-
niales. Estudios previos revelaron la predominancia de estos tipos morfoló-
gicos en lagos tropicales, y reconocen que características como la presencia 
de mucílagos resultan ventajosas para las algas al favorecer la fijación al sus-
trato (ej. cianobacterias). Además, se ha reconocido que algas filamentosas 
(como Oedogonium) poseen mejores capacidades para el aprovechamiento de 
la luz, el espacio y altas concentraciones de nutrientes. Grupos de carofitas 
presentes en el lago, como Cosmarium, también fueron reconocidas por ser 
típicamente perifíticas y representativas en el perifiton de lagos tropicales. 
Especies de diatomeas de los géneros Encyonema, Gomphonema y Navicula 
también fueron registradas como abundantes en el perifiton de lagos y otros 
cuerpos de agua (Moreno y Aguirre, 2013). 

La escasa profundidad del lago favorece la mezcla permanente entre 
comunidades, ya que los organismos fitoplanctónicos pueden ocupar zonas 
subsuperficiales con adecuadas condiciones lumínicas (Martínez Martínez 
et al., 2018). 

La composición de especies de algas entre estaciones fue similar, en 
aguas bajas se registraron 31 taxones y en aguas altas 35. Lo que podría 
relacionarse con la poca variabilidad hidrométrica del lago, lo que otorga 
cierta estabilidad en la columna de agua y tiende a favorecer una comuni-
dad perifítica constante entre estaciones. 

Respecto a los gasterópodos identificados, Melanoides tuberculata y He-
leobia sp., fueron las dos especies más importantes en cuanto a abundancia 
de especímenes registrados, en ambas estaciones, indicando una estrecha 
relación con el alga. Existe escasa información disponible sobre las estra-
tegias alimenticias del género Heleobia siendo básicamente detritívoros 
(Pereira et al., 2011).
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Albertoni (1999) sugiere que las mayores densidades de las comuni-
dades de raspadores y detritívoros, como algunas especies de Heleobia, se 
relacionan con una mayor abundancia de perifiton (cianobacterias filamen-
tosas) sobre Chara sp., en algunas épocas del año. El hábitat provisto por 
Chara sp. es favorable para el desarrollo de los gasterópodos especialmente 
de Heleobia. Relevamientos previos realizados en el lago registraron cinco 
especies de gasterópodos (Taboada et al., 2024) de los cuales únicamente 
Pomacea canaliculata Lamarck no fue encontrada asociada a Chara sp. Esto 
puede deberse a que, si bien la especie suele alimentarse de macrófitas o 
de material adherido a sustratos duros sumergidos, tiene otras estrategias 
alimenticias, como la recolección de materiales en la superficie del agua 
(Martín et al., 2017). Asimismo, las hembras suelen depositar masas de 
huevos sobre cualquier sustrato firme, por encima del nivel del agua, donde 
pueden recibir humedad.

Entre los principales factores que regulan la fauna malacológica dul-
ceacuícola pueden mencionarse, el sustrato, el movimiento de las aguas, 
la temperatura, el contenido de carbonato de calcio, la disponibilidad de 
nutrientes y otras variables físicoquímicas (Darrigran et al., 2014). Según 
Vázquez Perera y Gutiérrez Amador (2007) tanto la presencia de plantas 
acuáticas como las relaciones interespecíficas entre poblaciones de moluscos 
constituyen los principales factores bióticos que afectan a estos organismos. 
Las carofitas tienen una alta capacidad de asimilar bicarbonato para la foto-
síntesis lo que se traduce en la producción de incrustaciones de carbonato 
de calcio (calcita) en la superficie de sus talos. Estas incrustaciones pueden 
representar el 86% del peso seco de la masa algal (McCourt et al., 2017; 
Strzałek et al., 2024). Este podría ser uno de los factores que determinan la 
preferencia alimenticia por los moluscos, que requieren del calcio para la 
elaboración de sus conchillas. Además, las carofitas proporcionan una densa 
cobertura que redunda en gran disponibilidad de perifiton para alimento 
y de refugio contra predadores para los gasterópodos (van den Berg et al., 
1997). Esto pudo constatarse a través de la presencia de masas de huevos 
en desarrollo sobre el alga.

Es importante destacar la presencia de M. tuberculata, una especie exó-
tica, nativa de Asia y África oriental que ha invadido las áreas tropicales y 
subtropicales del mundo, con pocos registros actuales en Argentina desde 
1999, cuya introducción en el país podría haber ocurrido por transporte a 
través de vegetación flotante (Peso y Quintana, 1999; Gutiérrez Gregoric 
et al., 2007; Peso et al., 2011). A partir de este nuevo registro se amplía el 
área de distribución conocida para esta especie en el país. Se pudo obser-
var que la población de M. tuberculata, se encuentra bien establecida en el 
lago San Miguel, ya que todos los especímenes fueron recolectados vivos 
y es evidente el predominio de ejemplares juveniles en diferentes etapas 
de desarrollo, sobre los adultos, demostrando su reproducción exitosa. M. 
tuberculata posee características que la convierten en una invasora exitosa, 
como ser su reproducción por partenogénesis, su rápido crecimiento y baja 
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tasa de mortalidad, lo que le permite mantener densidades poblacionales 
altas (Vasconcelos et al., 2013; Raw et al., 2016). Asimismo, respecto a sus 
características ecológicas, toleran altas amplitudes de temperatura, salinidad 
y pH (Hiba y Zainab, 2022). En cuanto a la alimentación, es un depredador 
generalista que consume indiscriminadamente microalgas, perifiton y detri-
tos finos de superficies sólidas, bacterias, partículas orgánicas depositadas en 
el sedimento y plantas en descomposición (Vogler et al., 2012; Vasconcelos 
et al., 2013; Vizcardo y Gil-Kodaka, 2015). De acuerdo a Oliveira y Oliveira 
(2019), la presencia y abundancia de esta especie está asociada con la pre-
sencia de macrófitas acuáticas. Vasconcelos et al. (2013) demostraron que 
existe una disminución de la diversidad y riqueza del perifiton dada por la 
presión de depredación ejercida por esta especie, lo que sugiere que, en el 
medio natural, la presencia de M. tuberculata disminuye la calidad ecológica, 
por la desaparición de algunas especies y el fomento de la dominancia de 
otras. Estos resultados no son coincidentes con lo registrado en el lago San 
Miguel donde no se ha observado una variación en la riqueza del ficope-
rifiton atribuible al molusco, sin embargo, sería importante incluir datos 
de abundancia en trabajos posteriores a fin de evaluar el efecto de posibles 
fluctuaciones poblacionales.

Los resultados obtenidos permitieron detectar el amplio predominio 
en cuanto a abundancia de especímenes de M. tuberculata sobre las especies 
nativas de gasterópodos. En concordancia con nuestros resultados, varios 
estudios demuestran que en los lugares donde esta especie exótica se ha 
establecido y se ha vuelto abundante, se registró una disminución signifi-
cativa de la densidad de gasterópodos nativos (Peso et al., 2011; Vasconcelos 
et al., 2013; Vizcardo y Gil-Kodaka, 2015; Barros et al., 2020). De acuerdo 
a este estudio, por cada especímen de Biomphalaria sp. pueden hallarse 
aproximadamente catorce de M. tuberculata, en coincidencia con Pointier 
(1993) quien indicó que cuando existen densas poblaciones de la especie 
exótica, las poblaciones de Biomphalaria sp. se ven afectadas reduciendo 
drásticamente su número quedando restringido su hábitat a refugios sumer-
gidos, como el representado por Chara sp. Las especies exóticas invasoras 
son consideradas a nivel global como una de las principales amenazas a 
la biodiversidad (Pyšek et al., 2020). Esto repercute en las poblaciones de 
niveles tróficos superiores, como ser crustáceos y peces, que dependen de 
ellos para su alimentación.

Dadas las amenazas a la biodiversidad, impulsadas por los cambios 
antropogénicos, comprender los cambios en la composición de las especies 
en los ecosistemas es vital para entender cómo podrían verse afectados el 
funcionamiento y los servicios ecosistémicos futuros (Loo, 2021; Santamari-
na et al., 2023). Los resultados obtenidos en este trabajo revelan la necesidad 
de continuar los muestreos sistemáticos en este humedal urbano, junto con 
la medición de variables fisicoquímicas y ambientales para profundizar el 
conocimiento de las interacciones entre las comunidades acuáticas.
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Asimismo, resulta relevante el monitoreo de M. tuberculata en este y 
otros ambientes acuáticos de la provincia, aún no detectada, ya que este lago 
drena hacia un canal que aporta agua al río Salí y dadas las características 
reproductivas y la alta adaptabilidad ecológica de esta especie, podría re-
presentar un severo problema en un futuro próximo. Esto permitirá tener 
una visión holística de la dinámica ecológica de este lago urbano.
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