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RESUMEN DE LA TESINA DE GRADO DE

Paula Victoria Giles. 2023. ¢Estd Amanita muscaria invadiendo los bosques de

Nothofagus dombeyi en Patagonia, Argentina? 56 p.

Amanita muscaria es un hongo ectomicorricico (EM) tipicamente asociado a bosques
templados de Pinus, Abies, Picea, Cedrus, Fagus, Castanea, Quercus y Betula en el
hemisferio norte. Sin embargo, su presencia ha sido reportada en bosques de Nothofagus
dombeyi en los Parques Nacionales Nahuel Huapi (PNNH), Lago Puelo (PNLP) y Los
Alerces (PNLA) de Argentina. Similares situaciones de presencia de esta especie ya se
han registrado en bosques de Nothofagaceae en Oceania y para un bosque de Quercus
humboldtii en Colombia. En esta Tesina, se estudio la presencia de A. muscaria en
bosques de N. dombeyi sin evidencia de Pinaceae, pero también, plantaciones donde hubo
reportes de la especie. Para ello, se colectaron en 11 sitios basidiomas de A. muscaria y
el suelo rizosférico en bosques de N. dombeyi y plantaciones de Pinaceae en todos los
parches de A. muscaria. Los materiales fueron herborizados y se realizaron analisis
morfolégicos y moleculares comparativos de fructificaciones y morfotipos de A.
muscaria presentes en bosques de N. dombeyi y plantaciones en Patagonia. Ademas, se
Ilevd a cabo un ensayo de inoculacion para determinar la efectividad y abundancia de A.
muscaria al colonizar N. dombeyi de distintas edades, comparando la capacidad de dicha
especie fungica para colonizar plantines de P. ponderosa y se propusieron alternativas
para el manejo y control de A. muscaria en bosques de N. dombeyi en PNLP. El presente
estudio demuestra que, sin lugar a dudas, A. muscaria esté invadiendo los bosques de N.
dombeyi dentro de las areas protegidas de PNNH, PNLP y PNLA, evidenciado por la
presencia de basidiomas de la especie en sitios con ausencia de especies vegetales
exoticas, confirmada ademas por presencia de morfotipos de A. muscaria determinados
morfoldgica y molecularmente en sus raices. Si bien la distribucion de A. muscaria esta
aun circunscripta, en pequefios parches, podria avanzar comprometiendo la biodiversidad
de areas protegidas. La invasion de especies EM puede producir desplazamiento de
especies fangicas nativas causando la disminucion de la regeneracion del bosque nativo,
procesos de maladaptacion y cambios en la diversidad de la biota fungica lo que
significaria una gran pérdida de biodiversidad para estos ecosistemas forestales nativos,

de gran valor paisajistico, ecoldgico y econdémico de Patagonia Argentina.

Palabras clave: ectomicorrizas, especies exoticas, maladaptacion, especies nativas.



AN ABSTRACT OF THE UNDERGRADUATE THESIS OF

Paula Victoria Giles. 2023. Is Amanita muscaria invading Nothofagus dombeyi forests in

Patagonia, Argentina? 56 p.

Amanita muscaria is an ectomycorrhizal fungus (EM) normally associated with temperate
Pinus, Abies, Picea, Cedrus, Fagus, Castanea, Quercus and Betula forests in the northern
hemisphere. However, its presence has been reported in Nothofagus dombeyi forests in
Nahuel Huapi (PNNH), Lago Puelo (PNLP) and Los Alerces (PNLA) National Parks of
Argentina. In the same way, the presence of this species has already been reported in
Nothofagaceae forests from Oceania and for a Quercus humboldtii forest in Colombia.
The aim of this Thesis was to study the presence of A. muscaria in N. dombeyi forests not
invaded by Pinaceae, but also, in plantations where the species was reported. For this,
basidiomes of A. muscaria and rhizospheric soil samples were collected in all patches of
A. muscaria derived from 11 sites of in N. dombeyi forests and Pinaceae plantations. The
materials were herborized and comparative morphological and molecular analyzes of
basidiome and morphotypes of A. muscaria present in N. dombeyi forests and Pinaceae
plantations in Patagonia were performed. In addition, an inoculation bioassay was carried
out to determine the efficacy and abundance of A. muscaria when colonizing N. dombeyi
at different ages, comparing the capacity of this species to colonize P. ponderosa
seedlings. In accordance, alternatives for management and control of A. muscaria in N.
dombeyi forests in PNLP were proposed. The present study clearly demonstrates that A.
muscaria is invading N. dombeyi forests located in the protected areas of PNNH, PNLP
and PNLA. The results, evidenced the presence of A. muscaria basidiomes in sites
without the presence of exotic plant species. In addition, A. muscaria morphotypes were
detected morphologically and molecularly, in N. dombeyi roots. Although the distribution
of A. muscaria is still circumscribed, in small patches, it could further invade,
compromising the biodiversity of the natural protected areas. The invasion of EM species
can cause native fungal species displacement, which may cause a decrease in native forest
regeneration, maladaptation processes, and changes in the fungal biodiversity, leading to
a great biodiversity loss of these native forest ecosystems considered, of great landscape,

ecological and economic value of Argentinian Patagonia.

Key words: ectomycorrhizae, exotic species, maladaptation, native species.
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INTRODUCCION

Los Andes Patagonicos en Argentina presentan mas de 5 millones de hectareas
(ha) de bosques nativos e implantados, que comprenden las formaciones boscosas nativas
de Nothofagaceae Kuprian., Araucariaceae Henkel & W. Hochst. y Cupressaceae Rich.
ex Bartl., y también exdticas con varias especies principalmente de Pinaceae Spreng. ex
F. Rudolphi (Dimitri & Orfila 1985). Los bosques de Nothofagaceae y especies asociadas
ocupan una superficie de mas de 3,2 millones de ha (Mohr Bell et al. 2019) y comprenden
las especies Nothofagus pumilio (Poepp. & Endl.) Krasser, N. antarctica (G.Forst.) Oerst,
el siempre verde N. dombeyi (Mirb.) Oerst, Lophozonia obliqua (Mirb.) Heenan &
Smissen, L. alpina (Poepp. & Endl.) Heenan & Smissen, y N. betuloides (Mirb.) Oerst.
que forman extensos bosques monoespecificos y mixtos (Donoso Zegers 2006), siendo
todos ellos ectomicorricicos (EM) obligados (Singer & Morello 1960; Valenzuela Flores
1993; Fontenla et al. 1998). Por otro lado, la iconica Araucaria araucana (Molina) K.
Koch y las especies de Cupressaceae, Fitzroya cupressoides (Molina) I.M. Johnst,
Austrocedrus chilensis (D. Don) Pic.Serm & Bizzarri y Pilgerodendron uviferum (D.
Don) Florin, son todas micorricico-arbusculares (AM) obligadas (Fontenla et al. 1998).
Existen, por otra parte, mas de 120.000 ha forestadas con especies exoticas,
principalmente Pinus ponderosa Dougl. ex Laws, Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco,
P. contorta var. latifolia (Engelmann) Critchfield, P. contorta var. murrayana (Balfour)
Engelmann (Beale & Clodoveo Ortiz 2013; Peri et al. 2016; MinAgrl 2017), Salix L. spp.
y Populus L. spp., ademas de 2.200.000 ha con aptitudes para ser forestadas (Bava et al.
2006; MinAgrl 2017). Esta introduccion de &rboles en un nuevo ambiente ha causado la
introduccion de especies EM en distintos ecosistemas del mundo (Barroetaveiia et al.
2005, 2006, 2007, 2010; Dickie et al. 2010; Salgado Salomon et al. 2011, 2013, 2018a;
Hynson et al. 2013; Bogar et al. 2015; Moeller et al. 2015; Hayward et al. 2015). Por otro
lado, la pérdida y fragmentacion de estos bosques nativos, debido a la extraccion de
madera, pastoreo excesivo, plagas o enfermedades e incendios, alteran su diversidad
bioldgica y eso incluye las asociaciones micorricicas (Bengtsson et al. 2003; Sapsford et
al. 2021).

Las EM son un tipo de asociacion simbidtica mutualista entre hongos
pertenecientes a las divisiones Ascomyecetes y Basidiomycetes y las raices de plantas que
predominan en regiones de climas templados y frios (Allen et al. 1995; Smith & Read

2008). Se desarrollan, principalmente, en especies lefiosas y se caracterizan por la

1



presencia de un manto, de la red de Hartig y de micelio extramatrical (Smith & Read
2008). El manto es un tejido fungico pseudoparenquimatico que cubre externamente a las
raices absorbentes finas, que induce modificaciones morfoldgicas, produciendo distintos
patrones de alargamiento, bifurcaciones o agrupamientos que son especificos entre cada
especie de hongo y cada planta asociada, denominado morfotipo (Smith & Read 2008).
La red de Hartig es la estructura que se forma cuando las hifas se desarrollan entre las
celulas corticales (Smith & Read 2008). Del manto surgen hifas que colonizan el suelo y
forman la red extramatrical y los rizomorfos, que cumplen una funcion de exploracion a
distancia y absorcion (Meyer 1973). La principal funcién de las EM es el intercambio de
nutrientes, agua y fotosintatos (Pérez-Moreno & Read 2004). En el caso del hongo recibe
productos provenientes de la fotosintesis de la planta asociada, mientras que la planta
recibe nutrientes, principalmente fésforo y nitrégeno a través de las hifas del hongo
(Pérez-Moreno & Read 2004). Ademas, las EM son ecoldgicamente cruciales en los
habitats terrestres, mejorando la fertilidad de los suelos (Allen 1991; Tibbett & Sanders
2002; Selosse & Roy 2009), aumentando la tolerancia al estrés hidrico y salino de las
plantas (Comandini et al. 2006; Aguilar-Aguilar et al. 2009), como asi también a los

metales pesados (Sousa et al. 2012; Kalucka & Jagodzinski 2016).

Muchas especies de hongos EM se han reportado como especificos de la especie
vegetal asociada (Borowicz & Juliano 1991; Galan & Moreno 1998; Newton & Haigh
1998), entendiendo este comportamiento como una consecuencia de la coevolucion
(Zhou & Hide 2001). Sin embargo, algunos investigadores no han encontrado
especificidad en los hongos EM de algunas coniferas (Horton & Bruns 1998), reportando
su asociacion con un rango comparativamente amplio de especies vegetales (Malajczuk
etal. 1982; Lee & Kim 1987). Esta falta de especificidad implica que dichas especies EM
tendrian la posibilidad de ampliar eventualmente su rango de hospedantes con facilidad.

Amanita muscaria (L.) Lam. es un hongo EM que forma naturalmente
asociaciones en bosques maduros de Pinus L., Abies Mill, Picea Link, Cedrus Trew,
Fagus L., Castanea Mill, Quercus L. y Betula L. en el hemisferio norte (Nara 2008). La
especie ha sido reportada como presente en la region Patagonia previamente asociada a
plantaciones de Pinus spp. (Barroetavefia 2006; Lorenzo 2018). Sin embargo, reportes de
guardaparques y pobladores de los Parques Nacionales Los Alerces, Lago Puelo (Chubut,
Argentina) y Nahuel Huapi (Rio Negro, Argentina) indican que A. muscaria podria estar

formando una asociacion con N. dombeyi (De Errasti com. Pers.). Situaciones similares
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de presencia de esta especie ya han sido reportadas para los bosques de Nothofagaceae
en Nueva Zelanda, Tasmania y Australia (Stevenson 1962; Fuhrer & Robinson 1992;
Johnston et al. 1998; Dunk 2002; Hall et al. 2003; Fuhrer 2005; May 2006; Robinson
2010), y en Q. humboldtii Bonpl. en Colombia (Vargas et al. 2019) donde podria estar
desplazando a las especies EM nativas (Fuhrer 2005). Este mismo fendmeno en los
bosques andino patagénicos, podria significar una gran pérdida de biodiversidad para
estos ecosistemas forestales nativos, de gran valor paisajistico, ecoldgico y econémico de

la Patagonia Argentina.



ESTADO DEL ARTE
Amanita muscaria

Caracterizacién taxondmica

Reino: Fungi;
Filo: Basidiomycota;
Clase: Agaricomycetes;
Orden: Agaricales;
Familia: Amanitaceae;
Género: Amanita;

Especie: Amanita muscaria (L.) Lam. (1783)

Caracterizacion morfoldgica

Este hongo crece en el suelo formando una red de filamentos microscopicos,
[lamados hifas que se asocian con las raices de los &rboles, formando EM. Parte de esas
hifas, en otofio, forman una estructura reproductiva llamada basidioma, esporoma, cuerpo
fructifero o seta (Fig. 1) (Lorenzo 2018).



Figura 1. Basidioma de A. muscaria. Foto: Dalma Raymundi.

Macroscopia: presenta un pileo de 9-12 cm de didmetro, que es globoso en
estadios tempranos y esta cubierto por un velo universal (Jenkins & Petersen 1976), el
cual es una membrana mas 0 menos gruesa que cubre todo el primordio del cuerpo
fructifero tipicamente en forma de huevo (Fig. 2 a) (Furci 2007; Guifién 2014; Lorenzo
2018). A medida que se expande, el pileo se hace hemisférico y finalmente, en la madurez,
es aplanado o levemente deprimido en el centro, con un margen mas o menos estriado
(Fig. 2 b) (Jenkins & Petersen 1976). La cuticula es separable, himeda, viscosa y
brillante, de color rojo vivo homogéneo, pero también anaranjado rojizo o amarillo
anaranjado especialmente en los margenes (muchas veces dependiendo del lugar donde
el cuerpo fructifero esta creciendo). El pileo esta recubierto de restos del velo universal
en forma de granulaciones o escamas blancas a amarillentas, que forman circulos mas o

menos concéntricos (Jenkins & Petersen 1976; Lorenzo 2018).



La carne es blanca en el pileo, pero amarillenta debajo de la cuticula, sin olor ni
sabor; después de secarse se oscurece (de color crema a pardo claro) y toma un olor acre
y poco agradable (Lorenzo 2018).

El estipite es blanco, cilindrico y facilmente separable del pileo, con base bulbosa
y una volva tipicamente fragmentada cuyos restos se disponen en varios circulos
concentricos. El anillo es membranoso, muy amplio, y de color blanco a amarillento (Fig.
2 ¢). Las laminillas son libres a anexas, de color blanco amarillento (Fig. 2 d) (Jenkins &
Petersen 1976; Furci 2007; Guifion 2014; Lorenzo 2018).

Microscopia: esporada blanca (Fig. 2 e). Esporas ovoides a elipsoidales, de 6.9-
7.7 x 9.2-10 um, de pared delgada, lisas, hialinas, y no amiloides (Jenkins & Petersen
1976). Los basidios son claviformes, 37-60 x 8-10 um y tetrasporicos, pleurocistidios
ausentes (Daniele et al. 2005; Guifion 2014).

Figura 2. Morfologia de A. muscaria. a) Ejemplar joven de A. muscaria en forma de
huevo, b) Ejemplar adulto de A. muscaria, c) Anillo de color amarillento luego de pasadas

unas horas la colecta, d) Laminillas y d) Caracteristica esporada blanca.



Los morfotipos de A. muscaria asociados con Picea, Cedrus y Pinus han sido
descriptos por Agerer & Rambold (2004-2023) y Daniele et al. (2005). Los morfotipos
descriptos con Fagales Engler por su parte, incluyen a la asociacion con Betula, y con

Lophozonia cunninghamii (Hook.) Heenan & Smissen descriptas a continuacion.

Ectomicorriza de A. muscaria asociada a Betula (Agerer & Rambold 2004-2023):

Ramificacion monopodial pinnada o monopodial piramidal. Puntas de 0,22-0,54
mm de didmetro, curvadas en un plano, sinuosas o tortuosas y cilindricas. Normalmente
es de color blanquecino tornadndose a ocre y marrones amarillentos o castafios cuando
senescente. Textura lisa, pero puede contener detalles granulosos. Hifas emanantes
ausentes. Rizomorfos concolor con el manto, poco frecuentes restrictos a un punto.
Elementos emanantes tipo rizomorfos o cistidios localizados desde la superficie del
manto. Manto externo plectenquimatoso con arreglo tipo anillo, septos simples y células
dilatadas. Manto interno plectenquimatoso a pseudoparenquimatoso con agrupamientos
de células que no siguen ningln patron. Cistidios fusiformes o globulares que pueden
tener septos simples o fibulados en la célula basal. Textura lisa con contenidos finamente

granulado.

Ectomicorriza de A. muscaria asociada a Lophozonia cunninghamii (Dunk et al.
2011):

Ramificacion tipicamente monopodial piramidal que se ramifica de forma
variable, desde muy ramificado a pocas ramificaciones dispersas. Las puntas son derechas
a curvadas en un plano o ligeramente tortuosas, color blanco con moteado marrén palido
y textura finamente afieltrada. La longitud varia entre de 0,20-1,65 mm mientras que el
ancho varia entre 0,17-0,28 mm, los morfotipos suelen tener alrededor de 1 mm de largo
y 0,2 mm de ancho. Posee agrupamientos miceliales blancos de 25-100 um de diametro
desde la superficie del manto restrictas en un punto. Los rizomorfos se componen de hifas
compactas lisas e indiferenciadas de ancho variable (1-6,5 um). Estas hifas son hialinas
con paredes delgadas y a menudo contienen contenidos celulares granulares finos. Las
uniones hifales son raras y no se observaron anastomosis. No posee hifas emanantes pero

ocasionalmente se observaron hifas tipo cistidios cortos. Estas hifas son variadas en



forma, formadas por una sola célula fusiforme, curvadas en un plano con septos simples.
No fueron observadas fibulas. Manto externo prosénquima neto denso. Manto interno
sinénquima irregular no intertrabado, ocasionalmente tiene células elongadas o

ligeramente intertrabadas.

Mitologia y simbolismo

Amanita muscaria tiene una larga historia de uso en diversas actividades humanas.
Documentos histéricos, como pinturas murales, tallados en madera y esculturas sugieren
que las propiedades psicotropicas de este hongo han sido conocidas desde la antiguedad
y que ha sido utilizada con fines religiosos, sociales y terapéuticos en todos los
continentes, particularmente en Asia (Michelot & Melendez-Howell 2003). Por ejemplo,
representaciones de este hongo han sido reportadas en pinturas rupestres policromadas en
el Sahara datadas en el Paleolitico (9000-7000 a. C.) (Michelot & Melendez-Howell
2003); por mas de 4000 afios fue el ingrediente de una bebida ritual sagrada y alucin6gena
llamada “soma” en India e Iran, mientras que los chamanes siberianos lo consumian, solo
0 en un extracto con agua, leche de reno o con el jugo de varias plantas dulces para viajar
a otra realidad (Schultes & Hofmann 1979). En paises de Norteamérica y Mesoamerica,
A. muscaria también ha sido utilizado como un hongo alucinégeno sagrado en préacticas
chamanicas (Schultes & Hofmann 1979). Segun una teoria que surgi6 en el siglo XVIII,
los berserker (siglos VIII-XI), guerreros escandinavos profesionales, se sumian en una
especie de trance de furia casi incontrolable, eran insensibles al dolor y si estaban heridos
en la batalla no lo sentian y seguian adelante (Hinojosa Becerra & Marin-Gutiérrez 2017;
Kamienski & Lopez 2017). En 1784, Samuel Lorenzo @dman, tras comparar las
descripciones del berserkgang («furor berserker») con los relatos acerca del uso de
hongos toxicos por parte de las tribus siberianas, en especial los koriak, llegd a la
conclusion de que ambos se comportaban de manera similar, y propuso que los berserkers
debian de inducirse ese estado mediante la ingesta de este hongo (Kamienski & Ldpez
2017).

Amanita muscaria es probablemente uno de los hongos mas conocido por su
vistosa apariencia y ha aparecido en numerosas historias de cuentos fantasticos tales como
Los Pitufos, o el videojuego Super Mario Bros. También han aparecido en diversas

peliculas y en literatura. Algunos ejemplos son Alicia en el Pais de las Maravillas (1865)



de Lewis Carroll, Hereward, Last of the English (1866) de Charles Kingsley y The
Documents in the Case (1930) de Dorothy Sayers (Crundwell 1987).

Toxicidad en humanos v consideraciones con la fauna nativa

Ha sido utilizada, mezclada con leche, para matar a las moscas, de ahi su nombre
“matamoscas 0 agarico de lamosca”. Es una especie toxica que contiene compuestos con
accion insecticida y narcotica (Furci 2007; Lorenzo 2018). Aunque no es mortal, se han
citado algunos casos fatales por consumo de grandes cantidades de basidiomas. Los
toxicos se localizan en todas las partes del cuerpo fructifero, por lo que quitarle el pie
antes de consumirla, no evita la intoxicacion (Lorenzo 2018). Contiene los alcaloides
psicoactivos muscarina, acido iboténico y muscimol (Rampolli et al. 2021). Estas dos
ultimas sustancias actian como neurotransmisores en el sistema nervioso central (SNC),
siendo el muscimol el agente responsable de la mayoria de los sintomas, que comienzan
de 30 minutos a 2 horas después de la ingesta (Rampolli et al. 2021). La manifestacién
clinica relacionada con la ingestion se caracteriza por sintomas del SNC como confusion,
mareos, agitacion, ataxia, cansancio y cambios en la percepcion visual y auditiva
(Michelot & Melendez-Howell 2003; Lorenzo 2018; Rampolli et al. 2021). Las nauseas,
los vomitos y la diarrea son poco frecuentes (Michelot & Melendez-Howell 2003;
Rampolli et al. 2021). En intoxicaciones extremadamente graves, puede haber comay, en
casos raros, insuficiencia circulatoria y respiratoria que conduce a la muerte (Rampolli et
al. 2021).

Debido a su toxicidad, también debe tenerse especial cuidado con animales. Se ha
reportado intoxicacién en perros y gatos que pueden ser fatales (Beug & Shaw 20009;
Romano et al. 2019). Esto puede depender del tamafio de éstos y de la cantidad de los
basidiomas consumidos, ya que la toxicidad se mide en términos de cantidad de toxina
por kg de peso corporal; asi un pequefio perro o gato que come un basidioma termina con
una concentracion mucho mas alta que un humano (Beug & Shaw 2009; NAMA 2023).

Otros animales reportados como consumidores de A. muscaria son los renos o
caribles (Rangifer tarandus, L. 1758), muy comunes en Siberia y América del Norte, que
actian como si estuvieran ebrios, corren sin rumbo haciendo ruidos extrafios, y
sacudiendo las cabezas (Arnold 2016). Dentro de la familia de los cérvidos nativos del

bosque andino patagdnico, se encuentran el huemul (Hippocamelus bisulcus, Molina



1782) y pudd (Pudu puda, Molina 1782), ambos en constante declinacién poblacional,
categorizados por UICN y SAyDS-SAREM como En Peligro de Extincion y Vulnerable,
respectivamente (Black-Decima et al. 2016; Silva-Rodriguez et al. 2016; Ballari et al.
2019). En el caso de que consuman este hongo su vulnerabilidad aumentaria, debido a
que los vuelve presa facil de otros animales o de humanos. En uno de los muestreos
realizados para este trabajo, en el Parque Nacional Los Alerces, pudimos observar un
zorro colorado (Lycalopex culpaeus, Molina 1782) que habia consumido una gran
cantidad de sombreros de A. muscaria (Fig. 3), actuando como si estuviera perdido,

corriendo de manera no habitual y sin notar nuestra presencia.

Figura 3. Restos de A. muscaria consumidos por zorro colorado.

Invasiones fungicas EM y su impacto en bosques nativos

Las micorrizas son asociaciones simbioticas entre los hongos y las raices de las
plantas, por lo tanto, ambos dependen de esta asociacion, ya que sin ella no podrian
sobrevivir (Smith & Read 2008). Esto significa que, si se encuentran fructificaciones de
una especie EM en ambientes naturales, efectivamente existe una asociacion micorricica
con alguna de las especies vegetales presentes (Bagley & Orlovich 2004; Smith & Read
2008). Si bien la presencia de basidiomas claramente refleja la presencia de micelio
asociado a raices de alguna especie vegetal, su ausencia no puede ser interpretada como
ausencia de micelio; por otra parte, es posible la colonizacion de raices en sitios distantes
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al lugar de aparicion de los basidiomas (Gardes & Bruns 1996). Por ello, el censo de
basidiomas es parcialmente informativo, provee informacion limitada acerca de la
dinamica de invasién de hongos EM (Bagley & Orlovich 2004), pero debiera ser

complementado con analisis moleculares de apices radicales siempre que sea posible.

En Patagonia, se ha reportado que algunos hongos EM como Hebeloma hiemale
Bres. y Wilcoxina Chin S. Yang & Korf sp., cominmente asociados a P. menziesii (Cline
et al. 2005; Barroetavefa et al. 2007) y que no habian sido reportados previamente para
los bosques de Nothofagaceae, se asociaron con plantines de N. antarctica (Salgado
Salomon et al. 2018a). A su vez, Inocybe sindonia (Fr.) P. Karst. y Amanita rubescens
Pers., tipicamente asociadas a bosques de P. menziesii y P. radiata D. Don
respectivamente, podrian estar formando una asociacion con bosques de N. dombeyi y N.
pumilio, dado que fueron reportadas, aunque sin confirmacién molecular, en areas
protegidas con invasion evidente de coniferas exoticas (Romano & Kuhar 2017). La
invasion de especies EM puede producir desplazamiento de especies fingicas nativas
causando la disminucion de la regeneracion del bosque nativo (Inderjit et al. 2006;
Mummey & Rillig 2006; Zhang et al. 2007; Rudgers & Orr 2009; Salgado Salomdn et al.
2013, 2018a), procesos de maladaptacion (Klironomos 2003; Kranabetter et al. 2015) y
cambios en la diversidad de la biota fungica (Dickie & Johntson 2008; Dunk et al. 2011;
Policelli et al. 2019).

En Oceania, particularmente en Australia, A. muscaria ha sido introducida junto
con la introduccion de P. radiata y probablemente con otras especies vegetales como
robles, dlamos y abedules, entre 1920-1940 y en la region de Victoria en 1960 (Stevenson
1962). En 1992, basidiomas de A. muscaria fueron observados en un bosque mixto de
Nothofagus-Eucalyptus en el Estado de Noojee, Victoria, sin arboles de P. radiata u otras
especies vegetales reconocidas a la vista (Fuhrer & Robinson 1992). Diez afios después,
el hongo todavia estaba fructificando en el sitio, y observaciones posteriores en los
ultimos cinco afios indicaron que su area de distribucion se estaba extendiendo
lentamente, lo que sugirio que A. muscaria se habia establecido con éxito en una
asociacion micorricica con al menos una de las especies nativas en el area (Dunk et al.
2011). Luego de la colecta de raices y analisis moleculares se determind que A. muscaria
se asocid con L. cunninghamii (Dunk et al. 2011). Segun Dunk et al. (2011), no existen
registros de presencia de P. radiata u otros arboles introducidos en este sitio en el pasado,

y los especimenes mas cercanos de P. radiata se ubicaron aproximadamente 1700 m al
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oeste a lo largo de la via de acceso. El sitio se encontraba expuesto a una perturbacién
considerable, incluyendo la tala continua de eucaliptos, y situado en medio de un camping
con suelo de grava. Evaluando los tiempos entre la introduccion de &rboles exdticos al
avistaje de los primeros basidiomas se puede inferir que el cambio de especie vegetal
asociada entre Pinus y Lophozonia se ha logrado en un tiempo relativamente corto, lo que

plantea preocupaciones para el futuro (Dunk et al. 2011).

Entre los procesos asociados a la invasion, la maladaptacion es uno de los que
genera mas preocupacion en esta situacion de posible invasion de N. dombeyi. Se define
como una disminucion relativa en la aptitud (supervivencia, crecimiento, nutricion), de
las especies vegetales asociadas (Kranabetter et al. 2015). Ademas, las EM compiten por
los recursos de las raices (planta asociada, fuente de carbono) y del suelo (nutrientes y
agua) (Kennedy et al. 2007). En el caso de A. muscaria que ha invadido bosques de
Nothofagaceae en Oceania, producen una alta densidad de basidiomas cuando esta
presente en estos bosques, por lo que es 16gico suponer que esta capturando una porcion
significativa de los recursos disponibles, haciendo que estos no estén disponibles para los

hongos nativos (Dickie et al. 2008).
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OBJETIVOS
Obijetivo general
e Contribuir al conocimiento de las especies invasoras de hongos ectomicorricicos

en bosques de Nothofagus de Patagonia Argentina.

Obijetivos especificos
1. Determinar la presencia de la especie exotica A. muscaria formando

ectomicorrizas con N. dombeyi.

2. Realizar andlisis morfologicos y moleculares comparativos de fructificaciones
y morfotipos de A. muscaria presentes en bosques de N. dombeyi y

plantaciones de Pinus spp. en Patagonia.

3. Analizar la efectividad y abundancia de A. muscaria al invadir plantines de

N. dombeyi.

4. Proponer alternativas para el manejo y control de A. muscaria en bosques de

N. dombeyi, discutiendo posibles vias de invasion.
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MATERIALES Y METODOS

Trabajo de campo

Durante los otofios de 2020, 2021 y 2022 se colectaron 18 colecciones de
basidiomas de A. muscaria en bosques de N. dombeyi y plantaciones de Pinus, también
conformadas por ejemplares de Picea, Pseudotsuga, Sequoia, Betula y Quercus en las
provincias de Neuquén, Rio Negro y Chubut. A cada coleccién, se le realizaron
descripciones en fresco, se tomaron fotos y se referenciaron con puntos de GPS en el sitio
de colecta (Fig. 4 y 5, Tabla 1). Todos los sitios de muestreo corresponden al Distrito del
Bosque Caducifolio, Provincia Subantértica, Dominio Subantartico (Cabrera & Willink
1980).
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Tabla 1. Caracteristicas de los sitios de muestreo.

Coleccién

Cddigo

HCFC

Sitio*

Lat/Long

Fecha de

colecta

Especies
vegetales

presentes?

Observaciones

Al

3155

Lago
Verde-PNLA

42° 43.123° S
71°43.670° O

25/4/2020

PIPO,
NODO,
AUCH,
ARCH,
LOHI,
LUAP,
MACH

A2

3156

El Aura-
PNLA

420 43.034° S
71°43.705° O

25/4/2020

PIPO,
LUAP,
DU,
MACH

A3

3157

El Aura-
PNLA

42° 43.040° S
71°43.612° O

25/4/2020

PIPO,

PRCE,
LUAP,
MACH

Ad

3158

Plantacion
camino a
Corcovado

43°32'14.38" S
71°28'43.02" O

3/6/2020

PIRA,
PIPO,
ROEG

A5

3159

Lago Verde-
PNLA

42043123 S
71°43.670° O

21/4/2021

PIPO,
NODO,
AUCH,
ARCH,
LOHI,
MACH

AB,
A8

A7,

3160,
3161,

3162

El Aura-
PNLA

42° 43.129° S
71°43.722° O

271412021

PIRA,
NODO,
LOHI,
ARCH,
LUAP,
AUCH

A9

3163

A° Los Hitos-
PNLP

42° 6'16.00" S
71°43'42.68" O

13/5/2021

NODO,
LOHI,
GEAV,
GAMU,
RHSP,
MYNU,
LUAP,
AUCH

Area transitada
por personas
que utilizan una
senda de
montafia a
orillas del
arroyo Los
Hitos y que
conecta el sector
de acceso con el
limite
internacional
con Chile.
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Coleccién | Coédigo | Sitio? Lat/Long Fecha de | Especies Observaciones
HCFC colecta vegetales
presentes?
Al10 3164 Lago Lolog Sin datos Abril- PISP
2021
All 3165 Vivero Lote | Sin datos Abril- PISP
69 2021
Al2 3166 El Foyel 41° 36.743° S | 4/4/2022 | PIRA
71°28.085° O
Al3 3167 El Manso- | 41° 35.748° S | 4/4/2022 | NODO Area a orillas
PNNH 71°34.134° 0O del rio Manso.
Al4 3168 Intendencia 42° 05.616° S | 5/4/2022 | SESP,
Vieja-PNLP 071°36.934° O PICE,
PSME,
LUAP
Al5 3169 Camping 42°05.964° S 5/4/2022 | NODO, Sitio de acampe
Gendarmeria- . , LOHI, a orillas del
PNLP 71°41.027° 0 AUCH, Lago  Puelo
GAMU, donde especies
RHSP, de los géneros
ROEG Pinus, Picea y
Acer han sido
plantadas
previamente a la
creacion del
area protegida.
Al6 3170 Camino 42°43'49.86"S | 3/5/2022 | NODO, Sitio entre orilla
pasarela Pto. ra FICU del Lago
Chucao- 71°455.64"0 Menéndez y
PNLA sendero.
Al7 3171 A° Los Hitos- | 42°6'16.00" S | 19/4/2022 | NODO,
PNLP e LOHI,
71°43'42.68" O GEAV,
GAMU,
RHSP,
MYNU,
LUAP,
AUCH
Al8 3172 Mallin Sin datos 13/4/2022 | PISP
Ahogado

Sitios': PNNH: Parque Nacional Nahuel Huapi; PNLA: Parque Nacional Los Alerces, PNLP: Parque
Nacional Lago Puelo. Especies presentes?. ARCH: Aristotelia chilensis; AUCH: Austrocedrus chilensis;
BEPE: Betula pendula; DIJU: Diostea juncea; FICU: Fitzroya cupressoides; GAMU; Gaultheria
mucronata; GEAV: Gevuina avellano; LOHI: Lomatia hirsuta; LUAP: Luma apiculata; MACH: Maytenus
chubutensis; MYNU: Myrteola nummularia; NODO: Nothofagus dombeyi; PICE: Picea spp.; PIPO: Pinus
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ponderosa; PIRA: Pinus radiata; PISP: Pinus spp.; PRCE: Prunus cerasus; PSME: Pseudotsuga menziesii;

QUSP: Quercus spp.; RHSP: Rhaphithamnus spinosus; ROEG: Rosa eglanteria; SESP: Sequoia spp.

Cuando se observaron basidiomas de A. muscaria asociados a bosques de N.
dombeyi sin presencia de especies exdticas se tomaron muestras de suelo con raices
asociadas, debajo del basidioma de A. muscaria. Se consider0 ausencia de especies
exaticas a sitios donde las especies vegetales exoticas ectomicorricicas se encontraran a
mas de 5000 m o a més de 1000 m en caso de contarse una barrera natural como un rio.
Para una mayor representatividad de la muestra se tomaron muestras de suelo con pala de
los primeros 10 cm de profundidad (zona donde se desarrollan la mayor cantidad de
raicillas de las especies de Nothofagus Blume). Las muestras fueron colocadas en bolsas
de polietileno nuevas y llevadas al laboratorio de Microbiologia Aplicada y Fitopatologia

del CIEFAP, donde fueron conservadas a 4°C hasta su posterior analisis.

Anélisis de laboratorio

a) Identificacion y descripcion morfo-anatomica de morfotipos:

Se cuantificaron los morfotipos presentes en las raicillas, segin la metodologia
descripta por Goodman et al. (1996). Cada muestra de suelo fue lavada con agua corriente
sobre un tamiz de 2 mm para colectar las raices finas de N. dombeyi, que se colocaron en
bandejas con agua corriente para ser analizadas bajo lupa estereoscopica Zeiss Stemi 508.
Los morfotipos fueron caracterizados segun el tamafio, arquitectura, color, aspecto de la
peridermis, presencia de hifas emanantes y rizomorfos, y se realizaron preparados
microscopicos en agua destilada para evaluar la anatomia considerando las caracteristicas
de la red de Hartig, forma y dimensiones de las hifas, presencia y tipo de septos y
presencia de concreciones de cristales sobre las paredes u ornamentaciones (Agerer 1994,
Agerer & Rambold 2004-2023; Goodman et al. 1996; Dunk et al. 2011).

Los morfotipos se preservaron a -18°C para posteriores analisis moleculares en el

Cepario del Area de Fitopatologia y Microbiologia Aplicada del CIEFAP.
b) Identificacion morfoldgica de basidiomas:

Se describieron las caracteristicas morfologicas y reacciones quimicas (KOH 3%,
Sulfovainillina) de los basidiomas colectados (Largent 1986; Largent et al. 1986). Los

caracteres microscépicos taxondmicamente relevantes (esporas, basidios, pileipellis) se
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visualizaron en KOH (3%) y Floxina, Azul de Algodon y/o Melzer, utilizando un
microscopio Leica Wild M3Z. Para la estadistica de las esporas, las mismas fueron
colectadas de la cortina del estipite, que es donde se encuentran las esporas maduras.
Todas las mediciones se llevaron a cabo en numeros estadisticamente relevantes (n> 60)
(Salgado Salomén et al. 2018b). Colores de las estructuras fangicas y EM fueron

determinados con tablas de colores (Mearz & Paul 1930).

Todos los materiales colectados se herborizaron en estufa de aire forzado a 45°C
y se depositaron en el Herbario (HCFC) del Area de Fitopatologia y Microbiologia
Aplicada del CIEFAP.

La nomenclatura y clasificacion de las especies identificadas corresponden a la

citada en la base de datos del Index Fungorum (www.indexfungorum.org).
c) Analisis moleculares:

Para la extraccion de ADN de los basidiomas se tomaron 2-3 laminillas de cada
coleccion, sin evidencias de contaminacién y se utilizé el método CTAB segun Salgado
Salomén et al. (2018b).

Se amplificé la region 1TS1-5.8S-1TS2 del ADNr utilizando los primers 1TS4 e
ITS5. Para la reaccion de PCR se incluyeron: 12,5 pL. de GoTaq polymerase master mix
(Promega, Madison, Wi, USA), 0,5 puL de primer ITS1F 10 uM, 0,5 pL de primer ITS4
10 uM, 0,5 uL de BSA, 10 pL de agua estéril libre de nucleasas y 1 uL. de ADN. El
volumen final de la reaccion fue de 25 puL (adaptado de Salgado Salomén et al. 2018b).
Las reacciones de PCR se realizaron en el termociclador My CyclerTM (BioRad). Para
los basidiomas el protocolo de amplificacidn utilizado para la regién ITS fue adaptado
del descripto por Salgado Salomon et al. (2017) e incluy6 una desnaturalizacion inicial a
95°C por 5 min, seguido por 41 ciclos de annealing a 94°C por 45 s, a 54°C por 45 s,
desnaturalizacion a 72°C por 1 min, con una elongacion final de 10 min a 72°C.

Para la extraccion de ADN de los morfotipos se seleccionaron 2 a 5 puntas de
raices representativas de cada uno para cada sitio, cuidando que estuvieran turgentes, sin
evidencias de senescencia a fin de evitar contaminacion con otros hongos. Fueron lavados
dos veces con agua destilada estéril y conservados a -18°C. La extraccion de ADN siguio
el método CTAB segun Salgado Salomén et al. (2018a). Se amplificé la region ITS1-
5.8S-1TS2 del ADNr utilizando los primers ITS1F e ITS4 (Gardes & Bruns 1993; White
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etal. 1990). Para la reaccion de PCR se incluyeron: 12,5 uL. de GoTaq polymerase master
mix (Promega, Madison, Wi, USA), 0,5 uL de primer ITS4 10 uM, 0,5 puL de primer ITS5
10 uM, 0,5 uL de BSA, 8 uL de agua esteéril libre de nucleasas y 2,5 uLL de ADN. El

volumen final de la reaccion fue de 25 pL (adaptado de Salgado Salomon et al. 2018a).

El protocolo de amplificacion utilizado para la region ITS fue adaptado de Salgado
Salomén et al. (2017), e incluy6 una desnaturalizacién inicial a 95°C por 5 min, seguido
por 50 ciclos de annealing a 94°C por 45 s, a 54°C por 45 s, desnaturalizacion a 72°C por

1 min, con una elongacion final de 10 min a 72°C.
d) Secuenciacion:

Todos los productos PCR obtenidos se separaron en un gel al 1% de agarosa (p/v)
tefiido con Gel-RedTM (Biotium, California, EEUU) y se visualizaron con iluminacion
UV. Se secuenciaron de manera tercerizada, en un secuenciador automatico de capilares
modelo ABI3130 (Applied Biosystems) en CERELA (Tucuman, Argentina).

e) Anadlisis filogenético de las secuencias:

Para corregir, alinear y realizar andlisis filogenéticos de todas las secuencias
obtenidas en este trabajo (basidiomas y morfotipos) se realizo la comparacion “Blastn”
de Genbank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). La matriz de alineamiento se
conformd con secuencias de trabajos de referencia (Tabla 2) (Oda et al. 1999, 2004; Geml
et al. 2006, 2008; Dunk et al. 2011). El outgroup utilizado corresponde a la secuencia de
A. ceciliae LEM950069 AB015694.

Las secuencias obtenidas en este trabajo fueron inicialmente editadas con BioEdit
7.0.9.0 (Hall 1999). Mientras que el alineamiento se realiz6 utilizando la estrategia L-
INS-i implementada en MAFFT v 7.0 (Katohy Standley 2013) y ajustado manualmente
usando el software MEGA vX (Kumar et al. 2018). El conjunto de datos ITS final quedd
compuesto por 70 secuencias y 638 caracteres incluyendo gaps. Se determinaron los
mejores modelos de evolucion utilizando el criterio AIC (Akaike 1974) implementado en
JModelTest (Posada 2008) y fue GTR+G. El andlisis del conjunto de datos se realizd
utilizando Maximum Likelihood usando RAXML 7.2.8 (Stamatakis 2014). Los valores

de Bootstrap en el arbol mas probable fueron calculados con 1000 repeticiones.

Las secuencias producidas en esta tesina con calidad inferior a 350 bp y de mala

calidad no fueron utilizadas en los analisis filogenéticos.
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El trabajo de laboratorio y analisis correspondientes a esta seccion fueron

realizados en el Laboratorio de Biologia Molecular del Area de Fitopatologia y
Microbiologia Aplicada del CIEFAP.

Tabla 2. Secuencias incluidas en el analisis filogenético.

Especie Sitio NUmero de | Tipo de| Cita
acceso de | muestra
GenBank

Amanita Plantacién 0Q324766 Basidioma | Esta
muscaria camino a tesina

Corcovado
Amanita El Aura-PNLA | 0Q324769 Basidioma | Esta
muscaria tesina
Amanita A° Los Hitos- | 0Q324770 Basidioma | Esta
muscaria PNLP tesina
Amanita El Manso- | 0Q324774 Basidioma | Esta
muscaria PNNH tesina
Amanita Intendencia 0Q324775 Basidioma | Esta
muscaria Vieja-PNLP tesina
Amanita Mallin 0Q324778 Basidioma | Esta
muscaria Ahogado tesina
Amanita A° Los Hitos- | 0Q324779 Morfotipo | Esta
muscaria PNLP tesina
Amanita Fairbanks, DQ060891 Cepa Geml et
muscaria. var. | Alaska, EEUU al. 2006
formosa
Amanita Fairbanks, DQO060907 Cepa Geml et
muscaria. var. | Alaska, EEUU al. 2006
regalis
Amanita Fairbanks, DQ060892 Cepa Geml et
muscaria. var. | Alaska, EEUU al. 2006
formosa
Amanita Bonanza DQ060893 Cepa Geml et
muscaria Creek LTER al. 2006

site,  Alaska,

EUUU
Amanita Cascade, AB080793 Basidioma | Oda et
muscaria. var. | ldaho, EEUU al. 2004
alba
Amanita Amador, AB080795 Basidioma | Oda et
muscaria. var. | California, al. 2004
formosa EEUU
Amanita Piscataquis, AB080792 Basidioma | Oda et
muscaria. var. | Massachusetts, al. 2004
formosa EEUU
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Especie Sitio NUmero de | Tipo de | Cita
acceso de | muestra
GenBank
Amanita Hampshire, AB080788 Basidioma | Oda et
muscaria Massachusetts, al. 2004
EEUU
Amanita Hampshire, AB080789 Basidioma | Oda et
muscaria Massachusetts, al. 2004
EEUU
Amanita Chino-shi, AB081296 Basidioma | Oda et
muscaria Nagano, Japon al. 2004
Amanita Alpine, AB080794 Basidioma | Oda et
muscaria. var. | California, al. 2004
formosa EEUU
Amanita Sussex  Co., | EU071899 Cepa Geml et
muscaria New  Jersey, al. 2008
EEUU
Amanita Monmouth EU071917 Cepa Geml et
muscaria Co., New al. 2008
Jersey, EEUU
Amanita Bronx, Nueva | AB080790 Basidioma | Oda et
muscaria York, EEUU al. 2004
Amanita Lawrence, AB080791 Basidioma | Oda et
muscaria Massachusetts, al. 2004
EEUU
Amanita Cape May Co., | EU071901 Cepa Geml et
muscaria New Jersey, al. 2008
EEUU
Amanita Dovre, AB080780 Basidioma | Oda et
muscaria. var. | Oppland, al. 2004
regalis Noruega
Amanita Nordre-land, AB080782 Basidioma | Oda et
muscaria.  var. | Oppland, al. 2004
regalis Noruega
Amanita Gjovik, AB080781 Basidioma | Oda et
muscaria. var. | Oppland, al. 2004
regalis Noruega
Amanita Nome, Alaska, | DQ060909 Cepa Geml et
muscaria. var. | EEUU al. 2006
regalis
Amanita Eagle Summit, | DQ060905 Cepa Geml et
muscaria. var. | Alaska, EEUU al. 2006
regalis
Amanita Dalton DQ060904 Cepa Geml et
muscaria. var. | Highway, mile al. 2006
regalis 122, Alaska,
EEUU
Amanita Chino-shi, AB096050 Basidioma | Oda et
muscaria Nagano, Japon al. 2004
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Especie Sitio NUmero de | Tipo de | Cita
acceso de | muestra
GenBank
Amanita Chino-shi, AB096049 Basidioma | Oda et
muscaria Nagano, Japon al. 2004
Amanita Chino-shi, AB081296 Basidioma | Oda et
muscaria Nagano, Japon al. 2004
Amanita Fairbanks, DQ060896 Cepa Geml et
muscaria. var. | Alaska, EEUU al. 2006
alba
Amanita Nome, Alaska, | DQ060903 Cepa Geml et
muscaria EEUU al. 2006
Amanita Nome, Alaska, | DQ060898 Cepa Geml et
muscaria EEUU al. 2006
Amanita North  Pole, | DQ060899 Cepa Geml et
muscaria. var. | Alaska, EEUU al. 2006
alba
Amanita North  Pole, | DQ060900 Cepa Geml et
muscaria. var. | Alaska, EEUU al. 2006
formosa
Amanita Juneau, DQ060906 Cepa Geml et
muscaria.  var. | Alaska, USA al. 2006
regalis
Amanita Dalton DQO060897 Cepa Geml et
muscaria Highway, mile al. 2006
122, Alaska,
EEUU
Amanita Denali DQ060908 Cepa Geml et
muscaria. var. | National Park, al. 2006
regalis Alaska, EEUU
Amanita Denali DQ060901 Cepa Geml et
muscaria National Park, al. 2006
Alaska, EEUU
Amanita Victoria, EU236711 Basidioma | Dunk et
muscaria Australia al. 2011
Amanita Queenstown, | AB096052 Basidioma | Oda et
muscaria Nueva Zelanda al. 2004
Amanita Denali DQO060895 Cepa Geml et
muscaria.  var. | National Park, al. 2006
alba Alaska, EEUU
Amanita Gdynia, AB080983 Basidioma | Oda et
muscaria Polonia al. 2004
Amanita Surrey, AB080779 Basidioma | Oda et
muscaria Inglaterra, al. 2004
Reino Unido
Amanita Aomori-shi, AB080980 Basidioma | Oda et
muscaria Aomori, Japon al. 2004
Amanita Kitakoma-gun, | AB080981 Basidioma | Oda et
muscaria Yamanashi, al. 2004
Japon
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Especie Sitio NUmero de | Tipo de | Cita
acceso de | muestra
GenBank
Amanita Kitakoma-gun, | AB080982 Basidioma | Oda et
muscaria Yamanashi, al. 2004
Japon
Amanita Kiso-gun, AB081294 Basidioma | Oda et
muscaria Nagano, Japon al. 2004
Amanita Ohno-gun, AB081295 Basidioma | Oda et
muscaria Gifu, Japon al. 2004
Amanita Ohno-gun, AB096048 Basidioma | Oda et
muscaria Gifu, Japon al. 2004
Amanita Surrey, AB080778 Basidioma | Oda et
muscaria Inglaterra, al. 2004
Reino Unido
Amanita Hampshire, ABO080777 Basidioma | Oda et
muscaria Inglaterra, al. 2004
Reino Unido
Amanita Gdansk, AB080984 Basidioma | Oda et
muscaria Polonia al. 2004
Amanita Victoria, EU236713 Morfotipo | Dunk et
muscaria Australia al. 2011
Amanita Victoria, GQ914918 Morfotipo | Dunk et
muscaria Australia al. 2011
Amanita Victoria, EU236714 Morfotipo | Dunk et
muscaria Australia al. 2011
Amanita Nome, Alaska, | DQ060902 Cepa Geml et
muscaria EEUU al. 2006
Amanita Juneau, DQ060910 Cepa Geml et
muscaria Alaska, EEUU al. 2006
Amanita Juneau, DQ060894 Cepa Geml et
muscaria. var. | Alaska, EEUU al. 2006
formosa
Amanita Sussex  Co., | EU071926 Cepa Geml et
muscaria New  Jersey, al. 2008
EEUU
Amanita Harrison Co., | EU071888 Cepa Geml et
muscaria Mississippi, al. 2008
EEUU
Amanita Santa Cruz | EU071959 Cepa Geml et
muscaria Island, al. 2008
California,
EEUU
Amanita Santa Cruz | EU071958 Cepa Geml et
muscaria Island, al. 2008
California,
EEUU
Amanita Aomori-shi, AB096051 Basidioma | Oda et
muscaria Aomori, Japon al. 2004
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Especie Sitio NUmero de | Tipo de | Cita
acceso de | muestra
GenBank
Amanita Santa Cruz | EU071962 Cepa Geml et
muscaria Island, al. 2008
California,
EEUU
Amanita Santa Cruz | EUO71961 Cepa Geml et
muscaria Island, al. 2008
California,
EEUU
Amanita Midorogaike, | AB015702 Basidioma | Oda et
pseudoporphyria | Kyoto-shi, al. 1999
Japon
Amanita ceciliae | Kamigamo, AB015694 Basidioma | Oda et
Kyoto-shi, al. 1999
Japdn

f) Instalacion de bioensayos

Para determinar la efectividad de A. muscaria al colonizar N. dombeyi de distintas
edades, se realizaron ensayos de inoculacion comparando la capacidad de dicha especie
fangica para colonizar plantines de P. ponderosa, con suspension de esporas de A.

muscaria.

Ensayo 1: Plantulas

Obtencidn de los plantines axénicos: se utilizaron semillas de calidad comercial

(Tabla 3) de P. ponderosa. y N. dombeyi.
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Tabla 3. Datos analiticos y procedencia de las semillas utilizadas para el bioensayo.

Especie Procedencia | Cosecha Poder Pureza Cantidad
germinativo de semillas
por kilo
Pinus Campo 2019 78% 99% 17.196
ponderosa Experimental
INTA
Trevelin
Nothofagus | Subida  del | 2020 Sin datos Sin datos | Sin datos
dombeyi coihue

Las semillas fueron remojadas durante 48 hs. y estratificadas durante 45 dias
(entre el 10/08/20 al 30/09/20) para N. dombeyi y 28 dias (entre el 11/05/20 al 10/06/20)
para P. ponderosa con lavados en agua corriente cada 4 dias a 4°C (Willan 1991; Schinelli
Casares 2012).

Se realizo esterilizacion superficial de las semillas con peroxido de hidrégeno
(H20>) al 3%: N. dombeyi 5’ y para el P. ponderosa 10’, seguido de 3 lavados posteriores
de 5’ c/u con agua destilada. La germinacion se realizod en sustrato estéril de pumicita
esterilizadas (3 autoclavadas consecutivas con intervalos de 36 hs., a 120°C, 1 Atm, 30°)
(siembra P. ponderosa 15/09/20 y N. dombeyi 20/10/20). Las plantulas se obtuvieron en
una cdmara de crecimiento a 17/19°C, 48-55% de humedad relativa del aire; 16 horas de

luz / 8 horas de oscuridad con 1400 lux de la radiacion durante 30 dias.

Se trasplantaron 40 plantines (20 de P. ponderosa y 20 de N. dombeyi) en tubetes
plasticos de 250 cm? esterilizados (con solucion de hipoclorito de sodio-agua destilada
1:5) en suelo de bosque de N. dombeyi esterilizado (3 autoclavadas consecutivas con
intervalos de 36 hs., a 120°C, 1 Atm, 30”). Como control se colocaron adicionalmente 10
plantines por especie en suelo esterilizado mezclado de todos los tratamientos de
muestreo (en autoclave, a 1,2 Atm durante 30 min) mezclado (1:1 v/v) con pumicita
esterilizada (en estufa de aire forzado durante 48 hs a 120 °C) (van der Heijden et al.
1998) con el fin de verificar la posible contaminacion con indculo a través de riego o de

otras fuentes.
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Todas las herramientas de trabajo utilizadas fueron desinfectadas con una solucién

de hipoclorito de sodio-agua 1:5.

Los plantines fueron conservados con condiciones de luz natural, humedad y
temperaturas apropiadas durante 7 meses en camara de crecimiento acondicionada para

tal fin; el agua de riego provenia de red natural hasta su posterior inoculacion.

Inoculacidn con A. muscaria: se obtuvieron basidiomas de A. muscaria asociados
a coniferas exdticas en la zona de Lago Verde (42° 43.123" S 71° 43.670" O). Para la
preparacion del indculo se utilizaron 60 gr. de laminillas secas re-hidratadas (previamente

deshidratadas en estufa a 40°C por 48 hs inmediatamente después de la colecta), y
trituradas con un mixer en 500 ml. de agua destilada. La dosis de inoculacién (aplicada
el 3 de junio de 2021) consistié en 8x10° esporas totales, con un porcentaje promedio de
esporas viables de 62.08% (analizadas siguiendo la metodologia de tincion con Bromuro
de tetrazolio propuesta en Bassani et al. 2013). Se las dejé crecer en una cdmara de
crecimiento a 17/19°C, 48-55% de humedad relativa del aire; 16 horas de luz / 8 horas de
oscuridad con 1400 lux de la radiacion durante 3 meses. El bioensayo incluy6é dos
tratamientos con dos especies forestales, y sus respectivos controles que fueron
inoculados con agua sin material fungico. Todos los tratamientos incluyeron 10 plantines

de 7 meses de cada especie.

Ensayo 2: Plantines de 6 afos

Obtencion de los plantines: se utilizaron plantines de 6 afios de N. dombeyi

producidos en el “Vivero Ninos del Lago” ubicado en Villa Futalaufquen.

Preparacion del in6culo: se obtuvieron basidiomas de A. muscaria asociados a

coniferas exdticas en la zona de la Intendencia vieja de Lago Puelo (42° 05.616” S 71°
36.934° O), durante los meses de otofio de 2022. Para la preparacion del indculo se
utilizaron 22 gr. de laminillas secas re-hidratadas y trituradas en 400 ml. de agua destilada.
La dosis de inoculacion (aplicada el 6 de julio de 2022) consistié en 4x108 esporas totales,
con un porcentaje promedio de esporas viables de 65.15% determinado de la misma
manera que en el apartado Ensayo 1. Las plantas se mantuvieron en una camara de

crecimiento en las mismas condiciones anteriormente descriptas por 5 meses.
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Anadlisis de los bioensayos

Se analizaron los sistemas radicales completos de los plantines de cada ensayo.
De los mismos, se recolectaron raices frescas que se lavaron cuidadosamente con agua
corriente, colocéandolas luego en bandejas con agua para su posterior observacion bajo
lupa. La abundancia se establecid utilizando la metodologia descripta por Brundrett et al.
(1996) que cuantifica el porcentaje de puntas micorrizadas (PM) sobre el total de puntas,

evaluando el total de las raicillas del sistema radical.

El porcentaje de micorrizacion total (PM) sobre la muestra fue calculada de la

siguiente manera:
PM (%)= (puntas micorrizadas/total de puntas) x 100

Anadlisis estadistico

Las diferencias en el tamafio de las colecciones de esporas se analizaran mediante
un analisis de conglomerados con el método de promedio ponderado y tipo de distancia
Euclidea2, con un nivel de significancia del 0,05 con el paquete estadistico Infostat para
Windows version 2011 (Di Rienzo et al. 2011). Los graficos de dispersion de ancho y
largo de las esporas y QQ-Plots se realizaron con el paquete estadistico R (R Core Team
2019).

Medidas de manejo aplicadas en PN Lago Puelo

Durante los muestreos realizados para el presente trabajo, en areas menores a 0,5
ha en Los Hitos y Camping Gendarmeria, se realizaron medidas de manejo de minima
invasion con la colaboracion de los Guardaparques durante las temporadas de otofio 2021
y 2022. Las medidas de manejo consistieron en cosecha de basidiomas en todos los
parches de A. muscaria y disrupcion de la red miceliar por debajo de la fructificacion con
una pala pequefa, tipo pala de jardin. La efectividad de estas medidas se evalu

contabilizando la abundancia de basidiomas antes y después de la intervencién.
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RESULTADOS

Caracteristicas de sitio y fenologia de A. muscaria en bosques de N. dombeyi

Se encontraron fructificaciones de A. muscaria creciendo en bosque de N.
dombeyi, sin evidencia de especies vegetales exoticas cercanas en EI Manso (PNNH), Los
Hitos y Camping Gendarmeria (PNLP) y pasarela camino a Puerto Chucao (PNLA).
Estos sitios comparten un mismo patron, todos se encuentran expuestos a un alto grado
de disturbio antropico, debido a que son areas transitadas y en algunos sitios hubo
incendios forestales con posteriores tareas de reacondicionamiento, con presencia de

suelos sueltos, lindantes a cursos de agua y senderos rocosos.

El Manso constituye un area con ejemplares de N. dombeyi muy longevos, a orillas
del rio Manso. Cruzando el rio hay una plantacion de P. radiata (a mas de 1000 m) y
algunos ejemplares de Quercus spp. y B. pendula. Los Hitos es un érea transitada por
personas que utilizan una senda de montafia a orillas del arroyo Los Hitos, se encuentra
en el limite internacional con Chile y presenta un bosque dominado por N. dombeyi
acompariado por Lomatia hirsuta Diels ex J.F.Macbr., A. chilensis, Gevuina avellana
Molina, Luma apiculata (DC.) Burret, Gaultheria mucronata (L.f.) Hook. & Arn.,
Berberis darwinii Hook., Rhaphithamnus. spinosus (Juss.) Moldenke y Myrteola
nummularia (Poir.) O. Berg. EI Camping Gendarmeria es un sitio de acampe a orillas del
Lago Puelo donde especies de los géneros Pinus, Picea y Acer L. han sido plantadas
previamente a la creacion del area protegida. En esta area predomina N. dombeyi junto
con A. chilensis, L. hirsuta y L. apiculata y especies arbustivas como B. darwinii, G.
mucronata y R. spinosus. La pasarela camino a Puerto Chucao es un area con presencia
de ejemplares de N. dombeyi junto a F. cupressoides, a orillas del Lago Menéndez y

sendero.

La época de fructificacion de los basidiomas de A. muscaria fue durante los
primeros dias de abril a finales de mayo, coincidiendo con la temporada de otofio donde

se concentran parte de las precipitaciones del afo.

Descripcion morfologica de las colecciones de A. muscaria

Los basidiomas encontrados en plantaciones y en bosque nativo presentaron las
siguientes caracteristicas macroscopicas: pileo convexo-globoso en estadios tempranos

volviéndose aplanado en estadios maduros, con margen liso a levemente incurvado;
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cubierto de resto de velo universal; olor y sabor levemente flngico casi indetectable.
Laminillas libres a adnexas, muy proximas y de color blanco cremoso (9 A 1). Pie
cilindrico, insercién concéntrica, consistencia corchosa, blanco a amarillento, bulboso en
la base, rodeado de una volva tipo taza; con presencia de anillo en la parte superior,

membranoso y blanco a amarillo. Esporada blanca (1 A 1).

Las diferencias morfologicas entre basidiomas de A. muscaria encontrados en
plantaciones de pino y en bosque nativo fueron las siguientes: en los primeros, el didmetro
promedio del pileo y la altura maxima promedio de la fructificacion fue de 30 cm y 25
cm, y presentaron pileo de color rojo vivo y brillante (2 L 12); en los segundos el diametro
promedio del pileo y la altura maxima promedio de la fructificacion fue de 17 cmy 20
cm respectivamente , mientras que el pileo presenté un color anaranjado rojizo (3 A-B
12).

Otra de las diferencias encontradas entre las colecciones de A. muscaria fue el
tamafo de las esporas (Fig. 6, Tabla 4). Andlisis estadisticos indicaron que existen
diferencias en la longitud y ancho de estas, teniendo una mayor dispersion en ancho que
en largo (Fig. 7). Adicionalmente, el andlisis de conglomerados mostré 4 grupos, donde
el Grupo 1y 4 presentaron las mayores y menores dimensiones respectivamente. Mientras
que el Grupo 2 y 3 mostraron dimensiones intermedias, siendo las primeras de menor
ancho (Fig. 8). Sin embargo, el analisis de las secuencias incluidas dentro del grupo 2 y
3 mostraron que son genéticamente idénticas mientras que de los grupos 1 y 4 no se

obtuvieron secuencias de buena calidad.
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Figura 6. Esporas de las colecciones de los basidiomas colectados.

Tabla 4. Dimensiones de las distintas colecciones de A. muscaria.

Largo Ancho

Muestra N |Media |DE |Max |Min Media |[DE |Max [Min
Al 148 11,93 0,87 |14,27 9,15 8,54 |0,64 (10,71 [6,65
A2 156 (12,00 (0,92 (14,27 (9,84 8,49 0,78 |10,71 6,46
A3 153 (11,48 (0,98 |14,27 8,61 8,47 (0,75 |10,71 6,25
A4 153 11,19 (0,84 (14,11 [9,09 (7,94 0,60 (9,48 6,29
A5 60 9,78 1,05 (12,46 |7,17 |643 [0,62 8,48 5,13
A6 103 19,99 0,87 |12,41 8,13 1682 |0,51 8,10 5,38
AT* - - - - - - - - -
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Largo Ancho

Muestra N |[Media |DE |Max |Min Media [DE |Max |Min
A8* - - - - - - - - -

A9 125 11,32 (0,83 |13,23 8,95 7,71 0,74 19,82 |5,77
A10 135 (10,09 0,81 (12,88 8,59 7,16 0,50 8,41 (5,82
All 128 (11,40 (0,89 (14,24 8,78 8,00 10,60 9,81 6,58
Al2 147 11,09 0,80 (13,10 (9,12 7,34 10,63 9,08 6,03
Al3 75 (10,44 1,00 12,56 8,62 7,15 10,75 9,28 [5,45
Al4 111 10,51 (0,84 |13,38 (8,48 7,61 0,74 19,21 [5,74
A15 61 11,05 0,86 (13,19 8,50 7,44 10,81 9,10 1[5,45
A16 75 12,34 0,98 15,35 |10,24 8,08 |0,76 |10,67 |6,45
Al7 147 11,23 1,01 14,40 18,49 7,40 0,69 9,42 1|5,68
A18 153 11,14 (0,77 |12,98 8,44 7,52 0,54 18,81 16,22

Las colecciones marcadas con * correspondieron a basidiomas inmaduros por lo cual no fueron incluidos

en el andlisis de esporas.
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Figura 7. Analisis de la dispersion considerando ancho y largo de las esporas de las

colecciones de A. muscaria.
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Figura 8. Andlisis de conglomerados. Clasificacion de las colecciones segin ancho y

longitud de las esporas.

Caracterizacion del morfotipo EM de A. muscaria asociado a N. dombeyi

Se encontraron 4 colecciones de morfotipos correspondientes a A. muscaria
asociados a N. dombeyi (Tabla 5). Los mismos se utilizaron para las descripciones morfo-

anatomicas que se detallan a continuacion:

Macroscopia: ramificacion monopodial a simple (Fig. 9). Morfotipos de 0,21-0,30
mm de didmetro, derechas a curvadas en varios sentidos a levemente tortuoso. Textura
granulosa. Brillo satinado. Elementos emanantes tipo rizomorfas blanquecinas satinadas,

cuando presentes, restrictas a un punto.

Microscopia: hifas emanantes ausentes. Hifas tipo cistidios hialinas de paredes
delgadas, con contenidos granulares y septos simples (Fig. 10 a y b), localizados desde la
superficie del manto, con fibulas basales muy poco frecuentes (observadas una sola vez).

Manto exterior: prosénquima neto denso (Fig. 10 c).

Manto interior: sinénquima irregular no intertrabado con ocasionales arreglos tipo
anillo (Fig. 10 d).
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Tabla 5. Colecciones de los morfotipos de A. muscaria colectados en esta tesina.

Coleccidén Especie Sitio Especie asociada
A Amanita muscaria El Manso-PNNH Nothofagus dombeyi
C Amanita muscaria Camping Nothofagus dombeyi
Gendarmeria-PNLP
Amanita muscaria A° Los Hitos-PNLP | Nothofagus dombeyi
E Amanita muscaria A° Los Hitos-PNLP | Nothofagus dombeyi

Figura 9. Morfotipos de A. muscaria asociados a N. dombeyi.
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Figura 10. Anatomia de los morfotipos de A. muscaria. a) y b) Hifas tipo cistidios con

contenidos granulares y septos simples, c) Manto exterior: prosénquima neto denso, d)
Manto interior: sinénquima irregular no intertrabado. La flecha blanca indica un arreglo

tipo anillo.

El morfotipo de A. muscaria asociado a N. dombeyi presenta diferencias en el tipo
de ramificacion y en la textura respecto al morfotipo asociado a L. cunninghamii, mientras
que con el morfotipo de Betula se diferencia en el tipo de manto presentado, el tipo de

ramificacion y la textura.

Identificacion molecular

Se determinaron molecularmente 15 basidiomas y 2 morfotipos asociados a
bosques de N. dombeyi identificados en BLAST como A. muscaria. De ellos, 6
basidiomas y 1 morfotipo fueron utilizados para los andlisis filogenéticos. Todos los

materiales asociados a este trabajo se agruparon en un mismo clado con materiales
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pertenecientes a Eurasia y Alaska (Fig. 11) pero también a los materiales obtenidos por
Dunk et al. (2011) para A. muscaria invasora con L. cunninghami. Morfol6gicamente las
A. muscaria encontradas asociadas a N. dombeyi coinciden con las descripciones de A.
muscaria var. formosa Pers., las cuales tienen un pileo anaranjado a amarillento y el
moteado amarillento a crema (Persoon 1796). Mientras que las encontradas asociadas a
bosques de coniferas corresponden a A. muscaria var. muscaria, con pileo rojo y moteado
blanco (Geml et al. 2006). Sin embargo, aunque se observaron diferencias morfoldgicas
las mismas no fueron confirmadas con el analisis filogenético, perteneciendo todas al

clado A. muscaria sensu stricto.
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DQOS0EYT 1 Amanta muscana stran GAL1S230

% | DQDS0807.1 Amanta muscana stran GAL16654
DQOS0EI2 1 Amanka muscana stran GAL1GT7S
DQO30E3 I Amanta muscara stran GAL15776

1 ABOBDTED 1 Arriaarila rnascaria vie abia voucher HDT49100(SFSU)

[ ABCEN7E5 1 Amants muscana var faimasa voucher | 1DTAR06N{SFSU)
ABUEU/YZ 1 Amanta muscana var lamass veucner 458B3(NY)
ABL8078E.1 Amanta muscana var. formasa voucher45843(NY)
ABC80780.1 Amants muscana voucher45785(NY)

AB031296.1 Amanfia muscaria var. regalisFB-3078(CBM) LEMIG0337

ABCS0794 1 Amanta muscara var. formasa voucher HDT44767(SFSU)

r FUD71898 Ammanta muscana sitan RET27:-2 N

FLOT1917 Amanita muscana strain RET300-4

ABOBL/E) 1 Amanita muscana var. muscans vaucher 45820(NY)
ABC80791.1 Amants muscana voucher45840{MY)

EU071901 Amanita muscana strain RET289-3

AB080780.1 Amanita muscaria var. regalis voucher 506{C)

ABS0TAZ 1 Amanita muscaria var. regals vousher 4220(0)

ABDANTAT 1 Amanlas muscaia var tegals voucher 1539(0)

DQOBI8CE 1 Amanita regals stran GALB0Z7

LQ0609LS5.1 Amanita regals stran GALI1EY

* | DQ060904.1 Amanita regals stran GAL2810

ABO9GDS0.1 Amanra muscara var. regslis voucher: FB-30082(CBM)
ABOAG049 1 Amanta muscara var. regalis voucher: FB-30981(CBM) LENAG
ABNE1796 1 Amanka muscara var_regalis FB-30878{CBM) LEMS80337

JANEUS

| North Amenica

I brzsis, Aazes (alpinz)

0338

%0Q324769 Amanita muscaria basidioma Los Hitos
£0Q324779 Amanita muscaria morfotipo Los Hitos
8 0Q324770 Amanita muscaria basidioma El Aura-Lago Ver
4 0Q324766 Amanita muscaria basidioma Corcovado
DQO20836.1 Amanita muscaria strain GAL16735

DQN20%03 1 Amanita muscara strain GALE948

DANFORIR 1 Amanita mustars strain GAL5895
DQDF0RIY 1 Amanila muszara stran GAL 15453
DQ0DE0EI0.1 Amaniia muscana stran GAL 15461
DQUE0HI6 1 Amanna muscana stran GALIGE

+ DQUG0BIT 1 Amanta muscana stran GAL2814
DQ020%08.1 Amanita muscaria strain GALSS05
DQ030501.1 Amania muscaria strain GALEISY
13 0Q324774 Amanita muscaria basidioma El Manso
FU235711 Amanita muscania soale CDDEE

| ABOSE052 1 Amanita muscana voucher FH30887(CEM)

| DAQOS0BYS. 1 Amanka muscana stran GAL14284

AB(S0982.1 Amants muscana voucherFB-30864CBM)
ABO80778.1 Amants muscana voucherM-80048(1)

+ AB08D9ED. 1 Amarita muscaria voucher FB-30981(CBM)
ABLANAAT T Amants muscana vouchsr FR-30362(CEN) L EM36G0054
ABDANEAZ 1 Amanta muscania voucher FRI0S6HCAM)
ABLE1294 1 Amanta muscana voucher F B 308 7&(CEM) LEMES0025
AB0E1295.1 Amanta muscana voucherFB 30877(CBM) LEMESDME

7 | ABUOGO4E.1 Amanta muscana voucher. FB-30685(CBM)
|| ABCBO77E.1 Amanta muscaria voucherM-21445(K)

{ABDBOTTT 1 Amanita muscar e vauches M-31452(K)
ABORORES 1 Amaniia muscana vauches FR-I08E5(CEM) No 11
@ |y EUZ36713 Uncultured ectomycamhiza (Amanks) soate ECMIET
| 5914018 Amanita muscana isolate TLS tissue type roat tip
#—— EU236714 Uncultured ectomycarhza (Amanta) isoiate TECM224

DGO60902 1 Amanita muscaria strain GALSS00

18 00324778 Amanita muscaria basidioma Mallin Ahogada

* 14 00324775 Amanita muscaria basidioma Intendencia viej

de

1 Burasie, Alazke

a Lago Puelo

L8] QERSIET

seana steam GALA247
3 ELOF 1928 Amants persicna stiran RE 1328 2 :I i
EU071888 Amants persicna strain RET112.6

. - V071859 Amanita sp. sp-LGEG2 strain LG4
{ - EU071858 Amaniia sp. sp-LGEG2 strain LGEI2

— AB036051 Amanita ¢f muscaria FB-20986 ge voucher FB-30388(CBM)

FUOT1962 Amanta sp MICH-237908 strain | G1058
AELNTI961 Amanda sp. MICH.- 232903 stram LG1045

3
8

VIS Cruzl

| vs.cna
J

ABL15702 Amanna pseudoporphyna LEM9ENO3 73

ABO15694 Amanna ceciias LEMAS00S9

Figura 11. Filograma de A. muscaria basado en datos

] I19A Pacitic MW Coust, Hueth Amrica

T Vi lepan

de secuencias ITS disponibles

publicamente y propias (en rojo y verde), utilizando el analisis Maximum Likelihood. Los
valores de Bootstrap en el arbol mas probable fueron calculados con 1000 repeticiones.
Outgroup: A. ceciliae LEM950069 AB015694.
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Bioensayo
No se formd micorriza de A. muscaria en ninguno de los bioensayos realizados.

En los plantines control tampoco se observaron EM lo que indica que no hubo fuente de

contaminacion.

Medidas de manejo aplicadas en PN Lago Puelo

Aunque no se cuenta con réplicas en otras areas protegidas donde también se ha
observado el fenémeno, las mismas han redundado en una menor densidad de basidiomas
tanto en Los Hitos como en Camping Gendarmeria (Raymundi Coms. Pers.). La cantidad
inicial y final de basidiomas en los Hitos fue de 3 y 1 respectivamente mientras que para

Camping Gendarmeria 7 y 4.
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DISCUSION

El presente estudio demuestra sin lugar a dudas que A. muscaria esta invadiendo
los bosques de N. dombeyi dentro de las areas protegidas de Parque Nacional Nahuel
Huapi, Lago Puelo y Los Alerces, evidenciado por la presencia de basidiomas de la
especie en sitios con ausencia de especies vegetales exdticas, confirmada ademas por
presencia de morfotipos de A. muscaria determinados morfoldgica y molecularmente en
sus raices. Esto coincide con lo reportado en Oceania, donde el fendmeno fue encontrado
en bosque mixto de Lophozonia-Eucalyptus (Dunk et al. 2011). Si bien se determiné que
los morfotipos hallados comparten algunas caracteristicas morfoldgicas en comun con las
descriptas para A. muscaria asociado a Betula por Agerer & Rambold (2004-2023) y a L.
cunninghamii por Dunk et al. (2011), otras difieren. En este sentido, es sabido que las
caracteristicas de las ectomicorrizas (tales como tamarfio de la EM, patron de ramificacion,
tipo de manto, y localizacion de la red de Hartig) pueden variar entre las diferentes
especies vegetales asociadas con un mismo hongo micorricico (Godbout & Fortin 1985).

Amanita muscaria es el hongo més famoso, pero a su vez menos estudiado en
cuanto a su distribucion geografica y su filogenia (Geml et al. 2006). En estudios previos
se determind que A. muscaria agrupa 6 clados filogenéticos considerando 98 secuencias
obtenidas en el hemisferio norte (Geml et al. 2008). Tanto las secuencias de colecciones
de A. muscaria invasoras obtenidas en esta Tesina como las obtenidas por Dunk et al.
(2011) para Australia coinciden con el clado 11 propuesto por Geml et al. (2008) con muy
buen soporte (Bootstrap 86%). EI mismo es el més distribuido y que registra mayor
cantidad de colecciones, todas ellas reportadas para bosques boreales, templados y
costeros de Europa, Asia, Alaska y la costa noroeste pacifica de Estados Unidos (Geml et
al. 2008). Si bien el in6culo que dio origen a las invasiones de A. muscaria reportadas en
esta Tesina estaria asociado a especies de coniferas de América del Norte (P. radiata, P.
ponderosa, P. menziesii y Abies), este clado podria representar, ademas, a las A. muscaria
con mayor capacidad de colonizacion de nuevas especies asociadas, considerando su
amplia distribucion y abundancia de reportes de la misma (Geml et al. 2006, 2008; Oda
et al. 2004; Dunk et al. 2011). En este sentido, A. muscaria invasora en bosques de Q.
humboltii nativos de Colombia fueron agrupados en el mismo clado reafirmando su
capacidad de colonizacion y amplia distribucion (Vargas et al. 2019). De todas maneras,
los estudios presentados en esta Tesina no permiten aseverar el origen de las A. muscaria

invasoras en las areas protegidas estudiadas. Para ello es necesario realizar estudios de
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redes de haplotipos, distancias geneticas y estudios poblacionales para saber el patron de
distribucion como el utilizado para el estudio de otros hongos introducidos como Suillus
luteus (L.: Fries) Gray (Pildain et al. 2021).

Amanita muscaria es un hongo EM considerado late stage, que en su rango de
distribucion natural crece asociado a bosques maduros (Nara 2008). Se ha demostrado
que los hongos EM early and late stage tienen diferentes demandas de carbohidratos
(Mason & Last 1986) y generalmente se admite que los hongos con baja demanda de
nutrientes, como los perteneciente a los géeneros Wilcoxina, Hebeloma (Fr.) P. Kumm,
Inocybe Fr. o Laccaria Berkelcr & Broome, forman EM en arboles jovenes, mientras que
aquellos tales como especies pertenecientes a los géneros Amanita Pers., Lactarius Pers.
0 Russula Pers. con una mayor demanda se asocian a arboles maduros (Herrmann &
Buscot 2008). Una alta dependencia de la glucosa para el colonizador late stage A.
muscaria durante la formacion de EM fue reportado por Gibson y Deacon (1990), quienes
encontraron que la formacion de EM por esta especie se desencadena por el aumento de
la concentracion de glucosa. Sin embargo, en cuanto a la nula micorrizacién obtenida en
el bioensayo no podemos atribuir este resultado Unicamente a que A. muscaria es una
especie late stage. En diversos trabajos (Malajczuk et al. 1982, 1984; Mason et al. 1983;
Kottke et al. 1987) se realizaron ensayos de inoculacion donde aparentemente A.
muscaria formo EM con plantines de los géneros Eucalyptus L'Hér., Corymbia K.D.Hill
& L.A.S.Johnson, Betula, Pinus y Picea. Previo a la inoculacion de los plantines se
realizaron cultivos puros [en tubos de vidrio conteniendo turba autoclavada maés
vermiculita humedecida con medio de cultivo Melin-Norkrans modificado (MNM)] y
finalmente se inocularon con indculo vegetativo. Sin embargo, al no haber realizado
analisis moleculares no se puede confirmar fehacientemente la formacion de éstas. En el
caso de que la simbiosis haya existido, la sintesis de A. muscaria se logré en un ambiente
modificado, por lo que los resultados del presente bioensayo no son concluyentes y se

podria repetir la inoculacién utilizando in6culo vegetativo y no esporal.

En todos los sitios donde A. muscaria fue encontrada invadiendo la rizosfera de
N. dombeyi, los sitios presentaban caracteristicas en comun: &reas de trashumancia,
principalmente de turistas, pero también de ganado, con remocién de suelo constante,
lindantes a cursos de agua y que en algin momento han sufrido incendios forestales con
posteriores tareas de reacondicionamiento. Como otras especies invasoras, los hongos

EM son capaces de sobrevivir y colonizar de forma activa sitios disturbados (Baar et al.
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1999; Dunk et al. 2011; Glassman et al. 2016). En particular, A. muscaria ha sido asociada
a ambientes disturbados donde la presencia de vectores de dispersion y el movimiento de
suelo fueron altos (Dunk et al. 2011). Si bien la distribucion de A. muscaria en los sitios
invadidos en areas protegidas patagdnicas esta adn circunscripta, a pequefios parches, en
sectores que han sufrido alguna forma de disturbio, su presencia podria avanzar
comprometiendo la biodiversidad local por el desplazamiento de especies flngicas
nativas, generando maladaptacion de la especie forestal asociada, y pérdida de la
biodiversidad de la biota EM en estos ecosistemas forestales nativos, de gran valor

paisajistico, ecologico y econémico.

El manejo de hongos EM invasores cuenta con una primera experiencia a escala
local, llevada a cabo por el personal del Parque Nacional Lago Puelo (APN), con el
asesoramiento de investigadores involucrados en este trabajo. Anteriormente, se habian
implementado medidas de manejo que incluian la remocidn de los posibles hospedadores
nativos en un &rea invadida delimitada (Policelli 2019). Estas acciones no impidieron la
aparicion de nuevos basidiomas en el bosque nativo, sino que aumentaron la dispersion
del mismo por aumentar el disturbio en el sitio (Raymundi Coms. Pers.), dado que las
raices de los hospedadores no fueron analizadas para cerciorarse de que exista
colonizacion activa, existe la posibilidad de que hospedadores nativos colonizados
cercanos al area intervenida hayan sido dejados en pie. Ademas, hay que tener en cuenta
que una vez dispersadas las esporas éstas quedan en el sitio aun removiendo los arboles
(Dickie et al. 2016). En contraposicion, en el presente trabajo se propone el siguiente
protocolo de minima invasién, a fin de generar el menor disturbio posible para evitar
dafar la biodiversidad del suelo, como asi también disminuir las posibles areas factibles

de ser invadidas por A. muscaria:

a) Visita y referenciacion de sitios con presencia de A. muscaria en bosques de
Nothofagus o que puedan ser fuente de contaminacion.

b) Cosecha de todos los basidiomas cuando estan en estado inmaduro mediante
visitas periddicas desde los primeros dias de abril hasta finales de mayo, de modo
de adelantarse a la dispersion de las esporas maduras durante el otofio. Para
aquellas especies de hongos EM que producen un bajo nimero de basidiomas y
gue poseen esporas con poca viabilidad una vez dispersadas, como el caso de A.

muscaria, la remocion manual de basidiomas podria ser recomendada para
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controlar la invasion, ademas es facil de implementar y de bajo costo (Dickie et
al. 2016).

c) La colecta debe ser en bolsas de pléstico que eviten la dispersion de las esporas
en el bosque. EI material colectado puede ser sumergido en lavandina 1:5 por 6
hs y descartado, también puede ser quemado, pero tomado precauciones para el
personal que lo realice.

d) Disrupcion de la red miceliar por debajo de la fructificacion encontrada utilizando

una pala pequefia, tipo pala de jardin.

No se recomienda la remocion de las posibles especies vegetales nativas asociadas
debido a que es un area protegida con un alto valor de conservacion y podria verse
comprometida su biodiversidad tanto fungica como vegetal y servicios ecosistémicos. En
América del Sur cuanto mayor es el area destinada a plantaciones forestales, mas son los
reportes de introducciones de especies exdticas (Vargas et al. 2019), por esto es necesario
fijar limites en la plantacion de éstas alejadas de los bosques nativos en areas protegidas.
Lamentablemente, en varias de estas areas, especies exaticas ya se encuentran instaladas,
por lo que habria que aplicar técnicas de raleo y si aparecieran habria que realizar cortas

inmediatas.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten responder a la pregunta que dio origen al
presente trabajo: A. muscaria esta invadiendo los bosques de N. dombeyi de Patagonia

Argentina.

Sin embargo, es necesario realizar estudios filogenéticos con otros genes tales
como B-tubulina y LSU para confirmar posibles origenes del in6culo. Ademas, dado los
antecedentes previos de N. antarctica, donde otros hongos EM se han reportado
invadiendo plantines (Salgado Salomon et al. 2018a), es necesario considerar que este
fendmeno puede replicarse en otras especies de Nothofagus. En estudios anteriores se ha
reportado la importancia de los mutualismos, como las ectomicorrizas, como facilitadores
0 barreras a la invasion de especies vegetales (Richardson et al. 2008). Sin embargo, los
hongos EM no han sido estudiados como invasores en si mismos y por lo tanto el concepto
de especie EM invasora es relativamente novel y merece ser considerado en profundidad
tanto en los bosques de N. dombeyi como en otras formaciones boscosas, incluso en
ausencia de la especie vegetal invasora. ElI hecho de que las consecuencias de este
fendmeno estén pobremente dilucidadas para los bosques de Nothofagus en Patagonia
realza la importancia de continuar con el monitoreo y la investigacion para entender el
impacto que estas invasiones podrian producir en el bosque nativo y en la diversidad de

la micobiota autdctona asociada.

Si bien esta Tesina propone pautas de manejo tendientes al control de A. muscaria
en areas protegidas es necesario continuar con los monitoreos a fin de ajustar las medidas
y tener datos certeros de la efectividad de las mismas. Disefiar politicas para reducir el
movimiento y liberacion de especies exoéticas y para manejar aquellas ya establecidas
deben emerger como prioridades para futuros programas relacionados con la

conservacion del bosque nativo y de la diversidad fungica.
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