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Introduccion

Las simbiosis entre hongos endoéfitos y raices de plantas son comunes en los ecosistemas
terrestres y confieren tolerancia a mdultiples condiciones adversas para las plantas. Las
simbiosis con hongos micorrizico arbusculares (MA) son importantes para muchas plantas por
mejorar la absorcién de elementos como P y Zn, de difusion lenta en el suelo (Brundrett 2004).
Los hongos comunmente llamados hongos septados melanizados (HSM o DSE) parecen ser
mas importantes en la tolerancia de plantas a condiciones ambientales extremas (Jumpponen &
Trappe 1998).

En las raices de muchas plantas la simbiosis con ambos grupos de hongos ocurre
simultdneamente (Mandyam & Jumpponen 2008). Sin embargo, las investigaciones se han
concentrado en el estudio individual de cada grupo de hongos, lo que ha resultado en un
conocimiento desbalanceado acerca de su ecologia e importancia en ecosistemas agricolas. Un
gran numero de publicaciones resalta la importancia de los hongos MA en el desempefio
vegetal, aunque los HSM también podrian jugar un papel muy importante en ecosistemas secos
0 con variaciones extremas de temperatura, como las que se presentan en la praderas
Canadienses. Las interacciones entre esos grupos de organismos también pueden ser muy
importantes, ya que ambos obtienen carbono organico de las plantas (Brundrett 2004; Usuki &
Narisawa 2007). Pero segun teorias ecoldgicas clasicas (Gause 1934), al competir por recursos
comunes es poco probable que hongos HSM y MA convivan en las raices en forma estable.

El estudio simultaneo de hongos MA y HSM generalmente emplea técnicas microscopicas para
analizar hifas tefiidas en raices. Pero la resolucidon de esos estudios es limitada ya que estos
hongos muestran alta variabilidad genética y funcional (Corradi et al. 2007; Kageyama et al.
2008; Koch et al. 2006; Zijlstra et al. 2005). Por lo tanto en estudios de biodiversidad es
deseable usar métodos con mayor resolucion. En la presente investigacion desarrollamos
marcadores especificos para hongos MA o HSM con base en secuencias parciales del ADN
ribosomal. Esos marcadores se usaron para identificar en el campo: 1) los cambios en la
composicion de esas comunidades de hongos en las raices de cuatro especies de pastos, en
diferentes tiempos de muestreo y horizontes del suelo y 2) como podrian interactuar las
comunidades de hongos MA y HSM.

Materiales y Métodos

Este trabajo se realizd en el centro de investigaciones agricolas para las praderas semiaridas
(SPARC), en la ciudad de Swift Current, provincia de Saskatchewan, Canada. Para ello se
utilizarén parcelas en monocultivo de los pastos switchgrass (Panicum virgatum L.), crested
wheatgrass (Agropyron cristatum (L.) Gaertn.), green needlegrass (Nassella viridula Trin.) y
western wheatgrass (Pascopyrum smithii (Rydb.) A. Léve), sembradas en el afio 2001. las



parcelas se establecieron en un disefio en bloques completos al azar y con cuatro repeticiones
cada una.

Para el muestreo de raices durante los meses de Mayo, Agosto y Octubre, en cada parcela se
tomaron dos muestras de suelo en los horizontes A y B. Las raices de un mismo horizonte en
cada parcela se extrajeron a mano y se combinaron. Luego se lavaron y se extrajo el ADN, que
se amplificé utilizando la reaccidon en cadena de la polimerasa y “primers” especificos para
hongos (Perez et al. 2009). Luego se utilizé la técnica basada en variacién en longitud de
fragmentos terminales de restriccion o TRFLP (terminal restriction fragment length polimorfism)
para disefar fragmentos de referencia en cultivos puros de hongos HSM o DNA clonado de
hongos MA. Posteriormente se analizaron las muestras de raices del campo con la misma
técnica deTRFLP, y se compararon los fragmentos de ADN obtenidos de las raices, con los
fragmentos obtenidos de cultivos puros de HSM y hongos MA. Los métodos moleculares
empleados aqui pueden consultarse libremente en internet
(http://library2.usask.ca/theses/available/etd-12222009-170513/)

Los fragmentos de TRFLP para cada grupo de hongos se analizaron utilizando un modelo de
efectos principales aditivos e interacciones multiplicativas (AMMI) utilizando el programa libre T-
REX (Culman et al. 2008).

Para analizar las interacciones entre hongos MA y HSM se utilizaron pruebas de Mantel que
correlacionaron matrices de similaridad calculadas para cada grupo de hongos, con base en
indices de Bray Curtis (Legendre & Legendre 1998). Para la prueba de Mantel se utilizarén
100.000 permutaciones en el programa libre zt (Bonnet & Van de Peer 2002).

Resultados y Discusion
Los resultados indicaron cambios en la composicién de las comunidades de ambos grupos de
hongos entre Mayo y Octubre, y segun el horizonte de muestreo.

Por ejemplo, en ambos horizontes los hongos HSM mas abundantes en Mayo y Agosto, fueron
menos frecuentes en Octubre (IPCAL1 P = 0.00000). Esos cambios sugieren una transformacion
gradual de las comunidades de hongos HSM a medida que avanza la estacion de crecimiento y
el desarrollo de diferentes tipos de plantas. En general la composicion de hongos HSM en el
horizonte Ay B de los pastos N. viridula, A. cristatum and P. virgatum no fue significativamente
diferente, pero la composicién si cambié en P smithii.

La cambios en la distribucion de hongos MA a tarves del tiempo y en cada horizonte fueron
diferentes a los observados para los hongos HSM, y esos cambios dependieron también de la
planta analizada (IPCA1 P = 0.0000187). En el horizonte A, en N viridula la composicién de
hongos MA no cambié en los tres muestreos, pero en P smithii la composicion cambio entre
Mayo y Agosto. Sorprendentemente, en el horizonte B, Los hongos MA no se detectaron en
Agosto en las raices de esos dos pastos, sugiriendo una alta especializacién ambiental en los
hongos MA.

Para todos los pastos, la composicion de hongos MA en raices fué similar en Mayo y Octubre,
pero la composicion de hongos HSM fué diferente. Este comportamiento sugiere un
comportamiento mas dinamico durante el afio para las comunidades de hongos HSM,
comparado en el comportamiento de los hongos MA.

Finalmente se encontrd correlacion significativa de la estructura de la comunidad de hongos
HSM y MA. Es decir, cuando aumenta la complejidad de una ellas, aumenta también la



complejidad de la otra. Los resultados indican que tanto los hongos MA como HSM en raices se
adaptan a condiciones ambientales especificas y que su presencia es altamente dinamica.
Proponemos que durante la estacion de crecimiento esos cambios espacio-temporales en la
composicion de comunidades de hongos HSM y MA en las raices, afecta en diferentes tiempos
el funcionamiento de las plantas y los ecosistemas de pradera.
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