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Resumen

Vaccinium es un género cosmopolita perteneciente a Ericaceae, familia de plantas conocida por su
asociacion con hongos del suelo formando la micorriza ericoide. Las especies Vaccinium meridionale y
Vaccinium floribundum son las parientes silvestres del género en el neotropico, las cuales se
distribuyen en ambientes de paramo y bosque paramero con suelos &cidos caracterizados por la
acumulacién de materia organica. Dado que la micorriza ericoide se considera una asociacion
obligatoria y exclusiva en esta familia, el objetivo de este estudio fue caracterizar la simbiosis en V.
floribundum y V. meridionale desde el punto de vista morfoanatomico. Para ello, se fotodocumentaron
los tipos de colonizacion observados en 3 individuos de cada especie mediante el microscopio oOptico.
Asimismo, se aislaron y cultivaron los potenciales hongos endéfitos. Se observaron tres tipos de
colonizacién correspondientes a micorrizas ericoides con algunas variaciones entre hospederos.
Adicionalmente, se observo la presencia de otras asociaciones simbiéticas como los endofitos septados
oscuros y las micorrizas arbusculares, evidencia de que estas especies de Vaccinium albergan por lo
menos a tres grupos fangicos con funciones fisioldgicas distintas. Se requiere mayor numero de
observaciones combinadas con aislamiento del hongo, identificacion y estudios de inoculacién en otras

especies para determinar todas las caracteristicas estructurales de las micorrizas ericoides.

Palabras clave: Vaccinium floribundum, Vaccinium meridionale, caracterizacion morfoanatdmica,

micorrizas ericoides, micorrizas arbusculares, hongos endéfitos septados oscuros, arandanos silvestres.



Abstract

Vaccinium is a genus belonging to Ericaceae; a plant family known for its association with soil fungi
forming ericoid mycorrhiza. The neotropic representatives of the genus, Vaccinium floribundum and
Vaccinium meridionale, occur in environments like paramo and rainforests, characterized by acidic
soils with high contents of organic matter. Since the ericoid mycorrhiza is considered to be exclusive of
this family, our objective was to characterize the symbiosis by the morphoanatomical approach. In
order to do that, light microscopy was used to characterize the colonization patterns observed.
Likewise, isolation and culture of the potential endophytes was carried. Three colonization patterns
corresponding to ericoid mycorrhiza that varied among hosts were described. Additionally, the co-
occurrence of dark-septate endophytes and arbuscular mycorrhiza were observed. These findings
suggest that at least three different fungal endosymbionts with diverse ecophysiological functions
colonize the roots of the species. Further research with observations of a bigger number of samples,
fungi isolation, identification and reinoculation experiments with another plant host is required to

determine the full range of structural details of the ericoid mycorrhizal symbiosis.

Keywords: Vaccinium floribundum, Vaccinium meridionale, morphoanatomical characterization,

ericoid mycorrhizae, arbuscular mycorrhizae, dark septate endophytes, wild blueberry.
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1. Introduccion y Planteamiento del Problema

1.1. Introduccion

1.1.1 El arandano andino

Vaccinium es un género cosmopolita de arbustos de la familia Ericaceae que incluye a todas las
especies Ilamadas arandanos. Las especies Vaccinium meridionale y Vaccinium floribundum son las
parientes silvestres del género en el neotropico y se distribuyen en los paramos andinos de Sudameérica,
desde Peru hasta los limites de Venezuela (Chamorro & Nates-Parra, 2015). Algunos de los nombres
comunes usados para estas especies son mortifio, agraz y con menor frecuencia chivacu, uva de los
andes, manzanilla de cerro, raspadura qguemada, macha macha, pushgay y uva de monte. (Coba et al.,
2012).

Son especies heliofitas que se desarrollan en ambientes de paramo y bosque paramero, con
temperaturas que oscilan entre 8 a 16°C y suelos acidos con un pH entre 4 y 5, arenosos, con turba o
materia organica (Chamorro & Nates-Parra, 2015). En la Cordillera de Mérida, su rango de distribucion
altitudinal va desde 2000 m hasta los 3500 m de elevacion (Bricefio & Morillo, 2002). Por lo general,
V. floribundum es de menor tamafio que V. meridionale, con tallos mas ramificados y produce frutos
mas pequefios. Las plantas de Vaccinium se propagan tanto sexualmente como vegetativamente
(Wilbur & Luteyn, 2008), siendo el crecimiento vegetativo que conlleva a la clonacién su principal

estrategia de propagacion en habitats naturales (McDonald et al, 2003).

1.1.2 Descripcion morfoldgica de las especies en estudio

V. floribundum tiene un crecimiento arbustivo ramificado y alcanza de 2 a 3 m de altura. Sus hojas
son simples y alternas, pinnatinervias, de contorno eliptico a ovado, base cuneada, margen crenado,
apice agudo, ligeramente apiculado y consistencia coriacea (Fig. 1A)(Arjona, 2001). Por su parte, V.
meridionale, es un arbusto que varia entre 1 y 4 m de altura. Sus hojas son simples y alternas,
pinnatinervias, de contorno eliptico, base obtusa, margen serrado, apice acuminado y consistencia
coriacea. (Fig. 1B)(Avila et al., 2007).

Ambas especies tienen flores tetrdmeras, ocasionalmente pentdmeras que se encuentran en racimos
axilares o terminales. Presentan un caliz sinsépalo, con l6bulos apiculados, ciliados en el margen hacia
el apice y una corola urceolada (V. floribundum) (Fig. 1C) (V. meridionale) (Fig. 1D), blanca o
manchada de rosado o rojo, con ocho o diez estambres, del mismo largo que el tubo de la corola. Los

1



estambres son de filamentos aplanados, libres, de anteras con tecas cortas y dehiscencia apical
poricida. Son flores de ovario infero, sincarpico, adherido al caliz, (5-locular en el caso de V.
floribundum y 4-locular en V. meridionale); estilo terminal, simple, glabro, casi igual de largo que la
corola; estigma filiforme. El fruto es una baya globosa esférica de color verde en estado inmaduro y
morado oscuro, casi negro, en su madurez. (Fig. 1E y F) (Pérez & Valdivieso, 2007; Avila et al., 2007;
Echeverry & Toro, 2009). La clasificacién taxondmica de V. floribundum Kunth y V. meridionale
Swartz se muestra en la Tabla 1:

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Vaccinium floribundum Kunth y V. meridionale Swartz

Jerarquia Descripcion
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta

Superdivisién Spermatophyta

Division Magnoliophyta
Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Asteranae
Orden Ericales
Familia Ericaceae
Género Vaccinium

_ Vaccinium floribundum,
Especie o o
Vaccinium meridionale

Fuente: Tropicos (2019)




Figura 1. Parte vegetativa y reproductiva de Vaccinium floribundum y Vaccinium meridionale. A, C y E. Hojas, flores y
frutos de V. floribundum. B, D y F. Hojas, flores y frutos de V. meridionale. Fuente: Pérez & Valdivieso (2007), Calderon
& Socha (2009).

1.1.3 Importancia de los ardndanos

1.1.3.1 Comercializacion a nivel mundial

A principios de los afios 1900, se empez6 a desarrollar un cultivo comercial de ardndanos en Estados
Unidos a partir de las especies conocidas comunmente como arandano de arbusto alto (V.
corymbosum), arandano de arbusto pequefio (V. angustifolium) y ojo de conejo (V. ashei). Desde
entonces, el cultivo se ha expandido practicamente a todos los continentes excluyendo la Antartida La
produccion global del fruto de estas tres especies se ha mas que duplicado entre los afios 2010 y 2019,
incrementdndose desde 439.000 toneladas métricas a casi 1.000.000 de toneladas métricas.

Actualmente, el mayor consumidor es Estados Unidos y el mayor exportador es Per( siendo el cuarto



pais con mayor produccion del fruto después de Estados Unidos, Canada, Chile y seguido por Espafia.
(Protzman, 2021).

Paises que producen mas de 10.000 toneladas

Estados Unidos
Canada

Chile
Francia

Pert
Espafia
México
Polonia

Alemania
Sudéfrica

Paises bajos
Portugal

Miles de Toneladas Métricas

Figura 2. Lista de paises con mayor produccién de ardndano. Fuente: Prontzman (2019).

1.1.3.2 Valor nutricional y medicinal del arandano

Una de las principales razones por las que la produccién de arandanos incrementa cada afio es
debido a su condicion de alimento nutracéutico, es decir que ademas de ser nutritivo, proporciona
beneficios médicos o para la salud, incluyendo la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades, por lo
que se ha vuelto indispensable en la dieta de numerosas familias en todo el mundo. El género
Vaccinium tiene mas de 70 usos médicos tradicionales y alimenticios, principalmente relacionados a los
sistemas genitourinario, digestivo y endocrino/metabolico, siendo el fruto una de las partes mas
utilizadas de la planta (Abreu et al., 2014). Algunos de estos beneficios se han demostrado
farmacoldgicamente in vitro e in vivo como son: los efectos antidiabéticos (Allen, 1972; Kit et al.,
1972, Zozulya, Museva & Kuzmina, 1975); capacidad antimicrobiana (Brantner & Grain, 1994;
Hamilton-Miller, 1994; Lee et al., 2000) y propiedades antioxidantes (Calderon & Socha, 2009).



Los frutos de V. floribundum y V. meridionale comparten algunas propiedades nutricionales con el
resto de las plantas de su género asi como altos contenidos de moléculas antioxidantes por lo que se
han hecho algunas investigaciones probando la capacidad antiinflamatoria de estos frutos (Garcia,
2007), su efecto en la inhibicion in vitro de las enzimas o glucosidasa y a amilasa como posible
antihiperglucemiante (Schreckinger et al., 2012) y se ha evaluado los cambios fisico-quimicos,
antioxidantes y probioticos del yogurt de mortifio (V. meridionale) comprobando que es un alimento
muy nutritivo (Zapata et al., 2015).

1.1.4 Asociaciones simbidticas hongo-planta en las ericaceas.

Los hongos son parte de la vasta flora microbiana del suelo y desempefian un papel en muchos
procesos microbioldgicos y ecoldgicos: actdan en los procesos de descomposicidn, ciclaje de nutrientes
y materia organica, asi como tienen un efecto directo o indirecto en la salud, desarrollo y nutricion de
las plantas. Una de las formas en que estos organismos interactian con los sistemas vegetales es
mediante la formacion de micorriza; la cual se define como una simbiosis que se caracteriza por un
intercambio de moléculas entre hongo-planta (carbohidratos para el hongo y fésforo de facil
movilizacion para la planta) que tiene lugar en las raices de la planta hospedera (Mukerji et al., 2002).

Las plantas de la familia Ericaceae se asocian a diversos tipos de hongos y consecuentemente,
establecen distintos tipos de categorias micorricicas y relaciones endofitas, las cuales estan siendo
influenciadas por la taxonomia del hongo, la especie de planta que estan colonizando y las condiciones
nutricionales del sustrato en el que se encuentran. Todas estas asociaciones simbidticas se distinguen
facilmente unas de otras a partir de las estructuras morfoldgicas que los hongos responsables generan
en las raicillas de estas especies vegetales (Smith & Read, 2008).

La micorriza ericoide es la categoria micorricica mas predominante en la familia (Bizabani, 2015).
Sin embargo, también se ha obtenido evidencia microscépica de asociaciones como la
ectendomicorriza, la micorriza cavendishioide, la micorriza arbuscular y los hongos endofitos septados
(Setaro et al., 2006; Chaurasia et al., 2005; Koske, 1990). Por otro lado, en esta familia también se ha
reportado la presencia de interacciones raiz-hongo que no generan estructuras morfoldgicas bien
definidas (Vohnik & Albrechtovd, 2011).



1.1.4.1 Micorrizas ericoides

1.1.4.1.1 Laraiz de Ericaceae y su relacion con la micorriza ericoide

El sistema radicular de las ericaceas se caracteriza por la formacion de numerosas raicillas en la capa
mas superficial del suelo donde cada raicilla contiene un cilindro vascular reducido, dos o tres capas de
tejido cortical incluyendo la endodermis y células epidérmicas agrandadas en lo que seria una zona
pilifera en la raiz de una planta convencional (Read, 1996). Aunque la familia Ericaceae es
morfologicamente diversa, las raices de estas plantas conservan uniformidad en su organizacion
estructural lo que desemboca en la posesion de la micorriza ericoide (Read, 1983), llamada asi por su
ubicuidad en las plantas de esta familia.

Esta uniformidad de la estructura de la raiz es consecuente con la uniformidad de las condiciones
ecologicas en donde las ericaceas son dominantes. Con algunas excepciones, se restringen a suelos de
pH &cido, alto contenido de materia orgéanica y baja disponibilidad de nutrientes. Este paralelismo
sugiere que la asociacion micorricica que se establece ha sido producto de la evolucion para dar
respuesta al tipo de estrés especifico que causan los ambientes con el tipo de suelo descrito. (Read,
1996).

1.1.4.1.2 Definicion de micorriza ericoide

La micorriza ericoide estd delimitada exclusivamente a la epidermis de raices primarias. Las hifas
penetran la pared celular vegetal de estas células y se ramifica para formar enrollados hifales que se
asemejan a un ovillo de lana, los cuales ocupan la totalidad del espacio intracelular (Fig. 3).
Similarmente a otras endosimbiosis, el simbionte fungico intracelular esta separado del citoplasma por
una membrana derivada de la célula vegetal que se invagina para delimitar el crecimiento del hongo y
la formacion de los enrollados (membrana perifungal) (Perotto et al., 1995).

Generalmente, el hongo se encuentra como saprétrofo de vida libre en el suelo, en ausencia de un
hospedero adecuado. La colonizacién comienza cuando el hongo puede reconocer a su contraparte
vegetal, gracias a que el apice de la raiz secreta un mucilago rico en acidos organicos y polisacaridos.
A su vez, la hifa secreta una lamina que contiene residuos de sucrosa y manosa que permite que una red
laxa de micelio pueda sujetarse a la zona de las raicillas donde se han diferenciado células epidérmicas
(Duddridge & Read, 1982).



Figura 3. Raiz micorricica ericoide de Epacris impressa. La flecha indica células epidérmicas altamente colonizadas por
enrollados hifales. Fuente: Read (1996).

A medida que el apice de la raiz se extiende, nuevas células epidérmicas se diferencian y las hifas en
el borde que lideran la red avanzan para colonizar esas células (Read et al., 2004). Este proceso
también va acompafiado de la liberacion de enzimas de degradacion de elementos de la pared vegetal,
como pectinasas y celulasas que permiten el paso del hongo hacia el interior de la célula (Smith &
Read, 2002). EI tiempo de vida funcional de la micorriza ericoide comprende entre ocho a once
semanas; el intercambio de nutrientes ocurre dentro de este periodo, donde ambas partes mantienen su
integridad estructural (Smith & Read, 2008).

La micorriza ericoide tiene un rol activo en la nutricion de estas plantas, especialmente en la
incorporacion de minerales que proceden de la descomposicion de polimeros organicos o sales
insolubles, a causa de las acciones de la poblacién sapréfaga de vida libre (Read, 1996). Por otro lado,
los hongos formadores de este tipo de micorriza tienen la capacidad de movilizar nutrientes de la
materia organica liberando enzimas extracelulares hidroliticas y oxidativas como proteasas, quitinasas
y fosfatasas, las cuales ayudan al hospedero a adquirir nitrégeno proveniente de proteinas y fosforo de

acidos nucleicos (Sadowsky et al., 2012).



Una vez incorporadas las moléculas de interés, el intercambio entre planta-hongo ocurre en una
matriz interfacial que se genera entre la pared celular del hongo y la membrana plasmaética de la célula
vegetal (Peterson et al., 2004). Ademas, la colonizacion por los hongos ericoides parece conferir al
hospedero una resistencia significativa a metales, impidiendo el importe de metales pesados como
cadmio y aluminio. De hecho, la capacidad de colonizacién de suelos contaminados demostrada por

las ericaceas esta asociada a su resistencia a estos metales pesados (Cairney & Meharg, 2003).

1.1.4.1.3 La micorriza ericoide tipica y la micorriza ericoide con manto

Una subcategoria de la micorriza ericoide, se denomina micorriza ericoide con manto, nombre
proveniente del inglés “sheathed ericoid mycorrhiza”. Las caracteristicas mas prominentes de esta
asociacion incluyen la conglomeracion de micelio extraradicular formando un manto denso, e hifas
septadas con pinzas fangicas (engrosamientos de la hifa alrededor del septo); morfologia que se
mantiene establecida la simbiosis. Estos rasgos morfolégicos son indicativos de hongos basidiomicetos
(Vohnik et al., 2012); en cambio, cuando la micorriza ericoide estd siendo establecida por hongos
ascomicetos, se considera tipica y se caracteriza por hifas aseptadas con ausencia de rasgos
morfolégicos distintivos (Read & Smith, 2002).

1.1.4.1.4 Identidad del micobionte

Se reconoce ampliamente que los hongos micorricicos ericoides pertenecen al filo Ascomycota
(Bruzone et al., 2015; Vralstad et al., 2000; Read, 1996; Dalpé et al., 1989). Sin embargo, siempre ha
habido controversia desde sus primeros intentos de aislamiento y cultivo. EI hongo mas estudiado hasta
la fecha fue previamente clasificado como Pezoloma ericae, Hymenoscyphus ericae, Pezizella ericae y
Rhizoscyphus ericae. Posteriormente, se determiné que segrega conjuntamente con otros hongos
estériles que producen enrollados hifales formando el complejo Rhizoscyphus ericae o por sus siglas en
inglés REA (Rhizoscyphus ericae aggregate) (Vralstad et al., 2000; Bruzone et al., 2015).

No obstante, la revision filogenética mas reciente de estos hongos ubica al simbionte dominante en
el género Hyaloscypha. La primera especie de hongo experimentalmente confirmada como hongo
micorricico ericoide se reconoce actualmente como Hyaloscypha hepaticicola. Muchos de los hongos
que fueron ubicados por métodos moleculares en el complejo REA también son congenéricos con

Hyaloscypha, incluyendo el descrito recientemente H. gryndleri por lo que actualmente se denomina el
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agregado Hyaloscypha hepaticicola. Asimismo, los hongos micorricicos ericoides confirmados en el
género Meliniomyces, ahora estan clasificados como Hyaloscypha variabilis y Hyaloscypha bicolor.
Ademaés del género Hyaloscypha, también se ha comprobado que especies del género Oidiodendron,
otros ascomicetos de los helotiales como Leohumicola, Acremonium strictum y Geomyces pannorum
forman micorrizas ericoides. (Daghino et al., 2022).

Por otro lado, algunas investigaciones recientes han proporcionado evidencia de que los
basidiomicetos pueden formar micorrizas ericoides (Vohnik et al., 2016; Vohnik et al., 2012; Selosse et
al., 2007). Especialmente, especies del género Serendipita (Sebacinales, Agaricomycetes) y un
miembro del complejo Kurtia argillacea (Agaricomycetes), especie que fue identificada como la
principal responsable de la categoria micorricica “micorriza ericoide con manto” (Kolatik & Vohnik,

2018; Vohnik et al., 2012).

1.1.4.2 Asociacion endofitos septados oscuros

En lineas generales, se consideran endofitos a todos los organismos que viven en los tejidos internos
de las plantas. Esta definicion tan amplia contemplaria a cualquier categoria micorricica como enddfita.
Sin embargo, las micorrizas pertenecen a un gremio funcional completamente distinto, porque en
adicion a la colonizacion de los tejidos internos de la raiz, también crecen extensivamente fuera de la
rizosfera, hacia el suelo. Ademas, generan estructuras especificas para el intercambio bidireccional de
nutrientes, mientras que los hongos endéfitos se caracterizan por invadir el tejido vegetal en alguna de
las etapas de su ciclo de vida, sin causar aparente dafio al hospedero (Daghino et al., 2022).

Los enddfitos de clase IV denominados comdnmente como endéfitos septados oscuros (ESO) o dark
septate endophytes (DSE), colonizan extensivamente los tejidos corticales de las raices de numerosas
plantas vasculares. Exhiben distintas caracteristicas morfologicas en funcién del hongo y el hospedero
involucrado. (Smith & Read, 2008). En algunos casos, se presentan como un micelio inter o
intracelular, con hifas engrosadas, septadas y melanizadas. En otros casos, la hifa penetra el tejido
cortical y forma microesclerocia: una estructura a la que se le ha atribuido funciones de descanso,
dispersion e incluso de almacenamiento de sustancias como el glicogeno, proteinas y polifosfatos que
incrementan la viabilidad del hongo bajo condiciones extremas (Malicka et al., 2022).

Adicionalmente, forman una estructura que recibe el nombre de micelio laberintico, la cual consiste
en una red miceliar de hifas melanizadas que estan sobre la superficie de la raiz o en el tejido radicular.
Esta estructura tiene una apariencia similar a la red de Hartig y podria 0 no mimetizar sus funciones

(Jumpponen & Trappe, 1998).



1.1.4.2.1 Reconocimiento entre el endofito y el hospedero

La pared vegetal esta intimamente relacionada con el dialogo molecular entre microorganismo y
hospedero e incluso media la mayoria de interacciones planta-microorganismo existentes. Cuando el
hongo entra en contacto con la pared vegetal del posible hospedero, esta se modifica y se flexibiliza
para permitir el paso del endofito, y para que la membrana plasmatica vegetal forme un compartimiento
funcional, llamado la interfaz simbidtica, que delimita el crecimiento del hongo. A su vez, el hongo
secreta enzimas de degradacion como celulasas, lacasas, pectinasas y xilanasas que permiten su
infiltracion, colonizacion y su proliferacion en el tejido vegetal. Puesto que la mayoria de estos
enddfitos no pueden degradar carbohidratos ni lignina, las respuestas observadas en los hospederos son
no-patogénicas y asintomaticas, aunque tienen mayor capacidad infecciosa que muchos patégenos (Lu
etal., 2021).

1.1.4.2.2 Efectos de los endofitos septados en el hospedero

Los endofitos septados pueden degradar distintas sustancias organicas como celulosa, almidén, y
xilano gracias a la secrecién de lipasas, lacasas, amilasas y polifenol oxidasas, lo que puede ampliar la
fuente de nutrientes del hospedero. Ademas, confieren proteccién contra patdgenos, herbivoros e
incluso aminoran el efecto de condiciones ambientales estresantes como el calor. Estos beneficios
pueden estar conectados con la capacidad que tienen de sintetizar compuestos antimicrobianos y
antibacterianos, metabolitos secundarios toxicos y con el alto contenido de melanina en sus hifas
(Kariman et al., 2018). No obstante, la interaccion entre endofitos septados y hospederos se expresa a
lo largo del continuo mutualismo-parasitismo puesto que hay evidencia de efectos beneficiosos y
neutrales como patogénicos en distintos hospederos (Newsham, 2011).

En el caso particular de los miembros de la familia Ericaceae, no se ha registrado que los endéfitos
septados tengan tendencias parasitas, pero si se ha observado efectos neutrales en Rhododendron
(Vohnik et al., 2003) vy el incremento en la toma de nitrogeno en Calluna vulgaris gracias a la
presencia de Phialocephala fortinii (Zijlstra et al., 2005). Sin embargo, no hay consenso sobre el estado
micorricico de estas asociaciones dado que no se ha demostrado que estos organismos generen

estructuras de interfaz especificas para el intercambio de nutrientes (Bizabani, 2015).
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1.1.4.2.3 Identidad de los enddéfitos septados oscuros

Los endofitos septados representan un ensamblaje artificial que los agrupa en base a caracteristicas
morfologicas y funcionales; por esta razon, ubicarlos en una unidad taxondémica definida es
practicamente imposible. La mayoria de estos hongos pertenecen al orden Helotiales y Pleosporales
(Ascomycota). Otras especies se encuentran en oOrdenes como: Chaetothyriales, Capnodiales,
Calospheriales, Chaetosphaeriales, Eurotiales, Hypocreales, Magnaporthales, Microascales, Sordariales
y Xylariales. Los méas estudiados hasta la fecha pertenecen al complejo Phialocephala fortinii-
Acephala applanata (CAP) y al complejo de especies Gaeumannomyces-Phialophora/Harpophora
(CGP) (Malicka et al., 2022).

El complejo Phialocephala fortinii- Acephala applanata incluye numerosas especies cripticas que
anteriormente se consideraban una sola especie: Phialocephala fortinii (Helotiales). Este grupo de
hongos ha sido detectado numerosas veces en las raices de coniferas, ericaceas Yy orquidaceas del
hemisferio norte (Malicka et al., 2022; Sadowsky et al., 2012; Massicotte et al., 2005). Sin embargo, la
poca informacion obtenida de algunas investigaciones enfocadas en la ocurrencia de este grupo, sugiere
que puedan estar presentes en las regiones tropicales y subtropicales, implicando su distribucion
cosmopolita (Lukesova et al., 2015; Bizabani, 2015; Queloz et al., 2011). En cualquier caso, las
estudios que se han realizado en la Gltima década han demostrado la inmensa diversidad de estos
hongos (Shadmani et al., 2021; Qin et al., 2017).

1.1.4.3 Micorrizas arbusculares

Las micorrizas arbusculares son asociaciones simbidticas de caracter mutualista que ocurren en el
80% de las plantas terrestres. A pesar de que en esta categoria existen algunas variaciones estructurales,
la mayoria de micorrizas arbusculares se caracterizan por la presencia de hifas intraradiculares (ya sea
inter o intracelulares), arbusculos (hifas finamente ramificadas involucradas en el intercambio de
nutrientes), micelio extraradicular (hifas que conectan la raiz con el suelo) y esporas que se forman en
el micelio extraradicular. Algunas especies de hongos forman estructuras intraradiculares Ilamadas
vesiculas (porciones alargadas de la hifa que acumulan cuerpos lipidicos) (Peterson et al., 2004).

Se reconocen dos morfotipos: el tipo arum, el cual se distingue por enrollados hifales
extraradiculares, hifas intercelulares extensivas, arblsculos y vesiculas intraradiculares y el morfotipo
paris, que se caracteriza por la produccion numerosa de vesiculas, la ausencia de hifas intercelulares e

hifas intracelulares que se enrollan y ramifican para formar arbasculos (Bizabani, 2015). Ambos
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morfotipos se han observado en las raices de ericaceas (Obase et al., 2013; Fukuchi et al., 2011; Urcelay,
2002); pueden co-ocurrir con micorrizas ericoides o existir por si solos en hospederos de esta familia
(Massicotte et al., 2005; Koske, 1990).

1.1.4.3.1 Proceso de colonizacion

Para que el desarrollo intracelular de estructuras caracteristicas tome lugar, primero debe haber
contacto entre la superficie de la raiz y el hongo micorricico. Previo a la penetracion hifal, el hongo
forma estructuras de anclaje especializadas llamadas apresorios. Las células epidérmicas ubicadas
directamente debajo de esta estructura, sufren reprogramacion intensiva como la remodelacion de
filamentos de actina y microtibulos para formar un aparato de pre-penetracion. El desarrollo de este
aparato involucra la expresion diferencial de genes, los cuales estan involucrados en la modificacion de
la pared vegetal (como el gen que codifica para la celulosa sintasa) (Peterson et al., 2004).

Después de la penetracion celular, se forman las estructuras descritas en la seccién anterior en
funcién del hospedero, la cepa del hongo y las condiciones del sustrato (Kariman et al., 2018).
Interesantemente, bajas concentraciones de fdésforo inorganico (Pi) en conjunto con las rutas de
sefializacion de la micorriza arbuscular, parecen ser los prerrequisitos para el establecimiento de esta
simbiosis. No obstante, los mecanismos regulatorios que puedan estar controlando este fenémeno

siguen sin dilucidarse (Mohanta & Bae, 2015).

1.1.4.3.2 Beneficios de la micorriza arbuscular

Los efectos que los hongos arbusculares ejercen sobre el crecimiento y la toma de macronutrientes
como P y N de las plantas hospederas han sido estudiados extensivamente, especialmente en cultivos
econdmicamente importantes como Cucurbita maxima, Phaseolus vulgaris, Sorghum bicolor vy
Solanum lycopersicum. La estimulacion del crecimiento estd ligada al hecho de que este tipo de
micorriza extiende la red de absorcion mucho mas alla de la zona de agotamiento de nutrientes de la
rizosfera, lo que permite el acceso a una porcion mucho més grande de suelo (Diagne et al., 2021).

Por otro lado, los hongos arbusculares promueven el crecimiento de la planta, la absorcion de agua y
en general, la fisiologia de la misma bajo condiciones de estrés abidtico como la salinidad, la sequiay
la presencia de metales pesados; siendo mas relevante la proteccidn contra la sequia puesto que es uno

de los factores que reduce la productividad de la planta considerablemente (Balestrini & Lumini, 2018).
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1.1.4.3.3 Los hongos arbusculares

Los hongos involucrados en esta simbiosis pertenecen a cuatro &rdenes: Archaeosporales,
Paraglomerales, Diversisporales y Glomerales (Glomeromycota, Glomeromycetes). Se reconocen ocho
géneros en base a caracteristicas morfoldgicas de las esporas de estos hongos que son: Glomus,
Paraglomus, Sclerocystis, Scutellospora, Gigaspora, Acaulospora, Archaeospora y Entrophospora, los
cuales engloban 150 especies aproximadamente (Peterson et al., 2004). El filo Glomeromycota
presenta morfologias asexuales simples lo que hace dificil la discriminacion basada Unicamente en
estos caracteres, incluso entre taxones que han sido identificados como distintos con las herramientas
moleculares. Ademas, la evidencia molecular obtenida a partir de muestras en campo, sugiere que

muchas especies no han sido descritas todavia (Lewis, 2016).

1.1.5 Vaccinium floribundum y Vaccinium meridionale en Venezuela

Entre los estudios que se han realizado en Venezuela, se pueden mencionar a Barrios & Rondon
(2014), quienes realizaron la descripcion xilematica de las especies Gaultheria myrsinoides, Vaccinium
floribundum y Vaccinium meridionale, por su posible aprovechamiento como especies madereras asi
como a Céceres (2008) quien estudio los mecanismos de resistencia a las bajas temperaturas y el
intercambio de gases en Vaccinium meridionale, en un gradiente altitudinal del Paramo La Aguada,
perteneciente al Parque Nacional Sierra Nevada. Estos estudios forman parte del gran nimero de
investigaciones que se han enfocado en las interacciones existentes entre las plantas, el ambiente y
otros organismos en partes visibles y de facil acceso.

No obstante, interacciones complejas y que estan presentes en todo el planeta con numerosas
familias de plantas y organismos involucrados ocurren bajo suelo. De estas interacciones, las
micorrizas prevalecen tanto en sistemas naturales como en sistemas controlados por el hombre y es por
eso que su estudio es de gran relevancia. Confirmar la presencia de micorrizas ericoides en V.
floribundum y V. meridionale asi como aportar datos de su morfologia y comportamiento es el primer

paso hacia el entendimiento del proceso de colonizacién y sus propiedades micorricicas.
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1.2 Justificacion

Las asociaciones micorricicas se hallan en todos los ecosistemas; en importantes bosques y especies
de cultivo. Los hongos involucrados en estas asociaciones desempefian roles fundamentales como
biofertilizadores por lo que se pueden utilizar para promover el establecimiento de plantas
econdmicamente importantes en suelos deficientes en nutrientes asi como incrementar sus tasas de
crecimiento, desarrollo y produccion. Por lo tanto, es importante realizar estudios estructurales que
aporten informacion basica de la morfologia de la simbiosis.

Por otro lado, las especies de arandano en estudio son recursos fitogenéticos endémicos ain no bien
conocidos con alto potencial de aprovechamiento como alimento nutracéutico, que ademaés tiene un
alto valor ecoldgico puesto que contribuyen al soporte de la diversidad bioldgica de mamiferos y aves
presentes en los habitats de su ocurrencia. Asimismo, una mejor comprension de los procesos de
micorrizacion natural puede contribuir a mejorar las estrategias de propagacion de los arandanos
andinos, lo cual aumentaria su produccién horticultural, estimulando su explotacion por pequefios
agricultores. Igualmente, este conocimiento es vital para favorecer su conservacion en el paramo, su
habitat natural, que debido a los efectos del cambio climatico esta siendo modificado de forma

acelerada.

1.3 Hipdtesis

Si los hongos formadores de micorrizas ericoides son simbiontes obligatorios de la mayoria de las
especies del género Vaccinium, se esperaria que en las especies Vaccinium floribundum Kunth vy
Vaccinium meridionale Swartz del Parque Nacional Sierra de la Culata estén presentes estos

organismos.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General

Determinar morfo-anatdmicamente si estan presentes hongos micorricicos ericoides en individuos de
las especies de Vaccinium floribundum y Vaccinium meridionale del Parque Nacional Sierra de la
Culata.
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1.4.2 Objetivos Especificos

1. Verificar 6pticamente la presencia de los hongos en raices de individuos de las especies de
Vaccinium.

2. Comprobar la presencia de hongos ericoides en el tejido radicular de individuos de las especies
de Vaccinium mediante aislamiento y cultivo.

3. Describir los tipos de colonizacion de los hongos micorricicos ericoides y sus caracteristicas
morfo-anatomicas en cada una de las especies bajo estudio.
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2. Metodologia

2.1. Area de Estudio

El sitio de estudio se encuentra dentro del Parque Nacional Sierra de la Culata, ubicado en la
cordillera norte de la Sierra de la Culata de los andes venezolanos, en la estribacion occidental del
paramo de Piedras blancas, proximo a la laguna Tapada la cual se encuentra a 3420 m de altitud
cercana a una de las afluentes que forman las cabeceras del rio Mucujun.

Previo a la seleccion del area de estudio, se efectud una revision detallada de los especimenes de
herbario del género Vaccinium depositados en el herbario “Luis Ruiz Teran” (MERF) de la
Universidad de los Andes para identificar las especies en estudio y conocer su distribucion geografica
en el estado Mérida. Finalmente, se escogieron dos localidades en las que crecian especimenes del

género Vaccinium cuya georeferenciacion y elevacién se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Ubicacion geogréafica y descripcion de los sitios de muestreo

Especie Sitio Longitud y Altitud Tipo de Especie
Latitud (m.s.n.m) Sitio Dominante
| | | | | | |
V. floribundum 8°46'0"N 3412 Parche de Diplostephium sp.
Sendero hacia la 71°02'52.1"W bosque
o laguna Tapada o )
V. meridionale 8°46'0"N 3203 Individuos Calamagrostis sp.
71°02'52.1"W aislados
2.1.1 Clima

En la zona de estudio el patron de precipitacion predominante es bimodal, con dos méximas en
abril y octubre y dos minimas en febrero y julio, con una amplitud térmica diaria promedio de
régimen medio anual isotermal (Aldana & Bosque, 2008). En la transicion entre el bosque altiandino y
el subparamo, las temperaturas medias multianuales son inferiores a los 8 o0 9 °C, mientras que en
paramo andino los valores son inferiores a los 6 ° y en paramo altiandino, valores inferiores a los 3°
(LIambi, 2003).
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2.1.2 Suelos

El tipo y las propiedades del suelo son determinados por el clima y la existencia de una capa
homogénea de cenizas de erupciones volcanicas del cuaternario. En el caso de la Cordillera de Mérida,
los suelos se formaron sobre rocas sedimentarias y metamorficas y sin cenizas. Por debajo de los 3.800
m.s.n.m, los suelos son inceptisoles y entisoles (Llambi, 2003).

En general, los suelos en el piso andino, desarrollados sobre sedimentos recientes de origen glaciar
y fluvioglaciar, son humicos, acidos y bajos en nutrientes, de textura media, con bajo porcentaje de
saturacion de bases, alta capacidad de intercambio cationico, baja capacidad de retencion de agua y una
relacion C/N (Carbono/Nitrogeno) alta (Az6car & Farifias, 2003).

2.1.3 Vegetacion

Las especies bajo estudio se recolectaron dentro de los limites altitudinales para la zona de
transicion entre bosque paramero y paramo andino. El estrato superior de esta franja altitudinal (3000 -
3500 m.s.n.m) estd dominado por arbustos enanos y arboles no mayores a 10 metros pero también
muestra vegetacion de paramo abierto como plantas del tipo pajonales y rosetales. Las familias
Ericaceae, Asteraceae, Bromeliaceae, Melastomataceae, Rubiaceae y Poaceae destacan como
componentes ecoldgicos y floristicos importantes del Paramo de la Culata (Monasterios, 1980).

Vaccinium meridionale y Vaccinium floribundum se encuentran creciendo en conjunto con otras
especies como parches de bosques aislados o como individuos solitarios. Algunas de las especies mas
relevantes que se observan son: Baccharis prunifolia, Calamagrostis sp., Diplostephium sp.,
Gaultheria sp., Pernettya sp., Valeriana parviflora, Hesperomeles pernettyoides, Espeletia spp, entre
otras. (LIambi, 2015).

2.2 Colecta del material vegetal

Las muestras de las dos especies de Vaccinium fueron recolectadas una vez por mes durante el
periodo de abril-agosto del afio 2018, en parches de arbustales parameros donde se encontraban
creciendo conjuntamente con otras especies arbustivas o de forma dispersa como individuos aislados.
Se recolectaron aleatoriamente tres individuos por especie, aparentemente saludables y con el tronco

lignificado, fueron seleccionados al azar en cada sitio de muestreo sin tomar en cuenta el tamafio o la
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edad de las plantas. Puesto que las raices de Vaccinium sp. son superficiales, se colectaron en un radio
de 10-15 cm del centro de la planta a una profundidad de 10-15 cm junto con suelo y se almacenaron
en tubos tipo “falcon”, se transportaron al laboratorio de Genética y Quimica Celular (GeQuimCel) de
la Universidad de Los Andes, donde se refrigeraron hasta el momento de su procesamiento, el cual se
realizd en un periodo menor a cuatro dias desde su colecta.

Para la seleccion de las raices, se tomo en cuenta el modelo de desarrollo de los sistemas radiculares
(Hackett, 1969) el cual propone que las raices producidas directamente desde el vastago son ejes, las
que se derivan de estos ejes son raices laterales primarias, las que se derivan de estas raices primarias
son laterales secundarias y asi sucesivamente (Fig. 4). Se colectaron aproximadamente 2 gr del sustrato
asociado a raices laterales cuaternarias, terciarias, secundarias y primarias por cada individuo
muestreado. Una parte fue destinada para la observacién microscopica y otra parte para el cultivo de

hongos enddfitos.

Figura 4. Diagrama esquematico de un sistema radicular que ilustra el método de clasificacion a partir del desarrollo de la

raiz. a: eje, b: laterales primarios, c: laterales secundarios, d: laterales terciarios. Fuente: Hackett (1969).
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2.3 Procesamiento de las micrografias obtenidas

Gran parte de los resultados experimentales de esta investigacion se obtuvieron a partir de la
descripcion y andlisis de imagenes obtenidas con un microscopio optico LEICA CME equipado con
una cdmara digital Pulpicam Ven-a-vision del Laboratorio de Anatomia Vegetal del Instituto Jardin
Botanico de Mérida y el programa de procesamiento de iméagenes ImageJ en su version Fiji. Con este
programa se puede editar, analizar, procesar, guardar e imprimir imagenes 8-bit, 16-bit y 32-bit en
cualquiera de los formatos de imagenes mas utilizados como TIFF, GIF y JPEG. Es un programa de
dominio publico desarrollado por el Instituto Nacional de Salud (NIH) (Campa, 2017). Por otro lado, se
utilizé el programa de disefio Adobe Photoshop Lightroom en su version para teléfono movil para
corregir parametros de luz como contraste y exposicion. Se utilizé la misma edicion para todas las

micrografias obtenidas.

2.4 Comprobacion de la presencia de micorrizas ericoides por microscopio 6ptico

Las raices fueron sometidas a un procedimiento de decoloracion y tincion. Para la decoloracion de
las raices, se siguio el protocolo descrito por Phillips & Hayman (1970) con algunas maodificaciones.
Las raices intactas se lavaron con agua corriente para eliminar cualquier residuo organico o de sustrato
y posteriormente, se lavaron diez veces con agua destilada. Fueron depositadas en tubos de vidrio de
cinco mililitros con malla en el fondo y sumergidas en una solucion de KOH al 10% contenida en vasos
de precipitado. Seguidamente, las raices primarias, secundarias Y terciarias se calentaron durante una
hora a una temperatura de 86°C, mientras que las raices cuaternarias se calentaron durante dos horas a
86°C. El material radicular se sometid a otro lavado con agua destilada para minimizar la cantidad de
residuos de KOH.

Para la tincion de las raices, se sumergieron en solucion de HCI al 1% durante 30 minutos y luego
en una solucion a partes iguales de azul de tripan y lactoglicerol al 0,05% durante 12 horas en una
capsula de Petri. El exceso de colorante se removié con lactoglicerol al 0,05%. Las raices tefiidas se
seccionaron en segmentos de 0,5 cm de longitud y se distribuyeron entre 20-30 segmentos de raiz por
portaobjeto para cada individuo de cada especie para los diferentes muestreos. Finalmente, se fijaron en
lactoglicerol al 0,05%. Las raices tefiidas se observaron bajo el microscopio Leica CM con un objetivo
de 40X. Se identificaron como hongos micorricicos ericoides aquellos que cumplieron con las

caracteristicas morfo-anatomicas descritas por Read et al. (2004) (enrollados hifales aseptados
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ocupando células epidérmicas) y por Vohnik et al. (2012) (enrollados hifales con septos y pinzas

ocupando células epidérmicas) para cada especie y cada mes de muestreo.

2.5 Aislamiento y cultivo de hongos endofitos

Aproximadamente un gramo de las raices colectadas de ambas especies se lavé ocho veces con agua
destilada. Estas muestras se seccionaron en segmentos de 2 cm. Se sumergieron en una solucion de
NaClO al 1% durante 5 minutos Yy se secaron con papel absorbente esterilizado. Nuevamente, se
lavaron las raices con agua destilada en ocho ocasiones para eliminar residuos de la solucion de
NaClO. Estos segmentos se colocaron en placas de Petri con medio APD (agar-papa-dextrosa) (Fig. 5)
(Tian et al., 2011), que posteriormente se sellaron con parafilm y se incubaron en oscuridad a 20 °C. Al
cabo de cinco dias, se registraron observaciones del desarrollo del micelio. Se agruparon en morfotipos

basados en caracteristicas macroscopicas observadas en las colonias de hongos obtenidas.

Figura 5. Distribucion del in6culo sobre medio de cultivo agar-papa-dextrosa.

20



2.6 Caracterizacion morfo-anatomica de la simbiosis micorricica ericoide en ambas especies

Para la caracterizacion de la organizacion estructural de la simbiosis, se utilizaron las mismas
muestras con las que se comprobo la presencia de los hongos formadores de micorrizas ericoides en
ambas especies. La descripcion de las estructuras observadas se basé en las descripciones publicadas
por otros autores (Baba et al., 2016; Vohnik et al., 2012; Sadowsky et al., 2012; Vohnik &
Albrechtovd, 2011; Massicotte et al., 2005; Read, 1996). Se aplico el estadistico no paramétrico Mann-
Whitney para evaluar la significancia de la Unica variable métrica que se realiz6 en este estudio:

didmetro hifal.
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3. Resultados

3.1 Comprobacion de la presencia de hongos formadores de micorrizas ericoides por microscopio

optico

Las raices de ambas especies se consideraron colonizadas por hongos micorricicos ericoides (HME)
cuando se observaron ovillos laxos o compactos de hifas aseptadas, correspondientes a la micorriza
ericoide tipica (Fig. 6A y B). También cuando se observaron estructuras fungicas caracterizadas por
hifas hialinas septadas con protrusiones en los septos denominadas “pinzas” (del inglés “clamp ”)(Fig.
6C y D), presentes en los ovillos intracelulares, indicativos de las micorrizas ericoides con manto.
Ambos tipos de colonizacion se restringen al tejido epidérmico y solo se observaron en raices jovenes,

las cuales tienen una coloracion péalida ligeramente amarilla.

A B

v

Figura 6. Estructuras fangicas observadas en las células epidérmicas de Vaccinium floribundum y Vaccinium meridionale
que constatan la presencia de colonizacion por micorrizas ericoides. Barra de escala = 50 pum. A. Ovillos hifales
caracteristicos de micorrizas ericoides tipicas en la raiz de Vaccinium floribundum (flechas). B. ovillos hifales
caracteristicos de micorrizas ericoides con vaina en la raiz de V. floribundum (flecha) con septos y pinzas (tridngulo). C.
ovillos hifales caracteristicos de micorrizas ericoides con vaina en la raiz de V. meridionale (flecha) con septos y pinzas

(triangulos).
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3.2 Comprobacion de la presencia de hongos enddéfitos por aislamiento y cultivo

Mediante la utilizacion como indculos de los segmentos de raiz de las especies en estudio, se
obtuvieron tres morfotipos de hongos potencialmente micorricicos, un morfotipo de hongos
potencialmente endofitos y un morfotipo desconocido (Tabla 3). Una de las caracteristicas mas
resaltantes observada en estos cultivos fue la lentitud de la aparicion de las colonias. En el primer
registro de observacion, cuatro dias después de la inoculacion, solo se observaron colonias bacterianas
(Fig. 7). No se observaron caracteristicas morfologicas que permitieran la identificacién taxonémica de

estos enddfitos puesto que son colonias estériles, de crecimiento lento, generalmente radial.

A B

Figura 7. Cultivo de hongos endofitos a los 4 dias de haber sido inoculado. A. Raices de V. floribundum. B. Raices de V.
meridionale.

El morfotipo 1 (Fig. 8A y B) se observo a partir de la tercera semana de cultivo; la cara abaxial
tiene una apariencia lustrosa (Fig. 8B y C) de tonalidades pardas mientras que la cara adaxial es de
color blanco grisaceo y con una textura algodonosa; caracteristicas macroscopicas similares a las
reportadas para los endéfitos septados oscuros. EI morfotipo 2 corresponde a colonias completamente
blancas en el centro y ligeras coloraciones grises hacia los bordes (Fig. 8A), tiende a ocupar toda la caja
de Petri formando un micelio con una apariencia pulverulenta. Este tipo de morfologia no solo ha sido

reportada para hongos micorricicos ericoides sino también para hongos formadores de micorrizas
arbusculares.
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Tabla N° 3. Caracteristicas macroscopicas observadas en las colonias de hongos endofitos

Morfotipo  Caracteristicas Morfologicas Potenciales Hongos Especie vegetal de
Enddfitos la que fue aislado
| | I ' .. '
Micelio con tonalidades pardas ﬂ\éirii(gcljﬂ:juun%
1 en la cara abaxial, blanco- endofitos septados Vaceinium ’
grisaceo en la cara adaxial. meridionale

Micelio blanco en el centro y hongos ericoides/ V. floribundum

gris hacia los bordes. arbusculares
o o hongos_er|c0|des del V. floribundum,
3 Micelio verde olivaceo-negro.  complejo Hyaloscypha -
. V. meridionale
hepaticicola
4 Micelio purpra en el centro'y desconocido V. meridionale
blanco hacia los bordes.
Micelio gris plomo con forma anamorfa de
5 tonalidades pardo oscuro en el V. floribundum

centro. Hyaloscypha hepaticicola

El morfotipo 3 se caracteriz6 por colonias de color verde olivaceo-negro, textura aterciopelada y de
bordes irregulares; morfologia que coincide con lo descrito para los hongos pertenecientes al complejo
Hyaloscypha hepaticicola: Oidiodendron maius y O. griseum (Fig. 8C y D). El morfotipo 4, en
cambio, desarrolla un micelio de apariencia algodonosa, de color blanco en la zona méas joven,
tornandose de color rosa-parpura con la edad (Fig. 8E). No se han reportado caracteristicas
morfoldgicas semejantes en ninguna de las investigaciones sobre la resintesis de los hongos
micorricicos ericoides. Finalmente, el morfotipo 5 corresponde a colonias de color gris plomo que
pueden tomar tonalidades café con la edad y en algunos casos, en el micelio aéreo (Fig. 8D). Los
morfotipos 1 y 3 fueron aislados tanto de Vaccinium floribundum como de Vaccinium meridionale por
lo que se presume la presencia de hongos micorricicos ericoides y de hongos enddéfitos septados

oscuros (ESO) en las raices de ambas especies.
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Figura 8. Caracteristicas macroscdpicas de colonias de enddéfitos aislados a partir de las raices de Vaccinium spp. después
de 4 semanas en medio APD a 24°C. A, C y D. Colonias de endofitos encontrados en V. floribundum. B y E: colonias de
endofitos encontrados en V. meridionale. Flechas negras: morfotipo 1. Tridngulos negros: morfotipo 2. Asterisco:

morfotipo 3. Tridngulo blanco: morfotipo 4. Flecha blanca: morfotipo 5.
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3.3 Caracterizacion morfo-anatomica de las micorrizas ericoides observadas en cada especie

Se observaron dos tipos de colonizacion correspondientes a micorrizas ericoides en las raices de
Vaccinium floribundum y Vaccinium meridionale: micorrizas ericoides tipicas (enrollados hifales
aseptados) y micorrizas ericoides con vaina (enrollados hifales septados con pinzas fangicas). Ambos
tipos de colonizacion mostraron preferencia por las células epidérmicas de los tejidos inmaduros y
parecen ser mutuamente excluyentes. Las caracteristicas morfoldgicas observadas van a detallarse a

continuacion.

3.3.1 Micorriza ericoide tipica

Una de las caracteristicas mas notables observadas en este estudio es que existen dos posibles
estrategias 0 modos de colonizar las células epidérmicas: por células individuales o por colonizacion
horizontal (penetracion de células vecinas). En el caso de Vaccinium floribundum, se observaron los
dos modos mientras (Fig. 9A) que en V. meridionale solo se observd la colonizacion independiente
(Fig. 9B). Asimismo, se obtuvo evidencia de todas las etapas de la colonizacién: iniciacion (Fig. 10),
establecimiento y degradacién (Fig. 11); teniendo en cuenta que en V. floribundum fue posible observar

los tres estadios mientras que en V. meridionale solo se observaron dos: iniciacion y establecimiento.

B
A <«

Figura 9. Estrategias de colonizacion de las células epidérmicas exhibidas por los hongos ericoides en Vaccinium
floribundum y Vaccinium meridionale. Barra de escala = 50 um. A. Colonizacion horizontal en Vaccinium floribundum. B.

Colonizacién independiente en Vaccinium meridionale.
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El estadio de iniciacion hace referencia a la formacion de micelio laxo sobre la superficie de la raiz,
un rasgo diagndstico para este tipo de simbiosis. Dicho micelio se caracteriza por hifas finas,
transllcidas, regulares y con extension limitada (Fig. 10). El segundo estadio corresponde al
establecimiento de la simbiosis propiamente dicha. Se identific6 como tal a los ovillos laxos a
compactos (Fig. 11A-D), ocupando los espacios intracelulares de las células epidérmicas. Cabe
mencionar que cuando se observo micelio extraradicular, no hubo colonizacion intracelular y cuando se

observo colonizacion intracelular, no se observo micelio extraradicular.

A B

4

Figura 10. Primera etapa del proceso de colonizacion de micorrizas ericoides tipicas en Vaccinium spp. Barra de escala =

50 um. A. Micelio extraradicular en la raiz de V. floribundum. B. Micelio extraradicular en la raiz de V. meridionale.

Asimismo, resulta particular que el didmetro de la hifa parece incrementar cuando la simbiosis tiene
lugar. En otras palabras, el didmetro hifal es menor en estado saprétrofo y mayor cuando se forma el
ovillo, en estado biétrofo (Tabla 4), por lo que pudiera tratarse de una caracteristica morfoldgica
relevante de esta categoria micorricica en ambas especies. Finalmente, se observo el estadio final que
corresponde a la muerte celular de la célula epidérmica y pérdida de la integridad del ovillo que alberga
(Fig. 11E).

Tabla N° 4. Promedio y desviacion estandar del didmetro de las hifas en la micorriza ericoide tipica

observada en raices juveniles de Vaccinium spp.

Especie Micelio extraradicular (pm) Ovillos hifales (nm)
| T b 1
Vaccinium floribundum 3112403 +1,0618 9.4461° + 22405
Vaccinium meridionale 310727a +1.3298 11,6993b +15633

Promedios con exponentes desiguales indican diferencias significativas entre categoria “micelio extraradicular”

y categoria “ovillo hifal” para cada especie (Mann-Whitney; P<0,05). n=12.
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Figura 11. Etapas de la colonizacion de la micorriza ericoide tipica en Vaccinium spp. Barra de escala = 50 um. A. Ovillo
laxo en células epidérmicas de Vaccinium floribundum. B. Ovillo laxo en células epidérmicas de V. meridionale. C. Ovillos

medianamente compactos en V. floribundum. D. Ovillo medianamente compacto en V. meridionale. E. Degradacion del

ovillo hifal en V. floribundum.
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3.3.2 Micorriza ericoide con manto

A diferencia de la micorriza ericoide tipica, en la micorriza ericoide con manto no se observo
colonizacion horizontal en ninguna de las muestras radiculares obtenidas de las especies bajo estudio.
Asimismo, similarmente a la micorriza ericoide tipica, el proceso de colonizacion también consta de
tres etapas: iniciacion, establecimiento y pérdida de la integridad del ovillo hifal. No obstante, pese a
que en ambas especies se observé el estadio de iniciacion, hubo una diferencia en cuanto al tejido que
se asocid el hongo. En el caso de Vaccinium floribundum, el micelio estd en contacto con raices
juveniles (Fig. 12A), mientras que en V. meridionale se observé el micelio caracteristico alrededor de
raices maduras (Fig. 12B). En ambos casos, el micelio extraradicular esta conformado por hifas
engrosadas, con septos y protrusiones denominadas “pinzas fungicas” formando una red densa,
caracteristicas morfologicas que distinguen esta subcategoria micorricica de la micorriza ericoide

tipica.

A ~

7

Figura 12. Primera etapa de la colonizacion observada de la micorriza ericoide con manto en las raices de Vaccinium spp.
Barra de escala = 50 um. A. Raiz de Vaccinium floribundum B. Raiz de Vaccinium meridionale. Flechas: micelio con

septos y pinzas flngicas.

Ya establecida la simbiosis, se observaron ovillos hifales con distintos grados de compactacién y
con las caracteristicas morfologicas hifales descritas en el micelio extraradicular (Fig. 13A y B). Es
importante sefialar que en este caso, en lugar de observarse un incremento en el didmetro de la hifa
intracelular, se observa una disminucion o conservacion del mismo, dependiendo de la especie vegetal

involucrada (Tabla 6). Por otro lado, hay rastros de la etapa final de la colonizacién aunque solo se
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observo en V. meridionale (Fig. 13C), asi como también se observo que tanto ovillos hifales

funcionales como ovillos degradados estan en la misma porcion de raiz.

Tabla N° 5. Promedio y desviacion estandar del didmetro de las hifas en la micorriza ericoide con

manto observada en raices juveniles de Vaccinium spp.

Micelio extraradicular (um) Ovillos hifales (um)
| |
Vaccinium floribundum 11,6503 + 2,8312 11,0043 = 3,0465
Vaccinium meridionale 998 1 5 9’1977*31 11584

B

Promedios con exponentes desiguales indican diferencias significativas entre categoria “micelio extraradicular’

y categoria “ovillo hifal” para cada especie (Mann-Whitney; P<0,05). n=12.

A B

Figura 13. Etapas de la colonizacién de micorrizas ericoides con manto en las raices de Vaccinium spp. Barra de escala =
50 pum. A: Ovillo hifal en células epidérmicas de Vaccinium floribundum. B. Ovillo hifal en células epidérmicas de
Vaccinium meridionale. C. Estadio final de la colonizacidn en la raiz de Vaccinium meridionale. Flechas negras: ovillos

hifales funcionales. Asteriscos: septos con pinzas flngicas. Flechas blancas: ovillos hifales degradados.
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3.3.3 Micorriza ericoide en células corticales

En el caso de Vaccinium floribundum, se observé un tercer tipo de colonizacién en raices juveniles,
cuyas caracteristicas morfologicas y cuyo arreglo de la colonizacion en el tejido vegetal, no
corresponden con lo tipicamente identificado como “micorriza ericoide”. Este modo de colonizacion se
caracterizd por la presencia de una red laberintica en los espacios intercelulares de la epidermis
(indicativa de la presencia de hongos endofitos septados), y el enrollamiento de la hifa conectada a esta
red, en los espacios intracelulares de la corteza (Fig. 14). No obstante, este patron de colonizacion se
observo con baja frecuencia en el tejido radicular de V. floribundum por lo que seria interesante

determinar si es un fendmeno recurrente en la especie estudiada.

Figura 14. Micorriza ericoide en células corticales de Vaccinium floribundum. Barra de escala = 50 um. Triangulo: red

laberintica de los endofitos septados oscuros. Flecha: enrollado hifal similar a un ovillo tipico de micorriza ericoide.

3.3.4 Micorriza ericoide en raices maduras

Por ultimo, se observaron rastros de colonizacion de micorrizas ericoides en raices maduras en ambas
especies (terciarias en adelante); probablemente tipicas, aunque no es posible discriminar debido a la alta
pigmentacion del tejido (Fig. 15). Notese el aumento del numero de capas celulares, el mayor
engrosamiento de las paredes celulares y la reduccion del tamafio de las células epidérmicas (caracteres

indicativos del crecimiento secundario) en Vaccinium floribundum (Fig.15A-E).
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Figura 15. Evidencia de colonizacion de micorrizas ericoides en el tejido maduro de Vaccinium spp. Barra de escala = 50
pm. A-B. Raices terciarias de Vaccinium floribundum. C-E. Raices cuaternarias de Vaccinium floribundum. F. Raiz
cuaternaria de Vaccinium meridionale. Flechas negras: ovillos hifales. Flecha blanca: ovillo hifal atrofiado. Asterisco:

conglomeracién de micelio extraradicular aparentemente ericoide.
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Por otro lado, en la raices terciarias de V. floribundum se observo un engrosamiento desproporcionado
de la hifa, lo que conllevo al desarrollo atrofiado del ovillo hifal (Fig. AB). lgualmente, se aprecidé un
cimulo de micelio extraradicular con apariencia similar a hifas de hongos ericoides anclado sobre la
superficie de la raiz y sin colonizacion intracelular aparente (Fig. 15E).

En contraste, las paredes celulares de Vaccinium meridionale no sufren engrosamientos como los
observados (Fig. 15F) en V. floribundum, aunque también fue posible detallar el incremento en el nimero
de estratos celulares. Tampoco se observaron engrosamientos desproporcionados de la hifa ni micelio
extraradicular de micorrizas ericoides. Finalmente, es importante mencionar que los ovillos hifales
observados en el tejido maduro de ambas especies, aparentan ser funcionales ya que no se observan signos

de degradacion.

3.3.5 Caracteristicas anatomicas del tejido colonizado

A pesar de que con el método empleado en esta investigacion, no se pudo observar detalladamente
las caracteristicas anatomicas de los tejidos que estan siendo colonizados por las micorrizas ericoides,
si se observo que las células epidérmicas de Vaccinium floribundum muestran una morfologia variable:
en algunos casos, son células isodiamétricas cuyas paredes periclinales adoptan formas redondeadas y
rectangulares; en otros casos, son células alargadas (Fig. 13A).

Por su parte, Vaccinium meridionale parece tener una morfologia conservada: células alargadas
dispuestas paralelamente (Fig. 13B). No obstante, en el tejido epidérmico de ambas especies se
observaron ciertos rasgos comunes: células grandes, engrosamiento de las paredes periclinales y
espacios intercelulares reducidos. Por otro lado, las raices juveniles de ambas especies se caracterizaron
por tener de 3-4 estratos celulares incluyendo el tejido vascular. Finalmente, en la tabla 6 se especifican
todas las caracteristicas morfoldgicas y anatomicas de ambos sistemas vivos involucrados (raiz de la

planta y micelio del hongo), en los distintos tipos de simbiosis micorricica ericoide observados.
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Tabla N° 6. Caracteristicas morfo-anatdmicas de las micorrizas ericoides observadas en Vaccinium

floribundum y Vaccinium meridionale.

: : Micorrizas Anatomia del Anatomia del
Micorrizas . . - . )
. g ericoides con tejido radicular tejido radicular
ericoides tipicas - .
manto juvenil maduro
Vaccinium Presentes en células Presentes en células Células epidérmicas Reduccion del
floribundum epidérmicas de raices epidérmicas juveniles.  agrandadas, con tamafio de las
juveniles y maduras. paredes periclinales de  células epidérmicas.
Uniformidad en el morfologia variable
Engrosamiento de la didmetro de la hifa en (redondeada, eliptica,  Células
hifa en simbiosis. simbiosis 0 no. rectangular). isodiamétricas  con
morfologia de las
Engrosamiento Colonizacién por Espacios intercelulares paredes periclinales
anormal de la hifa en unidades reducidos. variables
ovillos atrofiados. independientes. (redondeadas,
Paredes tangenciales rectangulares,
Colonizacién por Hifas con engrosadas. cuadrangulares).
unidades engrosamientos en los
independientes y de septos: “pinza fangica”. De 3 a 4 estratos Espacios
célula a célula. celulares incluyendo intercelulares
Micelio extraradicular el tejido vascular. reducidos.
Hifas aseptadas. denso.
Paredes tangenciales
Micelio extraradicular engrosadas.
laxo.
Corteza
pluriestratificada
(>5 estratos
celulares)
Vaccinium Presente en células Presente en células Células  epidérmicas Reduccion del
meridionale €pidérmicas de raices epidérmicas de raices agrandadas, alargadas, tamafio de las
juveniles y maduras. juveniles. dispuestas unas con células epidérmicas.
otras de forma
Engrosamiento de la Reduccion de la hifaen paralela. Células

hifa en simbiosis.

Colonizacién
unidades
independientes.

por

Hifas aseptadas.

Micelio extraradicular
laxo.

simbiosis.

Colonizacién
unidades
independientes.

por

Hifas con
engrosamientos en los
septos: “pinzas
fingicas”.

Micelio extraradicular
denso.

Espacios intercelulares
reducidos.

Paredes tangenciales
delgadas.

De 3 a 4 capas
celulares incluyendo el
tejido vascular.

isodiamétricas y
uniformes.

Espacios
intercelulares
reducidos.

Paredes tangenciales
delgadas.

Corteza
pluriestratificada
(>5 estratos
celulares)
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3.4 Otros hallazgos observados con microscopio éptico

Adicionalmente, en ambas especies se observo una co-colonizacion por parte de una variedad de
simbiontes, puesto que se detectaron estructuras tipicas de dos tipos de asociaciones: los endofitos
septados oscuros y las micorrizas arbusculares, cuyas caracteristicas morfologicas asi como el tipo de
tejido que colonizan se detallan a continuacion.

Las hifas densas, septadas, melanizadas y en algunos casos hialinas, son caracteristicas de los
hongos enddfitos septados oscuros (ESO) (Fig. 16). En efecto, se observaron tres estructuras bien
definidas: micelio extraradicular con las caracteristicas hifales mencionadas (Fig. 17A),
microesclerocia y una red hifal que se denomina red laberintica. Se observaron dos tipos de
microesclerocia: segmentos globosos hialinos (Fig. 17B) y segmentos en forma de barril melanizados
(17C).

v

Figura 16. Tipos de micelio extraradicular caracteristicos de los endéfitos septados oscuros presentes en Vaccinium

meridionale. Barra de escala = 50 um. Flecha: hifas septadas y melanizadas. Tridngulo: hifas septadas y hialinas.

La microesclerocia se encontraba ocupando todo el espacio intracelular de las células epidérmicas,
de las células corticales y de las células indiferenciadas del meristema apical (Fig. 17D). Se observo
que la red laberintica, por su parte, también puede ser de dos tipos: hifas finas y regulares (Fig. 17C y
E) tanto como hifas lobuladas con bordes irregulares (Fig. 17F). Esta estructura se halla en los
espacios intercelulares del tejido epidérmico y cortical (Fig. 17C) asi como también sobre la superficie
de laraiz (Fig. 17D y E). La presencia de los hongos endofitos septados oscuros fue conspicua en todas

las muestras observadas en ambas especies, especialmente en raices maduras (Fig. 17A, C y E).
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Figura 17. Estructuras tipicas de enddfitos septados oscuros en Vaccinium spp. Barra de escala = 50 um. A. Micelio
extraradicular en Vaccinium floribundum (flechas). B. Microesclerocia de segmentos globosos en Vaccinium meridionale
(triangulo negro). C. Microesclerocia de segmentos en forma de barril (asteriscos) y red laberintica de hifas finas (triangulo
blanco) en V. floribundum. D. Microesclerocia en células del meristema apical de V. meridionale (asteriscos). E. Red
laberintica de hifas finas (flecha) sobre la superficie de V. meridionale. F. Red laberintica de hifas lobuladas sobre la

superficie de V. floribundum (tridngulo negro).
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Por otra parte, se observaron estructuras morfologicamente similares a las reportadas para las
micorrizas arbusculares: micelio extraradicular irregular y extenso (Fig. 18A), en algunas ocasiones
enrollado; micelio intracelular, vesiculas intracelulares e intercelulares y arbusculos. Se reconocieron
dos tipos de micorrizas arbusculares: el tipo arum y el tipo paris. EI primero se caracterizd por
enrollados extracelulares de micelio (Fig. 18B y C), arbusculos bien desarrollados y por vesiculas

intracelulares que ocupaban todo el espacio de la célula (Fig. 19).

A B

Figura 18. Estructuras tipicas de micorrizas arbusculares en Vaccinium spp. Barra de escala = 50 pm. A. Micelio
extraradicular caracteristico de micorrizas arbusculares (flechas). B. Micelio enrollado extraradicular de micorrizas
arbusculares tipo arum en Vaccinium floribundum (flecha negra). C. Micelio enrollado extraradicular de micorrizas
arbusculares tipo arum en Vaccinium meridionale (flechas blancas). D. Arbusculos de micorrizas arbusculares tipo arum en

V. meridionale (flechas negras). Tridngulos negros: puntos de penetracion de las células.
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Tanto los arbusculos como las vesiculas colonizaron las células corticales, las Gltimas prefiriendo
las adyacencias del tejido vascular (Fig. 19 C y D). Cabe mencionar que rara vez se observd este
morfotipo en tejido juvenil y cuando estuvo presente, no se observaron micorrizas ericoides en las
células epidérmicas (Fig. 19C). La micorriza arbuscular tipo arum colonizé los tejidos radiculares de

ambas especies.

A B

Figura 19. Vesiculas del morfotipo arum en Vaccinium spp. Barra de escala = 50 um. A. Vesiculas intracelulares en
Vaccinium floribundum (flecha). B. Vesiculas intracelulares en Vaccinium meridionale (flechas). C. Vesicula intercelular en

V. meridionale (flecha).
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En cuanto al tipo paris, se observé micelio extraradicular conectado a numerosas vesiculas
intercelulares (Fig. 20A), asi como también se registro la presencia de enrollados intracelulares
conectados a arbusculos sumamente ramificados (Fig. 20B). Por otro lado, este morfotipo se
caracterizo por la excesiva cantidad de vesiculas que se forman (Fig. 20C) e incluso fue posible notar

puntos con coloracion mas tenue, indicativos de cuerpos fosfolipidicos.

A B

*

Figura 20. Estructuras fangicas caracteristicas del morfotipo paris de micorrizas arbusculares en Vaccinium spp. Barra de
escala = 50 pm. A. Micelio extraradicular (triangulo) conectado a vesiculas intercelulares conteniendo fosfolipidos
(asterisco) en Vaccinium floribundum. B. Enrollados intracelulares formando arbisculos sumamente ramificados (flechas)
en Vaccinium meridionale. C. Hifa segmentandose (asterisco) para formar vesiculas intercelulares tipicas del morfotipo

paris en V. floribundum (flechas).
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Al igual que el morfotipo arum, el morfotipo paris coloniza células corticales, especificamente las
gue se encuentran adyacentes al cilindro vascular. Asimismo, las micorrizas arbusculares observadas en

estas especies mostraron una clara preferencia por las raices maduras (Fig. 21).

A B

« 4

Figura 21. Estructuras caracteristicas de micorrizas arbusculares en el tejido maduro de Vaccinium spp. Barra de escala =
50 um. A. Vesiculas del morfotipo paris (flechas) en Vaccinium floribundum. B. Micelio enrollado extraradicular del
morfotipo arum en Vaccinium meridionale. C. Vesiculas del morfotipo arum en V, meridionale. Notese las células

pigmentadas indicativas del crecimiento secundario de la raiz (asteriscos).

Es importante destacar que no se observO la co-colonizacién simultanea de los tres tipos de
asociaciones flngicas descritos anteriormente. Sin embargo, si se observo que tanto los endofitos
septados como las micorrizas arbusculares coexisten en una misma porcion de raiz. En algunos casos,
se observa diferenciacion espacial y por lo tanto, diferencia en el modo de colonizacion. Los endofitos
septados estan restringidos a los espacios intercelulares mientras que las micorrizas arbusculares estan

colonizando las células adyacentes al tejido vascular (Fig. 22).
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Figura 22. Co-colonizacién de las micorrizas arbusculares y los hongos endéfitos septados oscuros en el tejido maduro de
Vaccinium spp. Barra de escala = 50 pm. A. Raiz de Vaccinium floribundum. B. Raiz de Vaccinium meridionale. Flechas:

vesiculas de micorrizas arbusculares. Triangulos: red laberintica de los hongos septados oscuros.

Por otro lado, se observaron estructuras globosas (Fig. 23) en la raiz juvenil de Vaccinium
meridionale, cuya morfologia es similar a las clamidosporas que producen los hongos micorricicos
ericoides del género Serendipita. No obstante, se clasific6 como un hallazgo extra, puesto que no hay

rastros de ovillos hifales ericoides en las células epidérmicas de esta raiz.

Figura 23. Clamidosporas caracteristicas de hongos ericoides pertenecientes al género Serendipita en las células

epidérmicas de Vaccinium meridionale (flecha). Barra de escala = 50 um.

Finalmente, en la Figura 24 se detallan todos los modos de colonizacion observados en ambas
especies, tanto en raices juveniles como en raices maduras, donde se muestra no solo las caracteristicas
morfoldgicas intrinsecas de cada tipo de simbiosis, sino también las estructuras de interfaz que generan

y los tejidos que colonizan.
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Figura 24. Representacion esquematica de las estrategias de colonizacion de los simbiontes micorricicos observados en
Vaccinium floribundum y Vaccinium meridionale. EI diagrama muestra las estructuras de interfaz, las caracteristicas de las
hifas que penetran las células radiculares y los tejidos que colonizan tanto en la raiz joven como en la raiz madura. A.
Dibujo esquematico de una raiz joven. B. Dibujo esquematico de una raiz madura. MET: micorriza ericoide tipica, ESO:
endéfitos septados oscuros, MEM: micorrizas ericoides con manto, MA: micorrizas arbusculares, OH: ovillos hifales, PF:

pinza fungica, RL: red laberintica, MES: microesclerocia, V: vesiculas, AR: arblsculos. MF: manto flngico.
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4. Discusion

4.1. Presencia y caracterizacion morfoanatémica de la micorriza ericoide en Vaccinium

floribundum y Vaccinium meridionale por microscopio 6ptico

La micorriza ericoide es un tipo de simbiosis que estructural y morfolégicamente esta bien definida,
facilmente distinguible de otros tipos de micorrizas: enrollados hifales finamente compactos como un
ovillo que se forman en los espacios intracelulares de las células epidérmicas (Read, 1996). En efecto,
nuestros resultados muestran dos tipos de colonizacion que encajan con esa descripcion y que
coinciden con los hallazgos de otros investigadores: 1. ovillos hifales sin septos en células epidérmicas
(Bizabani, 2015; Baba et al., 2011; Tian et al., 2011; Valenzuela-Estrada et al., 2008; Setaro et al.,
2006; Massicotte et al., 2005 y Peterson et al., 2003.) y 2. ovillos hifales con septos y pinzas en células
epidérmicas (Vohnik et al., 2016; Bizabani, 2015; Bruzone et al., 2015 y VVohnik et al., 2012). Por otro
lado, se registrd un tercer tipo de colonizacion, que en este estudio identificamos como micorriza
ericoide por la similitud en ciertas caracteristicas morfoldgicas: red laberintica intercelular conectada a
enrollados hifales parecidos a ovillos en células corticales (LukeSova et al., 2015 y Vohnik &

Albrechtova, 2012), los cuales se detallaran a continuacion.

4.1.1 Morfologia de los tipos de colonizacion observados

4.1.1.1 Micorriza ericoide tipica

El primer patron de colonizacion descrito en esta investigacién corresponde a una micorrizacion
ericoide tipica, considerada asi porque posiblemente el hongo u hongos responsables sean ascomicetos
que pertenecen al complejo Hyaloscypha hepaticicola. Es el patrén mas comin donde se observa una
colonizacion inicial de la periferia de las células epidérmicas, probablemente en proximidad de la pared
celular, sequida por la penetracién y el enrollamiento hifal intracelular, para formar una estructura
organizada laxa a compacta. Para ambas especies en estudio, se observd que las células epidérmicas
son colonizadas como unidades independientes desde el suelo (Perotto et al., 2002).

En el caso de Vaccinium floribundum, también se observd colonizacion de célula a célula. Sin
embargo, es posible que en V. meridionale también ocurra y que no se haya podido observar porque
son hifas sumamente delgadas, cuyos puntos de infeccion pueden pasar inadvertidos cuando se usa

microscopio Optico convencional. En cualquier caso, la colonizacion horizontal ha sido reportada en
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numerosas ericaceas incluyendo varias especies del género Vaccinium (Setaro et al., 2006; Massicotte
et al., 2005; Peterson et al., 2003).

Al respecto, Massicotte et al. (2005) conjeturaron que las conexiones intercelulares podrian ser
estructuras fungicas especificas de un hongo o grupo de hongos en particular y que no necesariamente
es una caracteristica comun de todos los sistemas ericoides del planeta. Aunado a esto, estos autores
plantean que este rasgo lo exhiben Unicamente hongos micorricicos ericoides “verdaderos”. Sin
embargo, estos hallazgos tienen que ser puestos a prueba con aislamiento de los hongos en estado
natural, experimentos de resintesis y determinaciones taxondémicas, acompariados con microscopia de
luz y microscopia de transmision electronica, para determinar de manera concisa si esta morfologia
hifal es un fendmeno comdn o no en las micorrizas ericoides.

Por otra parte, se observaron los distintos estadios de la colonizacién: micelio extraradicular en
contacto con la raiz, ovillos hifales de laxos a compactos y ovillos degradados. La presencia de micelio
extraradicular corresponde a la fase de iniciacion de la micorriza ericoide; en ambas especies se
observo que se forma una red laxa sobre la superficie de la raiz cuya extension es limitada.
Probablemente porque a diferencia de otros tipos de micorrizas, las mismas raicillas son las que
ejecutan la funcién de exploracién y explotacion del suelo. (Peterson et al., 2003).

La falta de micelio extraradicular conocido como “manto” es otra de las caracteristicas diagnostico
de la micorriza ericoide. No obstante, en raices maduras de V. floribundum se observd una
conglomeracion de micelio fungico. Massicotte et al. (2005), observaron micelio extraradicular
parecido a un manto en raices primarias de Kalmia angustifolia con la particularidad de que parecia
asociarse a porciones de la raiz donde ocurrié un crecimiento anomalo de la pared celular vegetal.
Estos autores, también observaron que las hifas del manto eran capaces de penetrar los espacios
apoplasticos de la pared vegetal de células senescentes y degradar sus componentes para su nutricion
aungue este fendmeno también tuvo lugar en células completamente funcionales.

Sin embargo, es imposible ver cudl es el comportamiento de este “manto” en las raices de V.
floribundum con microscopio Optico convencional. Puesto que son raices maduras que pudieran estar
senescentes, es posible que sean hifas de hongos saprétrofos que estan haciendo vida libre en la
rizosfera o sean hifas de un hongo ectomicorricico de plantas vecinas como también pudiera ser un
basidiomiceto ericoide tal como Sebacina vermifera que tiene capacidades saprofiticas excepcionales
(Berch et al., 2002).

Por otro lado, la presencia de ovillos hifales con distintos grados de compactacion constato la
segunda fase del proceso de colonizacion, la cual es el establecimiento de la micorriza. EI hecho de que
en una misma porcién de raiz se observan complejos hifales laxos a medianamente compactos, es

evidencia de que ciertamente las células son tratadas como unidades independientes por el o los
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simbiontes. No obstante, en este estudio no se llegaron a observar los ovillos hifales altamente
compactados como ha sido descrito numerosas veces en los tipos de colonizacion donde el ascomiceto
Hyaloscypha hepaticicola es el hongo dominante (Baba et al., 2011; Peterson et al., 2003; Read, 1996).

Al respecto, hay que tener en cuenta que el trabajo investigativo con fotodocumentacion aporta
datos del momento de recoleccion. Es posible que unas horas, dias, o semanas después se pudiera
observar en estas especies ovillos hifales que ocupen la totalidad del espacio intracelular. En contraste,
Massicotte et al. (2005) argumentaron que es posible que la compactacién del ovillo sea un indicador
de que se esta en presencia de un hongo distinto a Hyaloscypha hepaticicola, que no necesariamente
corresponde 0 no a un hongo micorricico ericoide per se.

Asimismo, se observo un incremento del didmetro de la hifa una vez que se ha establecido la
simbiosis y se ha formado el ovillo hifal. Esta es una caracteristica morfoldgica que resultd bastante
particular y que hasta ahora solo se ha reportado en la micorriza cavendishioide (Setaro et al., 2006).
Aunqgue no hay evidencia experimental que confirme que este rasgo sea relevante para la simbiosis, es
posible que tenga una implicacion positiva en el intercambio bidireccional de nutrientes: mayor
didmetro pudiera significar mayor superficie de contacto. Por otro lado, pudiera ser un rasgo distintivo
de un grupo fungico.

Curiosamente, la micorriza cavendishioide es generada tanto por ascomicetos como sebacinales, los
principales responsables de la micorriza ericoide. Ademas, cabe mencionar que la colonizacién
conjunta de unidades celulares por ambos grupos de hongos parece ser un fenémeno comun, no solo en
la micorriza cavendishioide donde este caracter morfolégico fue reportado, sino también en la
micorriza ericoide e incluso en ectomicorrizas (Selosse et al., 2007; Setaro et al., 2006; Brand, 1991,
Bonfante-Fasolo, 1980).

Asi pues, a pesar de que la observacion del incremento del didmetro de la hifa una vez formado el
ovillo hifal en V. floribundum y V. meridionale del paramo andino meridefio , pudiera sugerir que se
trata de un rasgo compartido de las simbiosis donde ascomicetos y basidiomicetos intervienen, es
importante resaltar que para conjeturar conclusiones sélidas, se requiere hacer un estudio mas amplio
que incluya ericaceas con diversas categorias micorricicas asi como plantas no ericaceas que se asocian
con estos organismos, para poder dilucidar hasta qué punto es una caracteristica determinante y comun
de los simbiontes y hasta qué punto es independiente de la categoria micorricica.

Finalmente, se detectd la presencia de ovillos hifales degradados, indicativos de la ultima fase de la
colonizacion. Dado que las raicillas de Ericaceae son estructuras efimeras, delicadas y son
reemplazadas rapidamente, algunas partes del sistema radicular siempre estan en proceso de
degeneracion y descomposicion. Ademas, el tiempo de vida de una célula epidérmica activa no es

mayor a cinco 0 seis semanas y eventualmente, el micobionte pierde su integridad y la célula
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experimenta muerte celular (Vohnik et al., 2020). Por eso, lo que observamos en las raices como el
estadio final de la colonizacion, seguramente era una célula muerta conteniendo residuos fungicos de la

colonizacion que tuvo lugar previamente.

4.1.1.2 Micorriza ericoide con manto

Ahora bien, el segundo patrén de colonizacion encontrado en estas especies corresponde a una
simbiosis micorricica ericoide con manto, cuya caracteristica mas prominente es la formacion de un
micelio extraradicular denso de hifas con protrusiones ensanchadas en los septos. Todas las
caracteristicas morfologicas observadas concuerdan con las descritas por Vohnik et al. (2012) en
Vaccinium myrtillus y Vaccinium vitis-idaea a excepcion del diametro hifal. Los investigadores
observaron diametros variables mientras que en este estudio, hubo una clara tendencia hacia la
reduccion del didmetro una vez establecida la simbiosis.

Cabe destacar que en la micorriza ericoide tipica se observd el caso contrario. Pudiera tratarse de
una caracteristica morfoldgica relevante que puede ser especifica de la identidad del micobionte como
también pudiera estar asociada tanto al micobionte y al hospedero, por lo que habria que determinar si
todos los hongos basidiomicetos que producen pinzas fungicas, que son micorricicos ericoides exhiben
este rasgo sin importar el hospedero o si es un rasgo co-especifico y dependiente del hospedero.

Similarmente, la presencia de micorrizas ericoides envainadas se limito a tejido epidérmico de raices
jévenes (no-pigmentadas y no-suberizadas), lo cual pudiera significar que esta asociacion tiene lugar en
las partes de la raiz fisiolégicamente més activas. Por otro lado, los ovillos hifales se aglomeraban por
parches a lo largo de la raiz. Esta distribucion pudiera implicar que el basidiomiceto muestra una
preferencia por algan tipo de sustrato.

En cuanto a la identidad del micobionte, Vohnik et al. (2012), quienes fueron los primeros en
describir este tipo de colonizacién, no lograron enlazar el basidiomiceto que forma micorrizas ericoides
envainadas con ninguna especie 0 género de hongo secuenciado hasta esa fecha. Kolarik & Vohnik
(2018), realizaron un analisis filogenético a los aislados previamente obtenidos por Vohnik et al.
(2012) e identificaron el micobionte ericoide envainado como Kurtia argillacea (Basidiomycota)
perteneciente al orden Hymenochaetales que viene a ser el Unico hongo himenoquetoide conocido y
experimentalmente confirmado que forma micorrizas ericoides. Este hongo se distribuye en bosques
templados y boreales de Europa, Asia y Norteamérica por lo que es posible que en Sudamerica sea otro

basidiomiceto el que esté exhibiendo estos rasgos micorricicos.
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En contraste, algunos investigadores confirmaron el potencial micorricico de los hongos
serendipitoides y demostraron la capacidad que tienen de formar micorrizas ericoides envainadas
(Vohnik et al., 2016). De hecho, uno de los tipos de colonizacion registrados para Serendipita indica
que es morfologicamente similar al que forma Melinyomices variabilis (ascomiceto), también genera
cuerpos globosos intracelulares ademas de los ovillos hifales, los cuales fueron interpretados como
clamidosporas. Interesantemente, en las raices de V. meridionale también se observaron cuerpos
globosos muy similares a los de S. indica, y aunque no se observaron ovillos hifales, esta evidencia
sugiere por lo menos que los hongos serendipitoides estan haciendo vida en la rizosfera en la que V.
floribundum y V. meridionale habitan y posiblemente, sean el grupo de hongos responsables de las
micorrizas ericoides con manto observadas en estas especies.

Resulta interesante mencionar que la micorriza ericoide con manto solo ha sido observada y descrita
en especies del género Vaccinium. Vohnik et al. (2016), hallaron que regiones de ADN ribosomal que
codifican para la subunidad larga (nucLSU rDNA), que se obtuvieron de aislados provenientes de
plantas de Vaccinium con gran capacidad de formar micorrizas ericoides, segregaron con secuencias
que eran derivadas exclusivamente de hospederos de micorrizas ericoides del planeta entero. Dentro de
esas secuencias, las méas similares (99.8% de identidad) provenian de especies de Vaccinium. Dado que
el rango de variacion intraespecifica es desconocido para esta secuencia dentro del orden Sebacinales,
no pudieron discernir si esta similaridad es indicativa de una co-especificidad.

Ademas, cabe mencionar que Daghino et al. (2022) estudiaron los ensamblajes fingicos tanto en
partes aéreas como en las raices de Vaccinium myrtillus y encontraron que los diferentes érganos
moldean estos ensamblajes, sugiriendo una diferenciacion de nichos. Curiosamente, obtuvieron que el
género Hyaloscypha y Serendipita son biomarcadores del compartimiento raiz. A la luz de estos datos,
cabe preguntarse si es coincidencia o especificidad que se haya observado micorrizas ericoides con
manto en las especies estudiadas, por lo que en definitiva, se requieren realizar estudios exhaustivos de
filogenia, de resintesis e intercambio de nutrientes para dilucidar estas y muchas otras preguntas acerca

de la relacion existente entre estos organismos.

4.1.1.3 Micorriza ericoide en tejido cortical

Finalmente, se observd un tercer tipo de colonizacion, Unicamente en raices de Vaccinium
floribundum: red laberintica en los espacios intercelulares de la epidermis y ovillos hifales colonizando
células corticales. La red laberintica es una estructura tipica de los endéfitos septados oscuros (ESO) y
los ovillos hifales, una caracteristica diagnéstico de la micorriza ericoide. Tanto los endéfitos septados

47



como las micorrizas ericoides son dos tipos de simbiosis hongo-raiz, considerados como dos categorias
simbidticas completamente distintas (Peterson et al., 2004).

A pesar de que la habilidad que tienen los endofitos septados de colonizar los tejidos de las plantas
es similar al comportamiento de los hongos micorricicos, otras caracteristicas metabdlicas, genéticas,
funcionales y morfoldgicas los excluyen de ese grupo de simbiontes vegetales (Malicka et al., 2022).
Por tanto, los hongos ericoides y los enddfitos septados pertenecen a grupos de hongos funcionalmente
distintos (Smith & Read, 2008). No obstante, un endéfito septado oscuro formo estructuras similares a
la micorriza ericoide. Bajo las dos premisas anteriores, estos hallazgos fueron inesperados y podrian
considerarse “extraordinarios”, porque no encajan con lo descrito hasta la fecha para estos organismos.

Sin embargo, estudios previos demostraron comportamientos similarmente “extraordinarios” en
otras especies y latitudes, que sugieren un continuo morfoldgico entre endofitos septados oscuros y las
micorrizas ericoides. Por ejemplo, Haselwandter & Read (1980) observaron que un hongo ESO no
identificado formaba enrollados hifales en células radiculares de ericaceas, Usuki & Narisawa (2005)
demostraron que el endofito septado Heteroconium chaetospira, es capaz de formar estructuras
parecidas a micorrizas ericoides en raices de Rhododendron obtusum y Chambers et al. (2008)
mencionaron que algunos aislados fungicos formaban ovillos hifales en ericdceas y hongos enddfitos
septados en otras plantas.

En este estudio, se observé que el micelio que formaba la red laberintica, simultdneamente formaba
el ovillo hifal en la siguiente capa celular en una Unica raiz. Puesto que los hongos endéfitos no
generan estructuras especializadas para el intercambio de nutrientes, es posible que los ovillos hifales
sean estructuras de interfaz para tal funcion. No obstante, habra que evaluar a futuro si se forma o no la
membrana perifungal y si hay intercambio bidireccional de nutrientes para determinar si se trata de una
asociacion micorricica o no.

Dado que los endofitos septados son altamente funcionales y sumamente diversos, no es féacil
dilucidar la naturaleza de la relacidn existente entre estos hongos y los distintos sistemas vegetales, por
lo que habria que evaluar si este tipo de colonizacion es frecuente en las especies de este género e

incluso, en otras ericaceas del trépico.

4.1.1.4 Micorriza ericoide en raices maduras

Todo lo descrito anteriormente corresponde a lo observado en raices jovenes. No obstante, en raices
maduras se observaron estructuras granulosas que rellenaban todo el espacio intracelular, indicativas de
enrollados hifales aunque no fue posible determinar si estaban operativos o no, lo cual también fue
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observado por Bizabani (2015) y Baba et al. (2011). En la mayoria de investigaciones, las raices de
primer orden son el Unico objeto de estudio por lo que no hay muchos datos disponibles sobre las
implicaciones que tendria la micorriza ericoide en raices maduras. Generalmente, se considera que las
raices altamente pigmentadas muestran declive en el metabolismo, senescencia de las estructuras
micorricicas y comienzo de dormancia o mortalidad (Vohnik et al., 2012).

En el caso de las raices de Vaccinium, muchas de las caracteristicas anatomicas observadas estan
relacionadas con la presencia o ausencia de xilema secundario. De hecho, esta es una caracteristica
clave para definir la funcion de la raiz. Algunos estudios han determinado que las raices de primer y
segundo orden tienen funciones exclusivas de absorcidn de nutrientes y conduccion de agua, que las
raices de tercer y cuarto orden donde hay un claro declive de la colonizacion micorricica son
transicionales, con funciones de absorcion a conduccion y que las raices de quinto orden en adelante
con crecimiento secundario cumplen funciones de conduccion y anclaje (Valenzuela-Estrada et al.,
2008). En este sentido, es posible que lo que se clasificd como raiz cuaternaria en adelante en realidad
corresponda a una raiz de orden menor, ya que los autores determinaron el orden de las raices mediante
el método morfométrico y no por el método del desarrollo.

Por otro lado, las células corticales sumamente suberizadas reemplazan a las células epidérmicas en
las raices que presentan crecimiento secundario del xilema, caracteristica que es indicativa de una raiz
madura y que implica la ausencia total de micorrizas ericoides en las mismas (Yang et al., 2018). Dado
que en todas las raices evaluadas, se observaron células epidérmicas consistentemente, probablemente
lo que aqui se denota como una raiz madura, sea en realidad una raiz transicional como las descritas

por Valenzuela-Estrada et al. (2008).

4.1.2 Anatomia de los tejidos colonizados

Ambas especies exhiben rasgos anatomicos conservados en congruencia con lo reportado en la
bibliografia (Peterson et al., 2003). En raices juveniles, se observaron de 3 a 4 capas celulares
incluyendo el tejido vascular, coloracion palida ligeramente amarilla, paredes tangenciales engrosadas
mientras que en raices maduras, se observaron mas de 5 estratos celulares, altamente pigmentados,
suberizados y con engrosamientos de las paredes tangenciales. Setaro et al. (2006), realizaron la
caracterizacion anatomica de varias ericaceas del Ecuador incluyendo V. floribundum, sus resultados
son consistentes con los hallados en esta investigacion.

En contraste, Valenzuela-Estrada et al. (2008), observaron que en las raices de primer grado de V.
myrtillus, varias células epidérmicas estaban colapsadas, aplastadas o ausentes por completo. Este
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fendmeno no se observd en las especies bajo estudio por lo que podria ser un evento Unico de esa
especie. En cuanto a la morfologia celular observada, se ha encontrado que las células epidérmicas son
isodiamétricas con paredes periclinales redondeadas en Vaccinium corymbosum (Valenzuela-Estrada et
al., 2008), mientras que en Vaccinium oliginosum, se observé morfologia variable dentro de un mismo
sistema radicular (Yang et al., 2018) y tanto en la misma raiz como entre hospederos en Vaccinium
oxycoccos, Ledum groenlandicum, Vaccinium myrtilloides, Kalmia angustifolia, Gaultheria
procumbens (Massicotte et al., 2005). Estos resultados concuerdan con lo obtenido en este estudio.

4.2 Comprobacion de hongos endofitos por aislamiento y cultivo

Las caracteristicas morfoldgicas observadas en los aislados obtenidos se compararon con las
reportadas para hongos micorricicos ericoides reconocidos (Wu et al., 2020; Bizabani et al., 2015;
Hambleton & Currah; 1997; Bain, 1931); tales caracteristicas coinciden con las descritas para
Hyaloscypha hepaticicola y otros miembros del complejo, como Odiodendron maius y Meliniomyces
variabilis, asi como también para hongos endofitos septados oscuros. Sin embargo, sin la aplicacion de
herramientas moleculares, esta evidencia no contrasta ni respalda lo observado con microscopio optico.
Por ejemplo, Hambleton & Currah (1997), identificaron algunos aislados obtenidos como Scytalidium
vaccinii (la forma anamorfa de Hyaloscypha hepaticicola) porque el grado de pigmentacion, textura y
tasa de crecimiento de la colonia era practicamente igual a lo reportado para esta especie. No obstante,
la data molecular demostr6 que esos aislados pertenecian a otra taxa.

Dado que en un principio se pensaba que las micorrizas ericoides eran el Unico tipo de asociacién a
observar en las raices de V. floribundum y V. meridionale y ademas, que las mismas eran generadas por
una Unica taxa de hongos, se esperaba obtener aislados con un Gnico tipo de morfologia. Sin embargo,
la realidad de estos sistemas vivos es otra. Por consiguiente, la metodologia aplicada aqui no contemplé
la posibilidad de obtener hongos no micorricicos. En concreto, Vohnik (2020) menciond que en un
segmento de raiz de un cm se pueden observar de 200 a 2000 puntos de entradas fungicas y que por lo
tanto, indculos de méas de dos mm incrementa el chance de obtener endofitos de rapido crecimiento o
saprotrofos casuales que estarian a expensas de los hongos ericoides, quienes exhiben un crecimiento
lento.

Sin embargo, en este estudio se utilizaron segmentos de raiz de 2 cm de longitud como inoculo, lo
que pone aun mas en duda que se haya aislado hongos micorricicos ericoides con exito. En sintesis, no
todos los aislados obtenidos a partir de un segmento de raiz de las ericaceas, representan un hongo

micorricico ericoide.
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4.3 Otros hallazgos observados en Vaccinium floribundum y Vaccinium meridionale

4.3.1 Presencia de Endofitos Septados Oscuros

Aunque la familia Ericaceae forma micorrizas ericoides primariamente y un considerable nimero de
investigaciones han descrito la micorriza ericoide como el Unico tipo de simbiosis que tiene lugar en las
plantas de esta familia (Finlay, 2008; Read & Pérez-Moreno, 2004; Cairney & Meharg, 2003; Smith &
Read, 2002), se ha detectado la presencia de estos endofitos en numerosas ericaceas tanto con
observaciones microscopicas como con herramientas moleculares (Lukésova et al., 2015; Bizabani,
2015; Bruzone et al., 2015; Gorzelak et al., 2012; Baba et al., 2011; Selosse et al. 2007; Bougoure &
Cairney, 2005; Massicotte et al., 2005).

En este estudio, se observaron estructuras morfolégicamente caracteristicas de hongos enddéfitos
septados oscuros (DSE) en ambas especies, especificamente del tipo Rhizoctonia y del complejo
Phialocephala fortinii - Acephala applanata (PAC): micelio dematiaceo con hifas septadas, diferentes
tipos de microesclerocia y red laberintica intercelular. EI morfotipo Rhizoctonia se reconocié como tal
por las presencia de hifas lobuladas y ramificadas que producen segmentos cortos en forma de barril
que tienden a agruparse en células corticales y el morfotipo PAC por la colonizacion intracelular de
cuerpos globosos melanizados. En raices de Erica y Rhododendron también se ha observado la
presencia conjunta de estos morfotipos (Bizabani et al., 2015; Massicotte et al., 2005). Similarmente a
lo que ocurre en la micorriza ericoide, estas observaciones sugieren que las estructuras intraradiculares
formadas estan determinadas por el hongo responsable y por la morfologia de la raiz.

Los hongos enddéfitos se consideran asi porque no producen interfaces especificas para el transporte
de nutrientes cuando colonizan los tejidos vegetales. En estudios preliminares se ha mencionado que
la microesclerocia de los DSE es una estructura que esta relacionada con funciones de dispersion y
almacenamiento y que la red laberintica podria mimetizar las funciones de una red de Hartig, e incluso
se ha demostrado que existe un flujo bidireccional de nutrientes entre planta hospedera y endofitos
septados (Vohnik & Albrechtovd, 2011; Usuki & Narisawa, 2007), por lo que no es descabellado
pensar que las estructuras de las asociaciones endofiticas observadas tengan un papel activo en la

nutricion de las plantas estudiadas.
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4.3.2 Presencia de Micorrizas Arbusculares

En las raices de las plantas bajo estudio, vesiculas y micelio tipicos de micorrizas arbusculares
estuvieron presentes en ambas especies pero arbusculos (tanto del tipo paris como el tipo arum) y
enrollados hifales s6lo se observaron en Vaccinium meridionale, lo que confirma sin lugar a dudas que
estas especies estan beneficidndose mutuamente de este tipo de asociacién, puesto que es aceptado
ampliamente que la presencia de arbusculos, vesiculas y micelio intra e intercelular en un hospedero
cuyos tejidos se ven sanos, es evidencia suficiente para concluir que ambos organismos se encuentran
en simbiosis (Vohnik et al., 2020).

La micorriza arbuscular es abundante en los paramos andinos (Montilla et al., 2018). De hecho, en
una parcela del rosetal-arbustal del paramo desértico EI Banco de la Sierra de la Culata, se reportaron
los valores méas altos de colonizacidbn micorricica arbuscular (Barnola & Montilla, 1997).
Evidentemente, estas estructuras se estan observando en estas especies porque estos hongos se
encuentran en el sustrato circundante. Sin embargo, como se dijo en el parrafo anterior, la presencia de
arbasculos indica la capacidad de estas plantas de establecer este tipo de micorriza. En tal sentido, cabe
mencionar que la micorriza arbuscular fue el primer tipo de micorriza en surgir en el orden Ericales. De
hecho, la subfamilia Enkianthoideae aln se asocia con hongos micorricicos arbusculares
glomeromicetes (Selosse et al., 2007).

Pese a que las subfamilias Ericoideae, Styphelioideae, Harrimanelloideae, Cassiopoideae y
Vaccinioideae muestran asociaciones mas evolucionadas como la micorriza ericoide y cavendishioide,
han habido numerosos reportes de la presencia de micorrizas arbusculares en estas plantas (Bruzone et
al. 2017; Bruzone et al., 2015; Bizabani, 2015, Baba et al., 2011; Fukuchi et al., 2011; Urcelay, 2002;
McLean & Lawrie, 1996; Koske et al., 1990), por lo que parecen haber retenido la condicidn ancestral

de formar micorrizas arbusculares.

4.3.3 Co-colonizacion de las micorrizas ericoides, endofitos septados oscuros y las micorrizas

arbusculares

Se observaron estructuras tipicas de micorrizas ericoides, endofitos septados oscuros y micorrizas
arbusculares, consistentemente en las raices de Vaccinium floribundum y Vaccinium meridionale del
Paramo de la Culata, Mérida, Venezuela. Tales resultados parecen implicar la coexistencia de tres
grupos fungicos completamente distintos. Hasta la fecha, existen varios reportes que constatan la

coexistencia de las micorrizas ericoides con los enddfitos septados en los sistemas radiculares de
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ericaceas de distintas latitudes (Yang et al., 2018; Mandyam & Jumpponen, 2005; Haselwandter &
Read, 1980), asi como la coexistencia de micorrizas ericoides con micorrizas arbusculares en plantas
del género Vaccinium (Koske, 1990). Sin embargo, Urcelay (2002) hizo el primer registro formal de la
presencia de los tres tipos de simbiosis en Gaultheria poeppigii de las montafias de Cordoba,
Argentina, y Bizabani (2015) en especies del género Erica del Reino Floristico de Cabo, Sudéfrica.

En este estudio, no se realizaron estimaciones de intensidad y porcentaje de colonizacion para
determinar qué tipo de asociacién es mas abundante. Sin embargo, la evidencia morfoanatdmica
obtenida indica que posiblemente estos organismos estan colonizando nichos diferentes, ain estando en
la misma porcion de raiz. Los hongos micorricicos ericoides se limitaron a células epidérmicas de
raices juveniles, en tanto que los enddfitos septados, aunque capaces de colonizar las células
epidérmicas de raices jovenes, parecen proliferar en las porciones de raiz con tejidos maduros.

Generalmente, donde se observO micorriza ericoide, también se observo una red laberintica
intercelular o formacion de microesclerocia en la corteza en lugar de la epidermis. Posiblemente, esto
sea resultado de la actividad enzimatica de los hongos ericoides como la liberacion de quitinasas, lo
cual podria ser desfavorable para la coexistencia de hongos endéfitos y micorrizas ericoides en células
adyacentes. Por otro lado, se observo microesclerocia en tejidos cercanos al meristema apical; regiones
que el hongo micorricico ericoide no puede colonizar debido a que las células epidérmicas no se han
diferenciado.

Las micorrizas arbusculares, por su parte, mostraron clara preferencia por las raices adultas. Este
resultado es consistente con lo descrito por Koske et al. (1990) donde las raices mayores a 1,5 mm de
diametro mostraron altos niveles de colonizacion por micorrizas arbusculares, mientras que las raices
de primer orden estaban siendo colonizadas por micorrizas ericoides. Nuevamente, se observa una
diferenciacion espacial. No obstante, los endéfitos septados oscuros también se encuentran colonizando
los tejidos maduros del sistema radicular.

De hecho, en numerosas muestras se observo la colonizacion conjunta por ambos gremios fngicos.
Es posible que estos organismos estén compitiendo por la adquisicion de nutrientes puesto que se ha
demostrado que los exudados de los endofitos septados afectan el desarrollo de los hongos arbusculares
(Yang et al., 2018). Asimismo, se ha descubierto que la colonizacion por micorrizas arbusculares y los
enddfitos septados oscuros se relacionan negativamente con la altitud, sugiriendo que los endofitos
septados son mas prevalentes a altas elevaciones que los hongos arbusculares (Read & Haselwandter,
1981).

Urcelay (2002), observo un comportamiento similar al descrito anteriormente: la micorriza ericoide

se restringio a las partes terminales de las raices mas delgadas cuyo didmetro variaba entre 60 a 120
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um, los endofitos septados colonizaron raices de diametro mayor a 70 um mientras que las micorrizas
arbusculares colonizaron raices de didmetros entre 80 a 250 um.

Desafortunadamente, no hay datos disponibles que sirvan de base para dilucidar cual es la relacion
existente entre estos organismos y cuales son los factores que estan controlando la dinamica en la
interaccion de los mismos. Si se desconoce el rol de los enddfitos septados en las ericaceas que por
afios ha sido reportado como un fendbmeno comin, mucho menos se sabe cudl es el posible rol de las
micorrizas arbusculares en estas especies. En todo caso, es un hecho que las raices de Ericaceae tienen

la capacidad de hospedar hongos taxondmica y fisiolégicamente distintos.

4.4 Otras consideraciones

4.4.1 Micorrizas ericoides: ¢es la evidencia morfolédgica concluyente?

Las plantas del orden Ericales desarrollaron capacidades para hospedar endéfitos en células
individuales y promover la formacion de ovillos hifales (Tedersoo et al., 2009). En principio, cada
célula puede ser colonizada por un hongo diferente, por una especie diferente o por un individuo de la
misma especie genéticamente diferente (Vohnik et al., 2020). Dado que las estructuras generadas por
las micorrizas ericoides son morfolégicamente simples, pueden confundirse con haustorio intracelular
de hongos parasitos y/o con enrollados hifales intracelulares producidos por hongos ericoides putativos.
De hecho, existen numerosos reportes de hongos no ericoides que tienen estilos de vida endofiticos,
saprotroficos y ectomicorricicos capaces de formar estructuras similares a la micorriza ericoide en las
raices de ericéceas, tanto in vitro como en la naturaleza (Grunewaldt-Stécker & von Alten, 2016;
Vohnik et al., 2016; LukeSova et al., 2015; Vohnik et al., 2012; Vohnik et al., 2007; Zhang et al.,
2009).

Por muchos afios, se considerd que la habilidad que exhibe un hongo de formar enrollados hifales
altamente compactos en las células epidérmicas de las ericaceas, es rasgo suficiente para clasificarlo
como micorricico ericoide. Sin embargo, es claro que la presencia dada de un hongo no es
necesariamente sindbnimo de su estado micorricico, aunque ampliamente se interprete de esa manera.
Leake & Read (1991), dijeron: “La observacion en estado natural de un hongo, el aislamiento, el
cultivo y la demostraciéon de que forma “estructuras tipicas” es solamente la primera etapa en la
determinacion de la naturaleza de la relacion existente entre heterotrofo y autotrofo”.

Puesto que muchos hongos son capaces de invadir los tejidos radiculares, para poder describir

legitimamente una asociacion como micorricica, se requiere obtener evidencia de que la relacion
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existente entre hospedero y hongo es mutualista, bajo condiciones similares a aquellas que prevalecen
en la naturaleza. Igualmente, estos investigadores insisten en que debe existir evidencia experimental
de que la infeccién por el hongo conduce a un incremento de la toma de nutrientes en el hospedero y
evidencia experimental que determine hasta qué punto el heterotrofo depende del autétrofo para la
obtencion de carbono.

Todo lo anteriormente expuesto conduce a pensar que la evidencia morfoldgica no es determinante
para concluir que las especies en estudio estan en una simbiosis con hongos micorricicos ericoides. Sin
embargo, si la interaccién micorricica es definida como un proceso morfogenético que unifica la raiz de
la planta hospedera con los hongos del suelo (una definicion que la autora de este trabajo promueve a
usar), entonces las especies en estudio se encuentran en una simbiosis micorricica ericoide. Ahora bien,
si la definicion de micorriza adicionalmente implica una relacion mutualista, entonces para responder a
la pregunta se requiere mas investigacion. En definitiva, la confirmacién morfologica de la presencia de
estos hongos y la descripcién de sus modos de colonizacion es apenas el primer paso hacia el
entendimiento de la relacion existente entre estos dos sistemas; es el atisbo de la punta del iceberg,

mientras que la mayoria del cuerpo sigue oculto esperando a ser descubierto.

4.4.2 Posibles implicaciones fisiologicas de las asociaciones simbidticas observadas

Las raices de las especies en estudio resultaron ser un mosaico complejo donde distintas poblaciones
de hongos micorricicos coexisten, cada uno representado por un numero variable de genets y con
posibles repercusiones fisiologicas y ecoldgicas distintas. La asociacion simultanea con distintos
hongos puede ser una estrategia significativa en el éxito ecoldgico de las ericaceas; siempre y cuando la
diversidad fangica implique también una diversidad funcional. Es decir, si y sélo si diferentes especies
de hongos micorricicos realizan diferentes funciones fisiologicas. Al respecto, se ha demostrado que el
arsenal enzimatico de los hongos micorricicos ericoides varia entre individuos de la misma especie.
Algunos aislados pertenecientes a Hyaloscypha hepaticicola desplegaron distintas habilidades para
utilizar nitrogeno a partir de fuentes organicas e inorganicas mientras que algunas cepas de
Oidiodendron maius exhiben distintos rangos de tolerancia a metales pesados, aln cuando provenian
del mismo sitio (Lacourt et al., 2000; Cairney et al., 2000).

Por otro lado, los ascomicetos responsables de la micorriza ericoide tipica usualmente no atacan los
polimeros de carbono mas recalcitrantes aunque tienen el potencial de movilizar N y P teniendo como
fuente residuos de hongos y plantas. Asimismo, sus habilidades para utilizar la celulosa como su fuente
primaria de carbono son limitadas. Curiosamente, las ericaceas colonizan ambientes con acumulacién
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elevada de compuestos lignocelulosicos, compuestos que pueden ser degradados por basidiomicetos.
Al respecto, dos basidiomicetos co-especificos formadores de micorrizas ericoides con manto,
degradaron un compuesto modelo de lignina que permanecio inalterado en presencia de ascomicetos
micorricicos ericoides (Casieri et al., 2010).

Estos hallazgos demuestran el potencial ligninolitico del basidiomiceto (o basidiomicetos)
responsable de la micorriza ericoide con manto, cuyo comportamiento es similar a muchos de los
basidiomicetos especialistas en la descomposicion, incluyendo el hongo blanco de pudricidn,
generalmente considerado como el agente principal en la degradacién de lignina en los ecosistemas de
bosque (Vohnik et al., 2012). Para la planta, esto podria significar una ventaja evolutiva especialmente
si la lignina se presenta como una restriccion bioquimica que impide la adquisicion de nutrientes. La
capacidad de degradacion de polimeros aroméaticos complejos que exhibe la micorriza ericoide con
manto pudiera permitir la proliferacion en suelos con elevados desechos lignificados, mientras que la
condicion micorricica provee un conducto directo para la transferencia de nutrientes entre planta y
hongo.

En cuanto a las micorrizas arbusculares, el hongo (Glomeromycota) depende completamente del
autotrofo para la obtencion de carbono. De hecho, no se puede crecer en cultivo en ausencia de la raiz
(Peterson et al., 2003). Los hongos micorricicos ericoides tienen mayor acceso a N organico que los
hongos arbusculares dado que poseen proteasas y enzimas especializadas en la degradacion del N como
las lacasas, ascorbato oxidasas y peroxidasas (Wurzburger et al., 2011). En este sentido, es claro qué
beneficios obtiene el hongo al asociarse con una ericacea. Por otra parte, las micorrizas arbusculares
forman redes comunes de micelio (CMN), lo que significa que una vasta diversidad de plantas pudieran
estar enlazadas accediendo al banco nutritivo que representa la micorriza ericoide (Kjeller, et al.,
2010). Desde este punto de vista, asociarse a ericaceas pudiera representar una ventaja evolutiva tanto
para los hongos arbusculares como para los fitobiontes que generalmente se encuentran colonizando.

Por otro lado, los hongos arbusculares poseen enzimas que principalmente estan involucradas en la
incorporacion de P, también confieren proteccion contra factores abidticos como la seguia y la
salinidad y mejoran la estructura y salud del sustrato (Kariman et al, 2018). Es posible que las ericaceas
pudieran obtener estos beneficios a partir de la asociacion con estos hongos. Por otra parte, es bien
sabido que el micelio de las micorrizas arbusculares actia como una extension fisica del sistema
radicular e incrementa la superficie para la toma de nutrientes, una caracteristica que no muestran las
micorrizas ericoides (Finlay, 2008). Sin embargo, todas estas son conjeturas puesto que no hay
evidencia experimental del valor fisiologico que las micorrizas arbusculares pudieran aportar a las

plantas de la familia Ericaceae.
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Con respecto a la asociacion con endofitos septados, las ventajas fisiologicas no son claras. Varios
estudios demostraron que el uso de estos endofitos promueve el crecimiento de la planta, aumenta la
tasa de supervivencia del hospedero y facilita el ciclaje mineral sugiriendo que la relacion entre
hospederos y enddfitos es mutualista. Por ejemplo, en Quercus hintonii se demostro que los endofitos
septados afectan positivamente el crecimiento de plantulas, aumentando la biomasa total y la longitud
del véstago (Jaramillo et al., 2020) asi como también Newsham (2011) encontré que incrementan el
contenido total de N y P en vastago de gimnospermas, monocotiledéneas y dicotiledoneas.

Similarmente, existe evidencia que indica que tienen efectos negativos o neutrales en el hospedero.
Al respecto, Mayerhofer et al. (2013) determinaron los efectos de los enddfitos septados oscuros en la
biomasa vegetal y la concentracion de nitrégeno mediante un meta-andlisis. Estos autores hallaron que
los endofitos septados disminuyeron la biomasa total en comparacion con los tratamientos control, pero
el efecto sobre las concentraciones de nitrogeno fue neutral.

Por otro lado, Wu et al. (2020) compararon los transcriptomas de plantas de Vaccinium corymbosum
no inoculadas e inoculadas con Anteaglonium (ESO) y obtuvieron que los endéfitos septados inducen
una serie de cambios en el metabolismo celular y en las rutas de biosintesis y sefializacion;
especialmente en la absorcion de iones metales y en la ruta de biosintesis de la auxina, una fitohormona
que tiene un rol central en las interacciones raiz-microbios. Parece que la verdadera razén de la
variabilidad observada en estos organismos esta relacionada con las distintas combinaciones
particulares de cepas de ESO, hospederos y condiciones de crecimiento, por lo que el rol fisiolégico de
esta asociacion en las especies estudiadas queda por dilucidar.
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5. Conclusiones y Recomendaciones

> Las caracteristicas morfoldgicas observadas indican que al menos tres grupos de hongos
distintos estan formando micorrizas ericoides en estas especies, cuya presencia se constato con
el aislamiento y cultivo de los mismos, lo que permite dar soporte a la hipdtesis planteada para
concluir que en Vaccinium floribundum y Vaccinium meridionale, estan presentes los hongos
micorricicos ericoides.

> La variabilidad observada en los tipos de colonizacion descritos sugiere que al menos tres
hongos pertenecientes a tres gremios fungicos morfologica y funcionalmente distintos, se
encuentran formando micorrizas ericoides en estas especies; entre los cuales sin duda alguna se
encuentran los basidiomicetos.

> Se observaron estructuras tipicas de endodfitos septados como la microesclerocia y la red
laberintica, asi como también se observaron arbusculos y vesiculas caracteristicas de micorrizas
arbusculares, evidenciando que las micorrizas ericoides no son el Unico tipo de simbiosis que
tiene lugar en las raices de estas especies.

> Las micorrizas ericoides, los hongos endéfitos septados y las micorrizas arbusculares mostraron
preferencias espaciales distintas.

> Los hongos enddfitos septados oscuros y los hongos arbusculares cohabitan en el mismo nicho
ecologico. Se requiere explorar si se correlacionan positiva 0 negativamente y los factores que
modulan su coexistencia.

> Se obtuvieron 5 morfotipos, de los cuales tres corresponden presuntamente a hongos
micorricicos ericoides. No obstante, la caracterizacién morfoldgica de las colonias obtenidas en
cultivo PDA no resulté ser una variable informativa dada la diversidad de simbiontes que se
observaron en estas raices. Se sugiere aplicar una metodologia mas especifica que permita
discriminar mejor entre los simbiontes y recolectar los hongos enddéfitos de interés. Si el tiempo
y el espacio lo permiten, es recomendable utilizar mas de un tipo de medio de cultivo que
favorezca ciertos grupos fungicos e inhiba otros.

> Este estudio demuestra que el uso de microscopio Optico es una metodologia efectiva para
documentar caracteristicas morfoldgicas de las asociaciones que estan teniendo lugar en los
sistemas radiculares de las especies de Vaccinium en sus habitats naturales. No obstante, para
obtener mayor informacion de la naturaleza de estas asociaciones, se recomienda utilizar

microscopia de transmisién electronica y microscopia electronica de barrido, asi como también
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aplicar herramientas moleculares que permitan determinar la identidad de los hongos
observados y evaluar su diversidad genética.

> Se recomienda realizar estudios que comparen la diversidad de hongos dentro de las
poblaciones de Vaccinium para escudrifiar el posible rol que tengan los mismos tanto para las

plantas hospederas como para todo el ecosistema donde las mismas habitan.
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