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Resumen 

 

Las interacciones simbióticas entre plantas y hongos han sido centrales para la 

terrestralización de las plantas. Tradicionalmente, la vía común de señalización simbiótica 

(CSSP, del inglés Common Symbiosis Signaling Pathway) fue considerada un requisito para 

el establecimiento de mutualismos entre plantas y hongos, sin embargo, se conoce poco 

acerca de cómo plantas que carecen de una CSSP funcional interactúan con hongos 

endofíticos y si estas interacciones pueden ser funcionalmente beneficiosas. El objetivo de 

esta tesis fue aislar e identificar hongos endofíticos de plantas salvajes de Marchantia 

polymorpha sp. polymorpha, una especie que carece de una CSSP funcional, con el 

propósito de evaluar su capacidad para establecer una relación simbiótica con esta planta 

hepática. Los resultados del Capítulo 1 revelaron que M. polymorpha alberga un consorcio 

diverso de endofitos fúngicos, cuya composición varía según el ambiente y las condiciones 

edáficas. Entre los endofitos fúngicos se identificaron recurrentemente hongos del género 

Mucor, conocidos como endofitos Mucoromycotina de raíces finas (MFRE), con 

características metabólicas propias de hongos mineralizadores. Para el Capítulo 2 

establecimos un sistema axénico entre Marchantia polymorpha Tak-1 y M. hiemalis. Estos 

ensayos de infección nos permitieron demostrar que M. hiemalis establece una interacción 

intracelular estable y no patogénica con M. polymorpha, sin inducir una activación 

exacerbada de respuestas de defensa. Las hifas intracelulares de M. hiemalis forman unos 

ensanchamientos terminales que podrían constituir los sitios de intercambio con la célula 

vegetal, de forma análoga a los arbúsculos de hongos micorrízicos. Bajo condiciones de 

hambreado nutricional esta asociación mejora el crecimiento y desarrollo de rizoides. Estos 

resultados demuestran que una interacción fúngica intracelular, estable y beneficiosa puede 

establecerse en ausencia completa de una CSSP funcional.  

El módulo PBLa-RBOH1/2 controla la producción de ROS para modular la fase inicial de la 

interacción con micorrizas arbusculares en plantas con una CSSP funcional. Nuestros 

resultados usando mutantes de M. polymorpha muestran que el MFRE necesita de 

MpRBOH2 para inducir más rizoides en plantas infectadas, mientras que MpPBLa modula la 

magnitud de esa respuesta. Este patrón apunta a una conservación evolutiva de estos 

elementos para las interacciones con MFRE y HMA y muestra que estas vías comparten 

algunos elementos fundamentales. El análisis transcriptómico de plantas infectadas con M. 

hiemalis permitió identificar al factor de transcripción MpbHLH4 como uno de los genes 

inducidos durante la infección. El mutante Mpbhlh4, bajo condiciones de hambreado, 

desarrolla más rizoides exclusivamente en presencia de MFRE, sin otras consecuencias 

para el área del talo o el área de rizoides. En plantas salvajes Tak-1, en condiciones de 
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hambreado, el MFRE dispara la formación de rizoides dependiente de MpRBOH2, mientras 

induce la expresión de MpbHLH4 para contener la iniciación exagerada de rizoides. En este 

contexto, MpbHLH4 emerge como un regulador negativo clave que integra señales fúngicas 

y nutricionales para modular el programa de desarrollo de rizoides.En conjunto, nuestros 

datos apoyan un modelo en el cual la señalización dependiente de MpRBOH2 promueve la 

iniciación de rizoides en respuesta al MFRE, mientras que MpbHLH4 limita esta respuesta, 

asegurando un desarrollo controlado.  

También demostramos que el MFRE puede establecer asociaciones compatibles y 

promotoras del crecimiento con plantas que tienen una CSSP funcional como la hepática M. 

paleacea y la planta vascular Solanum lycopersicum. Este resultado sugiere la existencia de 

una nueva vía simbiótica para los MFRE conservada en plantas terrestres. 

En conjunto, los resultados de esta tesis indican que M. polymorpha es capaz de establecer 

interacciones funcionales con endofitos fúngicos del tipo MFRE a través de mecanismos 

independientes de la CSSP. Estas asociaciones podrían representar un estado ancestral de 

las interacciones planta–hongo, previo a la especialización de micorrizas arbusculares, y 

aportan un nuevo marco conceptual para comprender la diversidad y evolución de las 

simbiosis en plantas terrestres. 
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Abstract 

 

Symbiotic interactions between plants and fungi have been central to the terrestrialization of 

plants. Traditionally, the Common Symbiosis Signaling Pathway (CSSP) was considered a 

requirement for the establishment of plant–fungus mutualisms; however, little is known about 

how plants lacking a functional CSSP interact with endophytic fungi and whether these 

interactions can be functionally beneficial. The aim of this thesis was to isolate and identify 

endophytic fungi from wild plants of Marchantia polymorpha sp. polymorpha, a species that 

lacks a functional CSSP, in order to evaluate their ability to establish a symbiotic relationship 

with this liverwort. The results of Chapter 1 revealed that M. polymorpha harbors a diverse 

consortium of fungal endophytes, whose composition varies depending on the anthropization 

degree and soil conditions. Among these endophytes, fungi of the genus Mucor were 

recurrently identified, known as Mucoromycotina fine root endophytes (MFRE), with 

metabolic traits characteristic of mineralizing fungi. For Chapter 2, we established an axenic 

system between M. polymorpha Tak-1 and Mucor hiemalis. These assays demonstrated that 

M. hiemalis forms a stable, non-pathogenic intracellular interaction with the plant, triggering a 

controlled activation of defense responses. The intracellular hyphae of M. hiemalis form 

terminal swellings that may be the  sites of metabolic exchange with the plant cell, analogous 

to the arbuscules of mycorrhizal fungi. Under nutrient starvation conditions, this association 

enhances growth and number of rhizoids. These results demonstrate that a stable and 

beneficial intracellular fungal interaction can be established in plants lacking a functional 

CSSP. 

The PBLa–RBOH1/2 module controls ROS production to modulate the early phase of the 

interaction with arbuscular mycorrhizae in plants with a functional CSSP. Our results using M. 

polymorpha mutants show that MFRE requires MpRBOH2 to enhance rhizoid formation in 

infected plants, while MpPBLa modulates the magnitude of this response. This pattern shows 

that  MFRE and HMA symbiosis signaling pathways share some fundamental components. 

Transcriptomic analysis of plants infected with M. hiemalis identified the strong induction of 

the transcription factor MpbHLH4 gene upon infection. Under starvation conditions, the 

Mpbhlh4 mutant develops more rhizoids exclusively in the presence of MFRE, with no other 

effects on thallus area or rhizoid area. In Tak-1 plants under starvation, MFRE triggers 

MpRBOH2-dependent rhizoid formation while also inducing MpbHLH4 expression to restrain 

excessive rhizoid initiation. In this context, MpbHLH4 emerges as a key negative regulator 

integrating fungal and nutritional signals to modulate the rhizoid developmental program. 
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Altogether, our data support a model in which MpRBOH2-dependent signaling promotes 

rhizoid initiation in response to MFRE, while MpbHLH4 limits this response to ensure 

controlled development. 

We also demonstrated that MFRE can establish compatible, growth-promoting associations 

with plants that possess a functional CSSP, such as the liverwort M. paleacea and the 

vascular plant Solanum lycopersicum. This finding suggests the existence of a novel 

symbiotic pathway for MFRE that is conserved across land plants. 

Overall, the results of this thesis indicate that M. polymorpha is capable of establishing 

functional interactions with MFRE-type fungal endophytes through CSSP-independent 

mechanisms. These associations may represent an ancestral state of plant–fungus 

interactions, predating the specialization of arbuscular mycorrhizae, and provide a new 

conceptual framework for understanding the diversity and evolution of symbioses in land 

plants. 
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Introducción: 

 

Introducción General: La conquista del ambiente terrestre 
La transición de las plantas desde ambientes acuáticos hacia el medio terrestre constituye 

uno de los eventos más trascendentales en la historia evolutiva de la vida. Este proceso, 

ocurrido hace aproximadamente 450 millones de años, implicó la adquisición de 

adaptaciones morfológicas, fisiológicas y bioquímicas que permitieron a las primeras 

embriofitas enfrentar condiciones ambientales extremas, tales como la desecación, la 

elevada radiación UV, las fluctuaciones térmicas y la escasa disponibilidad de nutrientes en 

parches en los suelos primitivos (Delwiche & Cooper, 2015; Puginier et al., 2022). Un 

aspecto central de esta transición fue el establecimiento temprano de interacciones íntimas 

con hongos del suelo. La evidencia fósil del Chert de Rhynie, datada en más de 407 millones 

de años, revela estructuras intracelulares que recuerdan notablemente a los arbúsculos de 

micorrizas actuales, lo que sugiere que las primeras plantas terrestres pueden haber 

dependido de simbiontes fúngicos para su nutrición mineral (Remy et al., 1994; Taylor et al., 

1995; Strullu-Derrien et al., 2014). 

La hipótesis clásica propuesta por Pirozynski & Malloch (1975), según la cual la conquista de 

las plantas del ambiente terrestre fue posible gracias a la micotrofia, ha sido ampliamente 

respaldada por diferentes líneas de investigación. Análisis filogenómicos indican que la 

diversificación de numerosos linajes fúngicos coincidió temporalmente con la radiación de 

las primeras plantas terrestres, apoyando un modelo de coevolución que favoreció la 

adquisición de nutrientes en suelos incipientes y oligotróficos (Lutzoni et al., 2018). Este 

marco conceptual posiciona a las simbiosis hongo–planta como motores evolutivos 

fundamentales, capaces de permitir la terrestralización de nuevos nichos ecológicos 

mediante la provisión de fósforo, nitrógeno y otros nutrientes limitantes, particularmente en 

ambientes terrestres donde suelen tener un fuerte heterogeneidad (Puginier et al., 2022). 

La evidencia fósil y molecular converge en demostrar que la simbiosis no fue un atributo 

adquirido tardíamente por las plantas terrestres, sino un rasgo profundo y ancestral que 

antecede incluso a la evolución de órganos especializados como raíces y hojas (Delaux 

et al., 2015; Du et al., 2019). Los fósiles del Chert de Rhynie muestran hifas fúngicas 

penetrando células vegetales y formando redes intracelulares comparables a estructuras 

simbióticas modernas (Strullu-Derrien et al., 2014). Paralelamente, los análisis de relojes 

moleculares realizados por Heckman et al. (2001) y más recientemente Szánthó et al. (2025) 

indican que los hongos terrestres surgieron millones de años antes que las embriofitas, 
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ofreciendo un contexto ecológico propicio para la emergencia de interacciones simbióticas 

antes de la diversificación de las plantas terrestres. Estos resultados se complementan con 

descubrimientos de genes asociados a la vía común de señalización de la simbiosis (CSSP) 

en algas carofitas (estrechamente relacionadas con las embriofitas) y briofitas, lo que 

demuestra que la maquinaria molecular necesaria para el establecimiento de simbiosis 

intracelulares evolucionó antes de la terrestralización terrestre (Delaux et al., 2012; 

Radhakrishnan et al., 2020). De este modo, la presencia de receptores, canales nucleares y 

factores de transcripción conservados sugiere la existencia de programas ancestrales de las 

plantas que fueron co-optados para facilitar el establecimiento de interacciones íntimas con 

microorganismos. 

El impacto de las simbiosis planta–hongo sobre la evolución y ecología de las plantas 

terrestres ha sido profundo y duradero. La mejora en la adquisición de nutrientes minerales, 

especialmente fósforo y nitrógeno, permitió a las plantas expandirse hacia ambientes 

diversos, sortear limitaciones edáficas y reducir los costos metabólicos asociados a la 

exploración del suelo (Bennett & Groten, 2022; van der Heijden et al., 2015). Los hongos 

micorrízicos, particularmente los Glomeromycotina (Phylum Mucoromycota; Subphylum 

Glomeromycotina), han desempeñado un papel protagónico al incrementar la absorción de 

fósforo mediante la expansión de la zona de exploración del suelo más allá del alcance físico 

de las raíces. Sin embargo, investigaciones recientes han ampliado sustancialmente este 

paradigma, mostrando que otros linajes fúngicos, como los Mucoromycotina (Phylum et al 

2015Mucoromycota; Subphylum Mucoromycotina), también formaron asociaciones con 

varios linajes de plantas y podrían haber tenido un rol crucial en su nutrición (Field et al., 

2015a; Spatafora et al., 2016., Szánthó et al., 2025). Estos resultados reconfiguran la visión 

clásica de las simbiosis, mostrando que las primeras plantas podrían haber interactuado 

simultáneamente con diversos grupos de hongos, generando redes simbióticas complejas y 

dinámicas. Además de su impacto en la nutrición de las plantas, los hongos simbiontes y, en 

particular los hongos micorrízicos, contribuyen a la regulación del desarrollo vegetal, a la 

modulación del metabolismo secundario, a la tolerancia al estrés abiótico y a la defensa 

frente a patógenos y herbívoros (Delaeter et al., 2024; Storb et al., 2025; Weng et al., 2022). 

Desde esta perspectiva, las simbiosis deben entenderse no sólo como un mecanismo de 

resiliencia nutricional, sino también como interacciones ecológicas integrales que han 

moldearon la historia evolutiva de las plantas terrestres (Shi et al., 2023). 

En el actual contexto marcado por la intensificación agrícola, la alteración de los ciclos 

biogeoquímicos, el cambio climático y la degradación de suelos, comprender el 

funcionamiento y la diversidad de las simbiosis planta–hongo adquiere una relevancia 

renovada. Los hongos responden de manera sensible a cambios en la disponibilidad de 
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nutrientes, lo que puede modificar tanto su comunidad como su funcionalidad, afectando la 

nutrición vegetal y la estabilidad de los ecosistemas (Rousk et al., 2011; van der Heijden 

et al., 1998). Esto es especialmente relevante en linajes como las briofitas, un linaje 

hermano al de las traqueofitas, cuyas interacciones simbióticas conservan rasgos 

ancestrales y ofrecen un modelo único para reconstruir los procesos evolutivos que dieron 

origen a las asociaciones intracelulares. El estudio de estas plantas permite identificar 

mecanismos profundamente conservados que posibilitaron la expansión de las plantas 

terrestres y que continúan siendo esenciales para su funcionamiento en ecosistemas 

actuales. 

 

Diversidad de interacciones planta–hongo 
La simbiosis entre plantas y hongos ha constituído uno de los pilares fundamentales de la 

terrestralización. Desde una perspectiva evolutiva, las asociaciones simbióticas no surgieron 

como innovaciones secundarias dentro de las plantas vasculares, sino como mecanismos 

profundamente ancestrales que acompañaron a las primeras embriofitas desde su transición 

fuera del agua. La hipótesis de que los hongos desempeñaron un papel determinante en la 

conquista terrestre, planteada inicialmente por Pirozynski & Malloch (1975), ha sido 

posteriormente corroborada por múltiples líneas de evidencia fósil, morfológica, fisiológica y 

molecular (Lutzoni et al., 2018; Puginier et al., 2022; Redecker et al., 2000; Wang & Qiu, 

2006). Esta confluencia de estudios establece que la simbiosis no fue un componente 

accesorio, sino un rasgo esencial que permitió a las plantas superar las severas limitaciones 

edáficas de los suelos paleozoicos, definidos por su inmadurez, oligotrofia y baja capacidad 

de retención de nutrientes (Dahl & Arens, 2020; Retallack, 2000). 

Durante el Devónico temprano (Figura 1A-B), las primeras plantas terrestres carecían de 

raíces verdaderas, tejidos complejos de conducción y sistemas extensos de absorción. En 

este contexto, los hongos ofrecieron una solución biológica clave al suplir funciones que las 

plantas no habían desarrollado aún. La evidencia paleobotánica del Chert de Rhynie 

(Escocia), una de las ventanas fósiles más completas del Devónico, demuestra que las 

plantas terrestres primitivas establecen asociaciones íntimas con hongos altamente 

ramificados dentro de sus tejidos corticales (Figura 1C) (Remy et al., 1994; Strullu-Derrien 

et al., 2014). La morfología de esas estructuras fúngicas intracelulares recuerda la de los 

actuales arbúsculos de las micorrizas fúngicas, unas estructuras en las que ocurre el 

intercambio directo de nutrientes con el hospedador. Este paralelismo indica que la biología 

simbiótica posee una profunda continuidad evolutiva desde los orígenes de las plantas 

terrestres hasta la actualidad. 
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Figura 1. Marco temporal de la terrestralización y de las interacciones tempranas planta–hongo. A) 

Eras geológicas y su duración aproximada. B) Períodos del Paleozoico. C) Principales hitos evolutivos 

relacionados con la presencia temprana de hongos terrestres, la aparición de las primeras plantas y la 

evidencia fósil de asociaciones simbióticas durante el Devónico temprano, incluyendo registros del 

Chert de Rhynie. 

 

Además de la evidencia fósil, estudios filogenómicos han revelado que múltiples linajes de 

hongos experimentaron radiaciones casi simultáneas con la diversificación temprana de las 

plantas terrestres (Delaux & Schornack, 2021; Lutzoni et al, 2018., Szánthó et al., 2025). Los 

análisis filogenéticos presentados por Szánthó et al. (2025) indican que varios linajes 

fúngicos presentes en interacciones simbióticas con plantas terrestres ya estaban 

diversificados en ambientes continentales antes de la terrestralización de las plantas (Figura 

1C). Este patrón sugiere una coevolución temprana, donde la expansión de las plantas en 

tierra firme promovió el surgimiento de nichos edáficos nuevos y con poca competencia para 

los hongos, mientras que la presencia de hongos facilitó el establecimiento vegetal en un 
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ambiente desfavorable. En este sentido, los análisis de relojes moleculares indican que los 

hongos terrestres antecedieron a las plantas por decenas de millones de años, 

proporcionando un sistema edáfico dominado por comunidades metabólicamente activas 

antes de la llegada de las primeras embriofitas (Heckman et al., 2001; Szánthó et al., 2025). 

Además, Szánthó et al. (2025) proponen que estos primeros ecosistemas terrestres, 

dominados por hongos, desempeñaron un papel importante en la transformación 

geoquímica del sustrato, favoreciendo el reciclaje de nutrientes, la movilización de fósforo y 

nitrógeno y la generación de microambientes más favorables para la vida vegetal. Esta 

secuencia temporal resulta crucial, ya que posiciona a los hongos como organismos 

pioneros capaces de modificar químicamente el sustrato, reciclar nutrientes y aumentar la 

disponibilidad de fósforo y nitrógeno, procesos decisivos que permitieron la vida vegetal. 

Otro avance decisivo proviene de la genómica comparada. La identificación de componentes 

de la vía común de señalización de la simbiosis en briofitas e incluso en algas charofitas 

(Delaux et al., 2012; Delaux et al., 2015) relacionadas con las embriofitas, demuestra que la 

maquinaria genética necesaria para reconocer señales fúngicas es mucho más antigua que 

la aparición de las raíces o los tejidos vasculares (Delaux et al., 2012; Radhakrishnan et al., 

2020). La conservación de receptores de quitina, canales nucleares y factores de 

transcripción a lo largo de cientos de millones de años en diferentes linajes de plantas 

sugiere que la simbiosis formó parte del repertorio molecular básico de las plantas desde 

sus inicios (Clear & Hom, 2019). Estos mecanismos conservados refuerzan la idea de que la 

simbiosis fue una innovación crítica en la historia evolutiva de las plantas. 

Las micorrizas arbusculares son hongos del subphylum Glomeromycotina que han sido 

consideradas como el mutualismo predominante durante la terrestralización. Sin embargo, 

investigaciones recientes demostraron la presencia de otros grupos fúngicos como los 

Mucoromycotina en Haplomitirum sp., un linaje hermano de todas las hepáticas, sugiriendo 

que esta asociación podría haber antecedido a las micorrizas arbusculares o, al menos, 

jugado un rol igual de importante que el de las micorrizas arbusculares (Field et al., 2015b; 

Humphreys et al., 2010; Orchard et al., 2017; Spatafora et al., 2016). Los llamados Endofitos 

Mucoromycotina de raíces finas (MFRE del inglés Mucoromycotina Fine Root Endophytes) 

se encuentran ampliamente distribuidos tanto en plantas vasculares como en briofitas, y ya 

existen los primeros estudios demostrando su capacidad de proveer fósforo, nitrógeno y 

carbono en interacciones mutualistas funcionales (Field et al., 2015a; Hoysted et al., 2023), 

mejorando parámetros de crecimiento y fotosíntesis de la planta (Humphreys et al., 2010). A 

esto se suma un número creciente de registros de plantas co-infectadas (Hoysted et al., 

2019) por micorrizas arbusculares y MFRE (Della Monica et al., 2015), o infectadas con uno 

u otro pero siempre en plantas que tienen intacta la vía CSSP. Este hallazgo plantea que la 
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asociación ancestral entre plantas y hongos fue, desde sus orígenes, más diversa y 

ecológicamente versátil de lo que se pensaba. Lejos de ser un sistema basado en un único 

tipo de hongo simbionte, la conquista terrestre puede haber involucrado redes complejas de 

hongos pertenecientes a distintos linajes, cada uno aportando funciones complementarias 

para la supervivencia vegetal en un ambiente hostil y en constante transformación. Y, aún 

más importante, estos resultados sugerían que las asociaciones con micorrizas arbusculares 

y con MFRE dependían en ambos casos de una CSSP funcional en la planta hospedera. 

En conjunto, toda esta evidencia —fósil, molecular, fisiológica y ecológica— describe un 

proceso terrestralización profundamente asociado a la simbiosis con hongos, que aportaron 

capacidades metabólicas esenciales para enfrentar un ambiente desafiante. Este marco 

conceptual redefine la visión clásica de la evolución vegetal: la vida terrestre no emergió 

como una innovación puramente autónoma de las plantas, sino como el resultado de 

asociaciones íntimas y metabólicamente integradas con hongos. Por ello, comprender las 

simbiosis ancestrales no sólo permite reconstruir la historia profunda de las plantas 

terrestres, sino también interpretar la diversidad actual de estrategias simbióticas presentes 

en linajes como las briofitas. 

 

Evolución de las vías moleculares de la simbiosis 
Este tipo de interacciones entre plantas y hongos representan uno de los fenómenos más 

antiguos, influyentes y determinantes en la evolución de la vida terrestre. La simbiosis no 

surgió como un episodio marginal dentro de la historia de las plantas, sino como una 

condición estructural, profundamente integrada en la biología de las primeras embriofitas. En 

las últimas décadas, avanzamos en la comprensión de estas interacciones gracias al 

análisis combinado de fisiología, genética, biología molecular y evolución comparada. Estas 

nuevas perspectivas revelan que la terrestralización de las plantas no sólo se sustentó en la 

presencia de simbiontes fúngicos Glomeromycotina y Mucoromycotina, sino también en la 

evolución temprana de mecanismos moleculares altamente conservados, entre los cuales se 

destaca la CSSP y, por qué no, otras vías de señalización simbióticas aún no descriptas. 

A nivel evolutivo, pero sobre todo por su impacto en cultivos de importancia económica, los 

hongos Glomeromycotina han sido los más estudiados y considerados los principales 

simbiontes de las plantas, debido a su capacidad de formar micorrizas arbusculares. Estas 

asociaciones se caracterizan por la formación de arbúsculos intracelulares altamente 

ramificados, donde ocurre el intercambio de nutrientes: el hongo transfiere mayormente 

fósforo y nitrógeno, mientras que la planta provee carbono en forma de azúcares y lípidos 

(Luginbuehl et al., 2017; Rich et al., 2021). La presencia de estructuras compatibles con 
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micorrizas arbusculares en fósiles devónicos, así como su presencia en más del 80% de las 

plantas terrestres, demuestra que este mutualismo ha sido un motor fundamental en la 

expansión vegetal (Smith & Read, 2010). Sin embargo, esta visión tradicional se ha 

ampliado gracias al descubrimiento en briofitas de relaciones íntimas y funcionales con 

hongos Mucoromycotina, especialmente los denominados MFRE. 

Los MFRE fueron durante mucho tiempo considerados hongos Glomeromycotina, debido a 

la presencia de hifas finas y estructuras intracelulares simples. No obstante, estudios 

genómicos demostraron que forman un linaje independiente (Phylum Mucoromycota; 

Subphylum Mucoromycotina) (Spatafora et al., 2016). A diferencia de Glomeromycotina, que 

poseen un modo especializado de transferencia de fósforo, los MFRE muestran una mayor 

versatilidad funcional, contribuyendo de manera significativa al suministro tanto de fósforo 

como de nitrógeno orgánico e inorgánico (Field et al., 2019). Esta capacidad los posiciona 

como simbiontes particularmente importantes en ambientes oligotróficos, donde las 

limitaciones edáficas hacen imprescindible la obtención eficiente de nutrientes. De hecho, 

estudios funcionales revelaron que los MFRE pueden establecer mutualismos intracelulares 

incluso en condiciones monoaxénicas, confirmando que no dependen de comunidades 

microbianas complejas para sostener interacciones nutricionales activas (Field et al., 2019). 

La coexistencia de Glomeromycotina y Mucoromycotina (Figura 2) en embriofitas sugiere 

que las interacciones planta–hongo en el Paleozoico constituyeron una red simbiótica 

diversa y dinámica, y no una relación exclusiva con un único grupo fúngico. En linajes de 

hepáticas como Haplomitriopsida, se ha demostrado experimentalmente que los MFRE 

participan en la adquisición de nutrientes como lo hacen los Glomeromycotina (Field et al., 

2015a). Esta evidencia modifica la narrativa evolutiva: en lugar de un mutualismo único, el 

antecesor de la embriofitas pudo haber interactuado simultáneamente con múltiples hongos 

que aportaban funciones diferentes y complementarias. Esa diversidad funcional pudo 

aportar resiliencia metabólica en suelos extremadamente pobres en nutrientes, condición 

típica del Paleozoico temprano (Dahl & Arens, 2020; Retallack, 2000). 
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Figura 2. Árbol filogenético esquemático de las asociaciones con micorrizas arbusculares y hongos 

endofíticos de Mucoromycotina (MFRE). M. polymorpha era considerada una especie no 

hospedadora de micorrizas arbusculares, sin registros de MFRE. Los puntos de color en las puntas 

de las ramas indican el estado de asociación de cada taxón: azul, especies no hospedadoras de 

micorrizas arbusculares (HMA); naranja, especies hospedadoras de micorrizas arbusculares; verde, 

especies hospedadoras tanto de micorrizas arbusculares como de hongos endofitos Mucoromycotina 

de raices finas (MFRE); rojo, especies hospedadoras de MFRE. La clasificación de los principales 

clados taxonómicos se indica sobre las ramas del árbol. La topología filogenética utilizada 

corresponde a una síntesis de filogenias publicadas para plantas terrestres y algas verdes, incluyendo 
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estudios filogenómicos recientes (Bidartondo et al., 2011; Field et al., 2015a; Field et al., 2016; Field et 

al., 2019; Rimington et al., 2019; Sgroi, 2021; Romani et al., 2022). 

 

La clave para comprender cómo las plantas pudieron interactuar con hongos tan diversos 

reside en la existencia de vías moleculares conservadas, que permiten la percepción, 

transducción y respuesta a señales fúngicas. Dado que las interacciones micorrízicas 

ocurren en más del 80% de las plantas terrestres, incluyendo numerosos cultivos de 

importancia agronómica, la CSSP constituye la vía molecular mejor estudiada. Estudios 

filogenómicos y funcionales han demostrado que varios de sus componentes centrales 

—incluyendo receptores de señales fúngicas, canales de calcio asociados a la envoltura 

nuclear, quinasas dependientes de Ca²⁺ y factores de transcripción— estaban ya presentes 

en las primeras embriofitas, y algunos de ellos incluso en linajes de algas estreptofitas, lo 

que respalda un origen evolutivamente antiguo de esta vía (Delaux et al., 2012; 

Radhakrishnan et al., 2020). 

La activación de la CSSP ocurre preferentemente bajo condiciones nutricionales limitantes, 

en particular deficiencia de fósforo o nitrógeno. En este contexto, la planta incrementa la 

secreción de estrigolactonas a la rizosfera (Kodama et al., 2022), atrayendo al hongo 

micorrízico y facilitando el intercambio de señales (Kodama et al., 2022; López-Ráez et al., 

2009; Oldroyd, 2013a). La vía CSSP se inicia con la percepción de moléculas fúngicas 

derivadas mayoritariamente de la pared celular, rica en quitina. Entre estas señales se 

encuentran los lipoquitooligosacáridos micorrízicos (Myc-LCOs) y los quitooligosacáridos 

(COs), que son reconocidos por complejos receptores localizados en la membrana 

plasmática. En plantas vasculares y en briofitas, esta etapa de percepción está mediada 

principalmente por receptores tipo LysM (Lysin Motif), que detectan lipoquitooligosacáridos 

(Myc-LCOs) y oligómeros (COs) de la pared fúngica, que pueden actuar en combinación con 

co-receptores específicos (Delaux et al., 2015; Genre et al., 2013; Oldroyd, 2013b; Yotsui 

et al., 2023). Estos receptores permiten discriminar señales simbióticas de patrones 

microbianos asociados a patógenos, estableciendo un primer nivel de decisión entre defensa 

y simbiosis. Una vez activados, los receptores desencadenan la transmisión de la señal 

hacia el núcleo a través de una ruta altamente conservada que constituye el núcleo de la 

CSSP. 

El segundo nivel de transmisión ocurre en la envoltura nuclear e involucra canales iónicos 

como CASTOR y POLLUX, junto con el receptor quinasa SYMRK. Estos componentes 

regulan la entrada y liberación rítmica de Ca²⁺ en el núcleo, generando oscilaciones 

características conocidas como calcium spiking (Delaux et al., 2015; Radhakrishnan et al., 

2020). Este patrón de señalización cálcica no es simplemente un aumento de Ca²⁺ citosólico, 
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sino una firma temporal específica que codifica información sobre la naturaleza simbiótica de 

la interacción. 

En un tercer nivel, las oscilaciones de Ca²⁺ nuclear son decodificadas por la quinasa 

dependiente de Ca²⁺ y calmodulina CCaMK, que actúa como un integrador central de la 

señal. CCaMK fosforila y activa al factor de transcripción CYCLOPS, junto con otros 

reguladores, induciendo un programa transcripcional específico de simbiosis. Este programa 

controla genes involucrados en la remodelación de la pared celular, la reorganización del 

citoesqueleto, la acomodación intracelular del hongo y la expresión de transportadores 

especializados para el intercambio de nutrientes, como fósforo y nitrógeno. 

 

 

Figura 3. Comparación de la vía común de señalización de la simbiosis (CSSP) y de las respuestas 

celulares asociadas a la micorrización en M. polymorpha y M. paleacea. La percepción de señales 

fúngicas en M. paleacea (panel derecho) a través del módulo receptor LysM-RLK/SYMRK activa dos 

ramas de respuesta. Por un lado, PBLa transmite la señal derivada de la percepción fúngica hacia las 

NADPH oxidasas RBOH, desencadenando la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS). En 

paralelo, la señalización mediada por SYMRK induce oscilaciones nucleares de Ca²⁺, las cuales son 

decodificadas por CCaMK, permitiendo la activación del factor transcripcional CYCLOPS. Esta 

cascada habilita respuestas celulares downstream asociadas a la simbiosis intracelular, permitiendo el 

desarrollo de la simbiosis y la activación del módulo metabólico STR/STR2/WRI, responsable del 

intercambio lipídico hospedador–hongo. En M. polymorpha (panel izquierdo), PBLa y RBOH 

participan en una respuesta temprana conservada asociada a la percepción fúngica y a la producción 
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de ROS. Los genes SYMRK, CCaMK y CYCLOPS están presentes como pseudogenes (indicados en 

gris), lo que impide la transmisión efectiva de la señal de Ca²⁺ y la activación de respuestas 

simbióticas intracelulares. Como consecuencia, el módulo STR/STR2/WRI no se acopla 

funcionalmente a la vía. Las flechas continuas indican relaciones funcionales conocidas entre los 

componentes de la vía; las flechas punteadas indican dependencias funcionales sin implicar 

activación directa; los símbolos de ROS representan producción de especies reactivas de oxígeno 

mediada por RBOH; y los esquemas celulares ilustran la ausencia o presencia de arbúsculos en M. 

polymorpha y M. paleacea. 

 

Estudios recientes han mostrado que la activación temprana de la CSSP está 

estrechamente acoplada a la producción controlada de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), mediada por oxidasas NADPH de tipo RBOH (Chu et al., 2023). Lejos de constituir 

únicamente una respuesta defensiva, las ROS actúan como segundos mensajeros que 

interactúan con la señalización de Ca²⁺, contribuyendo a la reorganización celular necesaria 

para la colonización simbiótica. Esta integración entre señales de Ca²⁺ y ROS permite a la 

planta modular finalmente su respuesta inmune, favoreciendo la simbiosis sin desactivar 

completamente los mecanismos de defensa basal. 

No obstante, la conservación funcional de la CSSP varía entre linajes. En la hepática 

Marchantia polymorpha, estudios recientes han demostrado la presencia de receptores 

LysM funcionales implicados en la percepción de quitina y en la activación de respuestas 

inmunes basales, lo que indica una conservación robusta de la inmunidad disparada por 

patrones (pattern-triggered immunity, PTI) (Yotsui et al., 2023). Sin embargo, esta especie 

carece de varios componentes clave necesarios para la activación completa de la vía 

simbiótica, lo que explica su incapacidad para establecer simbiosis micorrízicas funcionales 

(Radhakrishnan et al., 2020). En contraste, la hepática Marchantia paleacea y numerosas 

plantas vasculares conservan la CSSP funcional, permitiéndoles discriminar activamente 

entre señales patogénicas y beneficiosas y priorizar la simbiosis, especialmente bajo 

condiciones de limitación de fósforo (Tan et al., 2025). 

Uno de los aspectos más fascinantes de esta vía es su profunda conservación evolutiva. 

Componentes clave de la CSSP han sido identificados no sólo en plantas vasculares, sino 

también en briofitas y en algas carofitas, estrechamente relacionadas con las embriofitas. 

Esto indica que la maquinaria molecular necesaria para la simbiosis intracelular no 

evolucionó de manera paralela en embriofitas, sino que ya estaba presente en el ancestro 

común de las Estreptofitas (carofitas y Embriofitas) (Delaux et al., 2012; Radhakrishnan 

et al., 2020). En consecuencia, los mecanismos actuales para percibir hongos simbiontes 

forman parte de mecanismos conservados que precedieron la aparición de órganos 
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especializados y probablemente desempeñaron un papel determinante en el proceso de 

terrestralización. 

La integración de las vías de señalización con la fisiología nutricional es otro aspecto 

esencial en la evolución de las simbiosis. Los Glomeromycotina dependen de la expresión 

de transportadores específicos en las membranas periarbusculares o en interfaces 

equivalentes. Transportadores de fosfato (PHT1), transportadores de amonio (AMT) y 

proteínas dedicadas a la transferencia de lípidos evolucionaron en paralelo con la 

complejización de las asociaciones simbióticas (Hoysted et al., 2023). La presencia de estos 

transportadores, así como de genes asociados a la modificación de la pared celular 

(expansinas, hidrolasas, remodeladores de pectinas), demuestra que la simbiosis requiere 

un reacomodamiento profundo a nivel celular y tisular, no meramente un intercambio 

metabólico pasivo. 

Considerada en su conjunto, la evidencia sugiere que la terrestralización de las plantas no 

habría sido posible sin la existencia previa de estas vías moleculares y sin la capacidad de 

interactuar con hongos simbiontes. Las rutas de señalización, los transportadores 

específicos y los mecanismos de intercambio nutricional constituyen rasgos ancestrales 

conservados que permitieron a las plantas adaptarse a ambientes edáficos pobres y a 

condiciones extremas. La presencia de estos mecanismos en briofitas, no representa un 

vestigio del pasado, sino una característica central en los orígenes mismos de la vida 

terrestre. 

 

Briofitas como modelos para estudiar simbiosis  
Las briofitas constituyen uno de los linajes más antiguos y fundamentales dentro de las 

plantas terrestres, y su estudio ha sido clave para comprender los mecanismos evolutivos 

que permitieron la transición desde ambientes acuáticos hacia el medio terrestre. Este 

grupo, que incluye musgos, hepáticas y antoceros, conserva una serie de rasgos 

morfológicos, fisiológicos y genéticos que permiten aproximarse a los estados ancestrales 

que caracterizaron a las primeras embriofitas. En este sentido, las briofitas representan un 

punto de referencia esencial para reconstruir la evolución de las simbiosis planta–hongo y 

entender cómo estas asociaciones moldearon la historia temprana de las plantas terrestres 

(Glime, 2007; Ligrone et al., 2007). 

La relevancia de las briofitas en el estudio de la evolución de las simbiosis se basa en varios 

factores. En primer lugar, su organización corporal relativamente simple, dominada por un 

gametofito fotosintético independiente y la ausencia de raíces verdaderas, permite analizar 

interacciones simbióticas sin la complejidad estructural y funcional que caracteriza a las 
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plantas vasculares. En segundo lugar, su posición filogenética como linaje hermano de las 

traqueofitas ofrece un marco comparativo único para evaluar la conservación o divergencia 

de componentes moleculares asociados a la simbiosis, tales como receptores, factores 

regulatorios y vías de señalización compartidas con plantas vasculares (Radhakrishnan 

et al., 2020). Además, la capacidad de muchas briofitas para establecer asociaciones con 

hongos del suelo revela que las simbiosis no son una innovación exclusiva de las plantas 

superiores, sino un rasgo ancestral que probablemente precedió a la aparición de raíces, 

tallos y tejidos vasculares. 

Históricamente, las interacciones simbióticas en briofitas fueron subestimadas debido a la 

percepción de que estos grupos carecían de asociaciones comparables a las micorrizas 

arbusculares presentes en plantas vasculares. De hecho, salvo excepciones (Catania et al., 

2025), la mayoría de los musgos no puede asociarse a micorrizas arbusculares, 

fundamentalmente por la pérdida de algunos genes de la CSSP (Wang et al., 2010). Sin 

embargo, investigaciones pioneras demostraron que las hepáticas establecen relaciones 

íntimas con hongos Glomeromycotina y, también con hongos pertenecientes al subfilo 

Mucoromycotina (Field et al., 2015a; Ligrone et al., 2007; Rimington et al., 2020). Estas 

asociaciones incluyen la formación de estructuras intracelulares similares a arbúsculos, la 

formación de hifas que penetran los tejidos del gametofito y el intercambio funcional de 

nutrientes como fósforo, nitrógeno y carbono. En particular, el descubrimiento de que los 

hongos MFRE infectan tanto briofitas como plantas vasculares representa uno de los 

hallazgos más significativos de las últimas dos décadas, dado que sugiere un origen 

evolutivo profundo y versátil de esta nueva interacción simbiótica (Field et al., 2019; Orchard 

et al., 2017; Spatafora et al., 2016). 

La evidencia funcional demuestra que los MFRE establecen mutualismos activos con 

diversas especies de hepáticas, proveyendo nitrógeno y fósforo a las plantas a través de 

mecanismos fisiológicos distintos a los observados en Glomeromycotina (Field et al., 2019). 

Los MFRE se han estudiado como mutualistas nutricionales en condiciones donde la 

disponibilidad de nutrientes del suelo es un factor limitante para las plantas, transfiriendo 

nitrógeno y fósforo a los hospedadores y sugiriendo un rol ecológico importante para facilitar 

la nutrición vegetal (Field et al., 2015a; Field et al., 2016; Hoysted et al., 2019). Es por este 

motivo que nos permiten pensar que podrían haber sido simbiontes particularmente 

relevantes durante los primeros millones de años de la vida terrestre. Las briofitas, al carecer 

de raíces, dependen en gran medida de su superficie talosa o de estructuras como rizoides 

para interactuar con microorganismos del suelo, lo que confiere a las asociaciones 

simbióticas un papel esencial en su nutrición mineral. Desde esta perspectiva, estudiar estas 
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interacciones en briofitas ofrece una ventana privilegiada hacia los mecanismos que 

facilitaron el acceso a nutrientes en los primeros ecosistemas terrestres. 

Además de Glomeromycotina y Mucoromycotina, las briofitas también se asocian con 

hongos endofíticos oscuros (DSE, Phylum Ascomycota), los cuales forman hifas 

melanizadas dentro de sus tejidos y pueden modificar la disponibilidad de nutrientes 

mediante procesos de mineralización y solubilización del fósforo (Della Monica et al., 2015). 

Estos hongos habitan comúnmente ambientes estresantes o empobrecidos 

nutricionalmente, desempeñando funciones complementarias o sinérgicas con respecto a los 

simbiontes micorrízicos tradicionales. La multiplicidad de simbiontes fúngicos en briofitas 

refuerza la idea de que las primeras plantas terrestres no dependían exclusivamente de un 

tipo de hongo, sino que mantenían relaciones más flexibles y diversas que lo observado en 

muchas plantas vasculares modernas. 

La complejidad y diversidad de las relaciones simbióticas en briofitas adquieren aún mayor 

relevancia al considerar los cambios ambientales contemporáneos. Diversos estudios han 

documentado que las briofitas responden de manera sensible a cambios en los nutrientes 

del suelo, especialmente al incremento o disminución de N y P, lo cual afecta la composición 

y funcionalidad de sus comunidades fúngicas asociadas (Cedrés-Perdomo et al., 2023; Liao 

et al., 2025). Estos organismos, que suelen dominar en ecosistemas frágiles como bosques 

húmedos, turberas y biocostras, pueden actuar como indicadores sensibles de alteraciones 

antropogénicas o climáticas. La diversidad fúngica asociada puede incluir desde hongos 

solubilizadores de fósforo hasta simbiontes mutualistas, lo que resalta la importancia de 

estudiar cómo las briofitas integran señales ambientales con sus vías simbióticas. 

El avance de tecnologías moleculares ha permitido caracterizar con mayor precisión las 

comunidades fúngicas asociadas a briofitas. Herramientas como FUNGuild, DADA2 y 

Swarm (Nguyen et al., 2016) han revelado que estas comunidades poseen niveles de 

diversidad funcional comparables o incluso superiores a los observados en la rizosfera de 

plantas vasculares. Además, la secuenciación del genoma de diversas briofitas, incluida M. 

polymorpha, ha permitido identificar ortólogos de genes asociados a la señalización 

simbiótica utilizados por hongos en interacciones intercelulares (Bowman et al., 2017). Este 

hallazgo sugiere que las vías moleculares que regulan la simbiosis no surgieron con las 

plantas vasculares, sino que estuvieron presentes en linajes más antiguos y fueron 

reutilizadas o modificadas durante la evolución. 

En síntesis, las briofitas constituyen modelos excepcionales para estudiar la evolución de las 

vías simbióticas, la diversidad de sus simbiontes, la dependencia en estas interacciones 

para la adquisición de nutrientes y la conservación de rutas moleculares presentes en las 
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plantas terrestres. Su estudio no sólo permite reconstruir la historia de las relaciones 

planta–hongo, sino también comprender cómo estas asociaciones continúan siendo 

fundamentales en la ecología y evolución de plantas actuales. Las briofitas ofrecen, por lo 

tanto, un puente entre el pasado y el presente de la biología vegetal, permitiendo 

desentrañar cómo las simbiosis moldearon la vida terrestre. 

 

Marchantia polymorpha como hepática modelo 
M. polymorpha se ha consolidado en la última década como uno de los modelos 

experimentales más importantes para el estudio de la biología, evolución y ecología 

comparativa de plantas terrestres. Esta hepática talosa, ampliamente distribuida en 

ambientes húmedos y perturbados, combina características ancestrales propias de las 

primeras plantas terrestres con una batería de herramientas genéticas modernas 

comparables a las usadas en angiospermas. Esta singular combinación convierte a M. 

polymorpha en un sistema ideal para investigar aspectos fundamentales de la simbiosis 

planta–hongo, la adquisición de nutrientes, la regulación hormonal, el metabolismo 

secundario y la evolución de mecanismos conservados a través de cientos de millones de 

años (Bowman et al., 2017; Poveda, 2020). 

Uno de los rasgos más destacados de M. polymorpha es su organización corporal talosa, 

dominada por un gametofito fotosintético aplanado que crece horizontalmente sobre el 

sustrato. Esta arquitectura, más simple que la de las plantas vasculares, facilita la 

observación y manipulación de procesos celulares, fisiológicos y simbióticos. El talo posee 

cámaras aéreas, poros rígidos y una red interna de tejidos que permiten el intercambio 

gaseoso y la distribución de compuestos, proporcionando un modelo accesible para estudiar 

interacciones planta–microorganismo en tejidos superficiales y profundos. La presencia de 

rizoides unicelulares, que funcionan de manera análoga a las raíces en términos de anclaje 

y absorción, proporciona un punto de entrada natural para hongos simbiontes y otros 

microorganismos, lo que permite estudiar la infección y dinámica simbiótica sin la 

complejidad estructural de los sistemas radiculares de plantas vasculares. 

A nivel molecular, M. polymorpha destaca por poseer un genoma pequeño, con un grado de 

redundancia génica notablemente bajo para genes relacionados a vías de señalización, lo 

que facilita los estudios de genética funcional y la interpretación de fenotipos mutantes 

(Bowman et al., 2017). El método de transformación mediada por Agrobacterium 

tumefaciens descripto por Kubota et a.l (2013) posibilita la generación rápida de plantas 

transgénicas a partir de la regeneración de fragmentos del talo, lo cual facilitó la adopción de 

M. polymorpha en estudios de biología del desarrollo y señalización. También, se han 
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optimizado herramientas de edición génica, líneas mutantes, marcadores moleculares y 

protocolos de transformación altamente eficientes. 

Un rasgo distintivo de las hepáticas y particularmente relevante en M. polymorpha es la 

presencia de cuerpos oleosos, organelas exclusivas de este linaje que son considerados las 

estructuras secretorias más antiguas de plantas terrestres (He et al., 2013; Romani et al., 

2022). Estos cuerpos oleosos contienen una amplia variedad de compuestos bioactivos, 

incluyendo terpenoides, ácidos grasos, compuestos aromáticos y moléculas involucradas 

tanto en defensa contra herbívoros como en interacciones con microorganismos (Asakawa, 

2008; Ludwiczuk & Asakawa, 2019; Romani & Moreno, 2021). Su diversidad química y 

funcionalidad han sido evaluadas en estudios que demuestran propiedades antimicrobianas, 

antiproliferativas y de defensa frente a artrópodos (Romani et al., 2020; Vollár et al., 2018). 

Queda pendiente conocer su efecto sobre el microbioma de las hepáticas. En este sentido, 

la secuenciación masiva de más de un centenar de genomas de briofitas y la identificación 

de su microbioma nos permitirá conocer el grado de asociación entre el tipo de cuerpos 

oleosos y su microbioma (Dong et al., 2025). 

Otro aspecto de relevancia es la capacidad de M. polymorpha para responder a la 

deficiencia de fósforo (P), un nutriente esencial que limita el crecimiento de las plantas en 

ambientes terrestres. Estudios recientes han demostrado que bajo condiciones de 

deficiencia de P, esta hepática reorganiza su pared celular, modifica la expresión de genes 

relacionados con el transporte de fosfato, ajusta su metabolismo interno y altera la actividad 

de enzimas asociadas a la adquisición de nutrientes (Rico-Reséndiz et al., 2020) . Estas 

respuestas muestran paralelismos notables con las observadas en angiospermas, lo que 

sugiere que los mecanismos de adaptación a la deficiencia de P tienen un origen evolutivo 

profundo. Al mismo tiempo, ciertas respuestas parecen ser específicas de briofitas, lo que 

ofrece oportunidades únicas para estudiar cómo la evolución modificó, integró o reemplazó 

funciones ancestrales en traqueofitas. 

Finalmente, el creciente interés en M. polymorpha como modelo experimental está 

impulsado por su capacidad de integrar información ecológica, evolutiva y molecular. Su 

combinación de rasgos ancestrales, herramientas modernas de manipulación y diversidad 

simbiótica ofrece un sistema excepcionalmente robusto para estudiar preguntas 

fundamentales sobre la biología de las plantas. Desde la perspectiva de esta tesis, M. 

polymorpha constituye un excelente modelo para estudiar interacciones con hongos 

simbiontes y endofitos del suelo. Al no desarrollar raíces verdaderas, sus rizoides y el tejido 

del talo funcionan como sitios de infección para diversos hongos. La gran mayoría de las 

hepáticas pueden ser micorrizadas, incluyendo la mayoría de las especies del género 

Marchantia, como ocurre con M. paleacea. Sin embargo, se ha demostrado que M. 
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polymorpha no puede ser infectada por Glomeromycotina, dado que ha perdido genes 

centrales de la CSSP (Radhakrishnan et al., 2020). La posibilidad de que M. polymorpha se 

asocie en la naturaleza a hongos mutualistas la convierte en una herramienta estratégica 

para desentrañar la evolución de la señalización simbiótica, los mecanismos de 

reconocimiento entre plantas y hongos y los mecanismos usados para obtener nutrientes 

esenciales, especialmente fósforo, a través de la interacción con hongos.  

 

El rol de hongos del suelo en la disponibilidad de fósforo 
El fósforo (P) es un macronutriente esencial para todas las plantas terrestres y es uno de los 

macronutrientes que limita la productividad primaria a escala global. Su forma biodisponible 

en el suelo, principalmente ortofosfato inorgánico, suele encontrarse en concentraciones 

bajas debido a su tendencia a inmovilizarse mediante procesos de adsorción, precipitación 

con cationes como Fe³⁺, Al³⁺ y Ca²⁺, o incorporación en complejos orgánicos recalcitrantes 

(Carter & Gregorich, 2007). Esta baja disponibilidad ha generado presiones selectivas que 

favorecieron la evolución de mecanismos fisiológicos y ecológicos destinados a mejorar la 

adquisición del nutriente. Entre ellos, se destacan las asociaciones con hongos del suelo 

como una de las estrategias más efectivas en plantas terrestres. El rol de los hongos en la 

dinámica del fósforo es particularmente compleja y abarca funciones de solubilización, 

mineralización, transporte, almacenamiento y transferencia a las plantas. 

En la naturaleza, una parte significativa del fósforo del suelo se encuentra en formas 

orgánicas o en minerales insolubles que las plantas no pueden absorber directamente. En 

este contexto, los hongos actúan como mediadores clave para movilizar y facilitar estas 

fuentes inaccesibles. Numerosos hongos saprótrofos, endofíticos y simbiontes producen 

enzimas fosfatasas alcalinas y ácidas y fitasas capaces de liberar fosfato a partir de 

compuestos orgánicos complejos (Elias et al., 2016). Estos procesos de mineralización 

constituyen un componente crítico de los ciclos biogeoquímicos del suelo y determinan, en 

muchos casos, la disponibilidad real del nutriente para la planta. Asimismo, hongos 

solubilizadores de fosfato (PSF, por sus siglas en inglés) modifican el microambiente edáfico 

mediante la producción de ácidos orgánicos y quelantes que alteran el pH local o movilizan 

iones asociados, permitiendo la liberación de fósforo desde minerales insolubles (Etesami 

et al., 2021; Ma et al., 2022). Estas actividades se encuentran ampliamente distribuidas 

entre géneros fúngicos y muestran una alta variabilidad dependiendo de factores como la 

especiación del fósforo, el tipo de suelo y el estado fisiológico de la planta hospedadora. 

Las asociaciones simbióticas entre plantas y hongos micorrízicos constituyen uno de los 

mecanismos más reportados y eficientes de adquisición de fósforo en la naturaleza. Los 
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hongos Glomeromycotina, responsables de la formación de micorrizas arbusculares, 

presentan extensas redes de hifas extrarradiculares que exploran volúmenes de suelo 

inaccesibles para las raíces o rizoides. Estas hifas poseen alta afinidad por el fosfato y 

expresan transportadores especializados que facilitan su absorción desde zonas de baja 

concentración. El fosfato captado se transloca hacia las estructuras intracelulares de 

intercambio en la planta, como los arbúsculos, donde es transferido al hospedador a cambio 

de compuestos carbonados (Parniske, 2008; Thirkell et al., 2016). Este mecanismo ha sido 

ampliamente documentado en plantas vasculares, pero también se encuentra presente en 

briofitas, donde Glomeromycotina se asocian formando estructuras funcionales similares, 

sugiriendo una conservación profunda del mutualismo a lo largo de la evolución (Field et al., 

2015a; Ligrone et al., 2007). 

Sin embargo, en los últimos años se ha reconocido que no todas las asociaciones fúngicas 

involucradas en la adquisición de fósforo responden al modelo clásico de las micorrizas 

arbusculares. Uno de los hallazgos más relevantes ha sido el reconocimiento de los hongos 

MFRE como simbiontes nutricionales activos tanto en briofitas como en traqueofitas 

(Orchard et al., 2017; Spatafora et al., 2016). Estos hongos presentan patrones de 

intercambio de nutrientes distintos a los Glomeromycotina y pueden desempeñar un papel 

central en la obtención de fósforo bajo condiciones de baja disponibilidad. Estudios 

funcionales han demostrado que los MFRE transfieren fósforo, nitrógeno y carbono a plantas 

hospedadoras mediante rutas fisiológicas particulares y con eficiencias variables según el 

contexto edáfico y la identidad de la planta (Field et al., 2019; Hoysted et al., 2023). Esta 

diversidad funcional sugiere que en ambientes oligotróficos, donde el fósforo constituye un 

factor especialmente limitante, los MFRE podrían haber sido simbiontes clave para las 

primeras plantas terrestres. 

Los hongos endofíticos septados oscuros (DSE), caracterizados por hifas melanizadas y 

estructuras microsclerotiales, también desempeñan funciones relacionadas con la dinámica 

del fósforo. Aunque su papel no ha sido tan extensamente estudiado como el de los hongos 

micorrízicos, evidencia experimental muestra que los DSE son capaces de solubilizar formas 

insolubles de fósforo y mineralizar compuestos orgánicos, modificando así los pools internos 

de nutrientes en plantas hospedadoras (Della Monica et al., 2015). La coexistencia entre 

DSE, Glomeromycotina y Mucoromycotina puede generar interacciones sinérgicas o 

competitivas, alterando la eficiencia con la que los distintos simbiontes contribuyen al estado 

nutricional de la planta. Estos resultados subrayan la importancia de considerar la 

complejidad de las comunidades fúngicas al estudiar patrones de disponibilidad de fósforo, 

ya que las plantas suelen interactuar con múltiples simbiontes simultáneamente. 
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El contexto ambiental también juega un rol decisivo en determinar la función de los hongos 

del suelo en la dinámica del fósforo. Cambios antropogénicos como el uso intensivo de 

fertilizantes, la contaminación, la deforestación y las alteraciones en los ciclos de nitrógeno y 

fósforo pueden modificar la estructura de las comunidades fúngicas y, por ende, la eficiencia 

de las asociaciones simbióticas (Goyette et al., 2016). En particular, el exceso de fósforo 

disponible suele disminuir la dependencia de las plantas de hongos micorrízicos, lo que 

puede traducirse en una reducción de la diversidad y abundancia de estos simbiontes. Por el 

contrario, en ecosistemas perturbados, como áreas afectadas por incendios o degradación, 

algunos hongos solubilizadores o endofíticos pueden volverse más relevantes para sostener 

la nutrición vegetal, especialmente en briofitas y plantas pioneras (Cedrés-Perdomo et al., 

2023). 

La interacción entre plantas y hongos del suelo es, en última instancia, un proceso dinámico 

y altamente regulado que depende de factores edáficos, climáticos, fisiológicos y evolutivos. 

Los hongos no sólo actúan como proveedores de fósforo, sino también como moduladores 

de la arquitectura radicular o talosa, del metabolismo interno y de la expresión génica 

asociada a la adquisición de nutrientes. Desde esta perspectiva, la disponibilidad real de 

fósforo para una planta no depende únicamente de las características físico-químicas del 

suelo, sino también de la diversidad y funcionalidad de los hongos asociados a sus tejidos o 

a la rizosfera. 

Para briofitas como M. polymorpha, que dependen de estructuras simples como rizoides 

unicelulares y tejidos superficiales del talo para la absorción, el papel de los hongos del 

suelo es aún más crítico. El estudio de estas interacciones no sólo permite identificar los 

mecanismos que sostienen la nutrición mineral en briofitas, sino también reconstruir 

procesos ancestrales que fueron fundamentales para la terrestralización y la diversificación 

posterior de las plantas. 

 

Endofitos Mucoromycotina de raíces finas en la nutrición vegetal 

Los endofitos Mucoromycotina de raíces finas  (MFRE, por sus siglas en inglés por 

Mucoromycotina Fine Root Endophytes) han emergido en los últimos años como actores 

clave en la comprensión de las simbiosis planta–hongo. Durante décadas, estos organismos 

fueron clasificados erróneamente dentro de Glomeromycotina, debido a la similitud 

morfológica de sus hifas finas y estructuras intracelulares con las de las micorrizas 

arbusculares. Sin embargo, los estudios morfológicos, citológicos y, especialmente, los 

análisis moleculares desarrollados por Spatafora et al. (2016) y más tarde reforzados por 

Orchard et al. (2017), demostraron de forma concluyente que estos hongos pertenecen al 
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subfilo Mucoromycotina, redefiniendo la visión evolutiva y ecológica de las asociaciones 

simbióticas en plantas terrestres. Este descubrimiento transformó la comprensión clásica de 

la evolución de las micorrizas, revelando que la diversidad de hongos simbiontes ancestrales 

fue sustancialmente mayor de lo que se creía. Estas observaciones están siendo 

refrendadas por nuevos estudios taxonómicos basados en análisis moleculares y 

bioquímicos (Szánthó et al., 2025). 

Los MFRE presentan una biología particular que los distingue tanto de los hongos 

Glomeromycotina como de los DSE. Sus hifas extrarradiculares son extremadamente finas, 

su esporulación es menos conspicua y las estructuras intracelulares que forman no se 

organizan en arbúsculos elaborados, sino en formas irregulares o globulares. A nivel 

fisiológico, se caracterizan por su capacidad para infectar y asociarse a embriofitas (briofitas 

y traqueofitas), lo que sugiere un origen ancestral de este tipo de mutualismo (Field et al., 

2015a; Field et al., 2015b; Rimington et al., 2020). En muchos casos, coexisten en los 

mismos tejidos con Glomeromycotina, formando simbiosis mixtas que complejizan la 

dinámica de adquisición de nutrientes en la planta hospedadora (Hoysted et al., 2021). Y, en 

todos los casos, los MFRE han sido encontrados en plantas con una CSSP intacta, lo cual 

hacía suponer que estos hongos usaban la vía CSSP para establecer la interacción.  

Uno de los aportes más significativos de los MFRE es su rol en la adquisición y transferencia 

de nutrientes esenciales. Estudios funcionales en sistemas experimentales controlados 

demostraron que estos hongos participan activamente en el intercambio de nitrógeno, 

fósforo y carbono con sus plantas hospedadoras. Field et al. (2019) mostraron que los 

MFRE transfieren cantidades significativas de nitrógeno orgánico e inorgánico, así como 

fósforo, a las hepáticas Haplomitrium gibbsiae, Neohodgsonia mirabilis y M. paleacea, 

mientras que reciben, a cambio, compuestos fotosintéticos carbonados. Este hallazgo 

resulta fundamental, ya que revela que los MFRE poseen un modo de intercambio 

nutricional diferente al modelo establecido para Glomeromycotina. En lugar de 

especializarse principalmente en la adquisición de fósforo, como las micorrizas arbusculares, 

los MFRE parecen tener una estrategia más generalista, siendo particularmente eficientes 

en la transferencia de nitrógeno. En plantas vasculares, los MFRE demostraron ser capaces 

de establecer intercambios directos de nutrientes con sus hospedadores en cultivos 

monoxénicos, lo que confirma que su relevancia no se limita a hepáticas (Hoysted et al., 

2023). Estos resultados sugieren que los MFRE han coexistido con las plantas durante 

largos períodos evolutivos y que pudieron haber desempeñado funciones esenciales en 

ambientes paleozoicos caracterizados por una baja disponibilidad de nutrientes minerales. 

De hecho, Field et al. (2015a) demostraron que en linajes de hepáticas como 

Haplomitriopsida, los MFRE forman mutualismos funcionales que responden incluso a 
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cambios atmosféricos simulados de dióxido de carbono, lo cual evidencia una adaptabilidad 

simbiótica estrechamente ligada a condiciones paleoambientales. 

Desde una perspectiva evolutiva, los MFRE representan una pieza clave para comprender la 

historia profunda de las simbiosis planta–hongo. Su distribución en linajes divergentes y su 

capacidad para establecer infecciones intracelulares sugieren que los mecanismos básicos 

de reconocimiento y señalización simbiótica (como los asociados a la CSSP) ya estaban 

presentes cuando estos hongos interactúan con las primeras embriofitas. Esto es 

congruente con estudios que muestran la presencia de componentes de la CSSP en briofitas 

y algas estrechamente relacionadas con las plantas terrestres (Delaux et al., 2012; 

Radhakrishnan et al., 2020). Aunque los MFRE no forman arbúsculos, la activación de vías 

paralelas podría explicar cómo estos hongos establecen asociaciones íntimas que permiten 

el intercambio de recursos sin requerir estructuras morfológicas complejas. 

Los MFRE también desempeñan un papel importante en las comunidades microbianas del 

suelo. La interacción entre MFRE, Glomeromycotina y DSE puede generar relaciones de 

competencia, complementariedad funcional o incluso sinergias que modulan la disponibilidad 

de nutrientes para las plantas. Esta complejidad ecológica implica que la función real de los 

MFRE no debe analizarse de manera aislada, sino dentro de una red simbiótica más amplia. 

En algunos casos, la coexistencia de MFRE con Glomeromycotina parece mejorar la 

eficiencia de adquisición de P y N, mientras que en otros contextos, los MFRE pueden 

prevalecer como simbiontes principales cuando las micorrizas arbusculares son menos 

eficientes debido a limitaciones edáficas o climáticas (Field et al., 2019). 

En conjunto, la evidencia disponible posiciona a los MFRE como simbiontes versátiles, 

ancestrales y funcionalmente esenciales para numerosas plantas terrestres, especialmente 

aquellas que ocupan ambientes oligotróficos. Su estudio no sólo amplía el concepto clásico 

de simbiosis micorrízica, sino que obliga a reconsiderar cómo se originaron y diversificaron 

los mutualismos intracelulares en la historia evolutiva de las plantas. Para investigaciones 

centradas en briofitas como M. polymorpha, los MFRE representan un componente crucial 

para comprender cómo las plantas primitivas adquirieron nutrientes esenciales como el 

fósforo, y cómo estos procesos simbióticos permitieron la expansión de las plantas terrestres 

hacia ambientes desafiantes. 
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Objetivos generales 

 

Las simbiosis entre plantas y microorganismos son cruciales para la homeostasis de los 

ecosistemas y la productividad de sistemas agrícolas. Entre estas asociaciones, la simbiosis 

entre plantas y hongos micorrízicos arbusculares (HMA) está presente en más de 80% de 

las plantas terrestres y probablemente estuvo presente en su ancestro común, jugando un 

papel clave en la terrestralización de las plantas. La asociación de las plantas de distintos 

linajes con HMA depende de la vía común de señalización de la simbiosis (CSSP, por sus 

siglas en inglés). Durante la evolución, algunas plantas co-optaron esta vía para iniciar la 

simbiosis en nódulos radiculares fijadores de nitrógeno (RNS, por sus siglas en inglés), 

mientras que otras perdieron componentes de la CSSP y su capacidad para asociarse a 

HMA. Los endofitos de raíz fina Mucoromycotina (MFRE, por sus siglas en inglés) fueron 

descritos recientemente como un nuevo tipo de simbiontes en plantas vasculares y no 

vasculares. Hasta el momento, todas las plantas descritas que poseen simbiosis por MFRE 

también se asociaban con HMA, lo que llevó a plantear que la vía CSSP también era 

necesaria para la simbiosis por MFRE. Si bien la simbiosis con HMA se observa de manera 

generalizada en el género Marchantia, está ausente en M. polymorpha, especie que ha 

perdido genes centrales de la CSSP y genes de la vía de síntesis de estrigolactonas (SL), 

necesarios para la atracción del HMA. 

El objetivo general de este proyecto es caracterizar los endofitos fúngicos asociados a M. 

polymorpha en su ambiente natural, con el fin de identificar y describir una vía simbiótica 

alternativa a la CSSP, aportando evidencia para la existencia de un nuevo mecanismo de 

simbiosis en plantas terrestres. 

 

Objetivos específicos 

 

Este Plan de Trabajo propone los siguientes objetivos específicos:  

1) Aislar, identificar y caracterizar funcionalmente la biodiversidad de endofitos fúngicos de 

poblaciones naturales de M. polymorpha, haciendo foco en MFRE. 

2) Estudiar el efecto de la infección por MFRE en M. polymorpha crecidas en diferentes 

condiciones nutricionales. 

3) Identificar las vías moleculares que median la interacción con el MFRE. 
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4) Identificar y validar funcionalmente nuevos genes candidatos que regulan la interacción 

con el MFRE. 

5) Evaluar si MFRE contribuye al crecimiento de angiospermas en hambreado, y comparar 

estas respuestas con las observadas en briofitas. 
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Capítulo 1: Comunidades fúngicas endofíticas y sus rasgos asociados al fósforo en 

Marchantia polymorpha a lo largo de un gradiente de disturbio antrópico 

 

Introducción 

 

Las briofitas, el grupo hermano de las plantas vasculares (traqueofitas), se separaron de su 

ancestro común más reciente hace aproximadamente 450 millones de años (Delwiche y 

Cooper, 2015; Morris et al., 2018). Las briofitas, que incluyen musgos, hepáticas y 

antocerotes, representan el segundo grupo más grande de plantas terrestres, con más de 

20.000 especies que se distribuyen en una amplia variedad de ambientes, desde la tundra 

ártica hasta las selvas tropicales, así como en sotobosques húmedos y superficies rocosas. 

A pesar de su arquitectura rudimentaria, que incluye rizoides en lugar de raíces verdaderas 

y, en algunas briofitas, células conductoras simples como hidroides y leptoides en lugar de 

verdaderos tejidos vasculares, estas plantas desempeñan un importante rol ecológico en 

múltiples ecosistemas, especialmente participando de los ciclos biogeoquímicos del agua y 

los nutrientes, y en la estabilización de suelos en paisajes perturbados (Glime, 2007; Wang 

et al., 2022). Las briofitas presentan una notable plasticidad fisiológica y tolerancia al estrés, 

lo que los convierte en biomarcadores ideales para estudios de ecología, cambio climático e 

impacto humano (Tuba et al., 2011). 

Muchos nichos de briofitas están siendo afectados por perturbaciones humanas, incluyendo 

la deforestación (Gradstein, 2008), la agricultura (Norris, 1990), las actividades industriales y 

otras actividades antropogénicas como el fuego (Cedrés-Perdomo et al., 2023; Monteiro et 

al., 2024; Nepstad et al., 2008; Tolopka et al., 2024). Una característica interesante de la 

hepática Marchantia polymorpha es su relación con hongos endofíticos, ya que se encuentra 

entre las pocas hepáticas reportadas que no forman asociaciones con hongos micorrízicos 

arbusculares (Alcaraz et al., 2018; Puginier et al., 2022; Radhakrishnan et al., 2020). Los 

endofitos se entienden comúnmente como microorganismos que habitan tejidos vegetales 

vivos y libres de síntomas (Nelson et al., 2018; Stone, 2000). Operativamente esto se refiere 

a microorganismos, desde simbiontes benéficos hasta patógenos latentes, que persisten 

tras la esterilización superficial de partes sanas de la planta. Si bien no todos los endofitos 

pueden solubilizar fósforo orgánico, existen otros con una alta capacidad para producir 

enzimas fosfatasas en cantidades notables (Della Monica et al., 2015; Jiang et al., 2021). 

Estas enzimas tienen el potencial de liberar fósforo a partir de materia orgánica, aumentando 

su disponibilidad como nutriente y favoreciendo el crecimiento vegetal. Esto se enmarca 

dentro de la “hipótesis aditiva” general de las interacciones planta–microorganismo (Bashan 
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& Levanony, 1990), que postula que varios mecanismos sinérgicos interactúan para mejorar 

la acumulación y disponibilidad de nutrientes. En este Capítulo, planteamos la hipótesis de 

que la comunidad fúngica endofítica de M. polymorpha está moldeada por el entorno 

nutricional y que estos endofitos pueden desempeñar un rol funcional en la adquisición de 

nutrientes bajo condiciones limitantes. Como M. polymorpha carece de la vía común de 

señalización de la simbiosis (CSSP) y no forma asociaciones con hongos micorrízicos 

arbusculares, el estudio de sus endofitos fúngicos nos permite caracterizar potencialmente 

asociaciones simbióticas alternativas. Es por esto, que este trabajo se enmarca en el 

objetivo general de caracterizar los endofitos fúngicos asociados a M. polymorpha y 

contribuye a los objetivos 1 y 2, orientados a aislar, identificar y caracterizar funcionalmente 

endofitos, así como a evaluar su impacto sobre el crecimiento vegetal en diferentes 

condiciones nutricionales. 

En plantas hepáticas se han identificado hongos pertenecientes a los Phylum Ascomycota, 

Basidiomycota y Subphylum Glomeromycotina. Algunas especies de hepáticas muestran 

comportamientos mutualistas micorrízicos con Glomeromycotina (Cottet et al., 2018; 

Radhakrishnan et al., 2020), Mucoromycotina (Field et al., 2015a; Prout et al., 2024; 

Rimington et al., 2019) y con el ascomycota micorrízico ericoide Pezoloma ericae (Kowal et 

al., 2018; Pressel et al., 2010). Un número creciente de estudios sobre asociaciones 

fúngicas con briofitas respalda la existencia de una diversidad mucho mayor más allá de los 

principales grupos mutualistas (Catania et al., 2025; Kelly et al., 2024; Nelson et al., 2018; 

Pressel et al., 2021), aunque aún no se conoce cómo interactúan algunos de estos otros 

endofitos con la planta. 

Sobre la base de estas consideraciones, planteamos la hipótesis de que la composición de 

la comunidad fúngica endofítica en M. polymorpha puede estar influenciada por el grado de 

perturbación antropogénica. En particular, predecimos que los hongos endofíticos aislados 

de ambientes más perturbados exhibirán mejor adquisición de fósforo, relacionado a una 

mayor actividad fosfatasa, lo que reflejaría una respuesta adaptativa a condiciones 

específicas de limitación de nutrientes. Tales cambios funcionales, de existir, podrían conferir 

ventajas a la planta hospedadora en hábitats degradados y sugerir un posible rol ecológico 

de estos hongos en el sostén del desempeño vegetal bajo condiciones alteradas por la 

actividad humana. 
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Objetivos 

 

Objetivo general 

 

Evaluar la influencia del gradiente de disturbio antrópico sobre la composición y las 

capacidades funcionales relacionadas con el fósforo de las comunidades fúngicas 

endofíticas asociadas a M. polymorpha en ambientes naturales de la región andina 

patagónica. 

 

Objetivos específicos 

 

1.​ Caracterizar la diversidad taxonómica de los hongos endofitos asociados a M. 

polymorpha en tres sitios con diferente grado de antropización mediante 

aproximaciones complementarias como el aislamiento por cultivo y la secuenciación 

masiva del ADN (metabarcoding). 

2.​ Analizar las propiedades físico-químicas del suelo en cada sitio de muestreo, con 

especial énfasis en las formas totales y disponibles de fósforo. 

3.​ Determinar la capacidad de los endofitos fúngicos para producir fosfatasas ácidas y 

alcalinas, así como su habilidad para solubilizar fósforo inorgánico en condiciones de 

laboratorio. 

4.​ Comparar la diversidad y los rasgos funcionales de las comunidades endofíticas en 

función del nivel de perturbación antrópica y las características del suelo. 

5.​ Identificar géneros fúngicos con potencial ecológico relevante por su persistencia y 

posible rol simbiótico en M. polymorpha. 

 

Materiales y Métodos 

 

Muestreo de plantas y sitios de colección 

Se seleccionaron tres sitios de muestreo con un nivel decreciente de influencia 

antropogénica (Sitio 1 > Sitio 2 > Sitio 3) en el bosque templado-frío de San Carlos de 

Bariloche, Argentina. El Sitio 1 representa el área con el mayor nivel de antropización y se 
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ubicó en las acequias de riego del barrio Belgrano Sudeste, en 41°08'33.6"S 71°18'36.5"W, 

donde el agua de deshielo fluye de manera continua y es utilizada como zona de descarga 

de residuos cotidianos. Los Sitios 2 y 3 se localizaron en 41°07'32.3"S 71°23'14.3"W, en el 

kilómetro 4 de la ciudad de Bariloche. Aunque ambos sitios se encontraban geográficamente 

cercanos, fueron muestreados como sitios independientes por sus características diferentes. 

El Sitio 2 correspondió a una planta cultivada en maceta en un vivero, que recibía riego 

constante pero estaba limitada por el volumen de sustrato. En contraste, el Sitio 3 se ubicó 

en el suelo del bosque, en un área de sotobosque no perturbada, cercana a un arroyo de 

deshielo y con tránsito peatonal mínimo. 

En todos los sitios, se recolectó un parche de aproximadamente 15 cm de diámetro que 

incluía varias plantas y el suelo adherido a los rizoides. Las plantas recolectadas se 

transportaron al laboratorio en bolsas de polietileno y se procesaron el mismo día de la 

siguiente manera: se enjuagaron exhaustivamente con agua y, bajo un estereomicroscopio, 

se retiraron cuidadosamente las partículas de suelo remanentes. Luego, los talos se 

cortaron en fragmentos pequeños de aproximadamente 1 cm² utilizando una hoja de bisturí 

estéril. 

 

Determinación molecular de especies y subespecies de Marchantia sp. 

El ADN vegetal se extrajo utilizando el kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, 

Bethesda, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para identificar la subespecie 

de M. polymorpha, se amplificó una región polimórfica del gen CCaMK, previamente 

reportada como discriminante entre M. paleacea y las subespecies de M. polymorpha 

(Radhakrishnan et al., 2020). La amplificación por PCR se realizó utilizando los primers 

fwdMpaCCAMK-2 (5´-CGAAAGAGAGCACAACACACAG-3´) y rvMpaCCAMK-2 

(5´-CACGCAAGAACAAACAGAGATAAGCAG-3′), bajo el siguiente programa: una 

desnaturalización inicial a 98 °C durante 1 min, seguida de 35 ciclos de 94 °C durante 30 s, 

60 °C durante 30 s y 72 °C durante 20 s, y una extensión final a 72 °C durante 5 min. Los 

amplicones fueron corridos en un gel de agarosa y purificado usando el Wizard® SV Gel and 

PCR Clean up System (Promega, Bethesda, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Los amplicones purificados fueron secuenciados por Inc. (Seúl, Corea). Las 

secuencias de la región polimórfica fueron comparadas con secuencias de los genomas de 

referencia de M. paleacea y de todas las subespecies de M. polymorpha, incluyendo el 

genoma de referencia Tak-1 (M. polymorpha Reference Genome Sequences ver. 7.1) y las 

subespecies polymorpha, ruderalis y montivagans reportadas previamente (Radhakrishnan 

et al., 2020), para asignar la identidad de subespecie. 
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Esterilización superficial, ensayo de impresión, aislamiento de endofitos fúngicos y 
bancos de muestreo 

Los fragmentos de talo fueron esterilizados superficialmente durante 1 minuto en una 

solución compuesta por hipoclorito de sodio al 1% (3.5 ml), 10 ml de ampicilina a 0.1 mg/ml, 

10 ml de estreptomicina a 0.1 mg/ml y 20 µl de Tween 80, seguida de tres enjuagues con 

agua destilada esterilizada (Silvani et al., 2012). Para verificar la eficacia de la esterilización, 

se realizó un ensayo de impresión. Brevemente, los fragmentos esterilizados se presionaron 

suavemente sobre placas de Petri estériles que contenían agar papa dextrosa (PDA) o 

medio selectivo para Trichoderma (TSM). Cada placa con PDA o TSM recibió cuatro 

fragmentos de talo y fue incubada a temperatura ambiente (aprox. 23 °C). El ensayo de 

impresión y el procedimiento de aislamiento se realizaron simultáneamente en placas 

separadas. Las placas fueron monitoreadas cada 24 horas durante 72 h bajo un 

estereomicroscopio. Los fragmentos vegetales que mostraron crecimiento fúngico superficial 

fueron descartados para el aislamiento de endofitos. Para asegurar el correcto aislamiento 

de endofitos, los endofitos fúngicos fueron recolectados bajo estereomicroscopio, evitando 

contaminaciones cruzadas con otros micelios. Cada aislamiento fúngico se transfirió a una 

nueva placa de Petri con el mismo medio de cultivo. 

Se realizaron dos muestreos independientes en los tres sitios durante abril y mayo de 2022, 

ambos entre 4 y 6 días posteriores a una nevada. Durante el primer muestreo (abril de 

2022), la mayoría de los aislamientos correspondieron al género Mucor, típicamente 

descripto como saprótrofo. En ese primer momento, consideramos que su presencia era 

resultado de contaminación del suelo más que una infección endofítica verdadera, por lo que 

este primer muestreo fue descartado y procedimos a realizar una segunda recolección en 

mayo de 2022 en los mismos sitios. El segundo muestreo produjo resultados consistentes 

con el primero, identificando nuevamente a Mucor como el género dominante en plantas 

silvestres de M. polymorpha. Las colonias de Mucor se caracterizaron macroscópicamente 

como masas algodonosas de color blanco a gris, con morfología blanda y expansiva, 

fácilmente distinguibles de hongos más compactos o pigmentados (Seifert, 2008). Los 

rasgos de las colonias, incluyendo apariencia, color, textura, altura, presencia de 

esporangios gris oscuro y color del reverso, se utilizaron para seleccionar aislamientos 

morfológicamente distintos para su identificación molecular. En consecuencia, se procedió 

con los análisis moleculares y bioquímicos únicamente sobre este segundo conjunto de 

muestras. 
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Análisis de suelo 

Se recolectaron dos muestras de suelo por sitio de muestreo. El suelo se tomó del área 

circundante a los rizoides, a una profundidad de 10 cm desde el punto de extracción de la 

planta. Se realizaron diversos análisis, incluyendo la determinación potenciométrica del pH 

en agua (Thomas, 1996); la conductividad eléctrica (CE) mediante la relación suelo:agua; la 

extracción con acetato de amonio neutro 1 N para medir potasio (K) intercambiable y más 

soluble (Thomas, 1996); la mineralización por digestión seca para fósforo total (P total) 

(Carter & Gregorich, 2007); la extracción con solución tampón alcalina (0.5 N NaHCO₃) para 

fósforo extraíble (P-Olsen) (Thomas, 1996); y la determinación de carbono total (C) y 

nitrógeno total (N) mediante un analizador carbono-nitrógeno, con combustión a 900 °C, 

utilizando el equipo Thermo Electron Corporation NC Soil Analyzer Flash EA 1112 (Thomas, 

1996). 

 

Identificación de aislamientos fúngicos a partir de cultivos puros 

Los aislamientos correspondieron a cepas fúngicas individuales obtenidas en cultivo puro. 

Por lo tanto, las secuencias internal transcribed spacer (ITS) derivadas de estos 

aislamientos proporcionaron información directa a nivel de especie, en lugar de unidades 

definidas computacionalmente. El ADN se extrajo a partir de aislamientos fúngicos puros 

utilizando un protocolo modificado para tejido vegetal con el kit Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit (Promega, Bethesda, EE. UU.). Usando PCR se amplificó un fragmento del 

gen de ARN ribosomal que incluye la región ITS, utilizando los primers ITS1 

(5´-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´) e ITS4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) (White, 

1990). El programa de PCR consistió en una desnaturalización inicial de 5 min a 95 °C, 

seguida de 27 ciclos de 1 min a 94 °C (desnaturalización), 1 min a 55 °C (alineamiento) y 1 

min a 72 °C (extensión), con una extensión final de 10 min a 72 °C. Los amplicones fueron 

secuenciados por Celemics, y los aislamientos fúngicos se identificaron comparando las 

secuencias ITS1-ITS4 con la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology 

Information (NCBI, consultada el 2 de febrero de 2024). 

 

Extracción de ADN total de plantas de M. polymorpha y análisis de metabarcoding 

Los fragmentos de talo de M. polymorpha esterilizados superficialmente fueron congelados 

rápidamente en tubos estériles de 1.5 ml y se almacenaron a −80 °C. Los talos congelados 

fueron molidos en tubos de 1.5 ml utilizando un molinillo Retsch, con tres ciclos de 30 

segundos a 30 Hz. El ADN total se extrajo utilizando el kit Wizard® Genomic DNA 

Purification Kit (Promega, Bethesda, EE. UU.), siguiendo el protocolo del fabricante. Para 
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caracterizar la microbiota fúngica, se amplificó la región ITS3-ITS4 (ITS3: 

5'-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3'; ITS4: 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (Liu et al., 

2021), que proporciona una alta resolución taxonómica debido a su variabilidad entre 

especies. Para el análisis comparativo, se incluyeron tanto muestras de campo (Sitios 1–3) 

como controles (WT) de plantas de M. polymorpha Tak-1 mantenidas en placas de Petri bajo 

condiciones estériles. Las muestras fueron preparadas por el servicio de secuenciación de 

Macrogen Inc. (Seúl, Corea) siguiendo el flujo de trabajo estándar para bibliotecas NGS y 

secuenciadas en una plataforma Illumina. La secuenciación paired-end (2 × 250 bp) fue 

realizada por Macrogen Inc. (Corea del Sur). Todas las muestras presentaron un índice Q30 

superior al 75%, indicando que la mayoría de las lecturas tuvo valores Phred ≥30 

(probabilidad de error <0,1%), y por lo tanto una alta calidad general de secuenciación. Para 

el análisis de datos, se replicó un flujo de trabajo ya publicado para el análisis de amplicones 

y metagenómica de microbiomas (Liu et al., 2021). Inicialmente, las lecturas se unieron y se 

eliminaron los códigos de barras y primers, seguidos por una evaluación de calidad de las 

secuencias crudas mediante FastQC (Andrews, 2010). Posteriormente, se aplicaron 

procedimientos estrictos de descontaminación, utilizando métodos basados en alineamiento 

de secuencias (Bowtie 2) para identificar y eliminar secuencias asociadas a la planta 

hospedadora, minimizando interferencias en los análisis posteriores (Langmead y Salzberg, 

2012). La eliminación de ruido se realizó con el algoritmo DADA2 (Callahan et al., 2016), se 

eliminaron secuencias quiméricas y la asignación taxonómica se efectuó utilizando la base 

de datos UNITE ITS para hongos (v9, octubre de 2022). El análisis se centró en variantes de 

secuencia de amplicón (ASVs, del inglés amplicon sequence variants), que permiten una 

resolución elevada al inferir variantes exactas de secuencia sin imponer umbrales de 

similitud, a diferencia de los enfoques basados en OTUs (del inglés operational taxonomic 

units). Los datos obtenidos se compararon con bases de datos de referencia (incluyendo 

GenBank) para identificar las ASVs fúngicas presentes y evaluar la composición del 

consorcio fúngico. Las asignaciones finales se validaron frente a NCBI GenBank (consultado 

entre febrero y junio de 2024). Estos parámetros de filtrado se seleccionaron siguiendo 

criterios establecidos para el análisis de comunidades microbianas (Bokulich et al., 2013; 

Davis et al., 2018), equilibrando la retención de señales biológicamente relevantes con la 

eliminación de ruido técnico. Tras el filtrado de calidad, se retuvieron un total de 1.524 ASVs 

de alta confianza para los análisis posteriores. 

 

Mediciones de mineralización y solubilización de fósforo (P) 

El estudio de la mineralización y solubilización de P se llevó a cabo utilizando medios 

líquidos según lo descripto previamente (Della Monica et al., 2015). Los cultivos líquidos se 
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mantuvieron en condiciones controladas a 20 °C en oscuridad, y la disponibilidad de P se 

evaluó como se describe a continuación. El micelio fúngico fue homogeneizado con agua 

destilada estéril para obtener una suspensión uniforme. Un volumen de 100 µl de esta 

suspensión se combinó con medio líquido NBRIP (del inglés National Botanical Research 

Institute) ajustado a pH 6.5 (glucosa 10 g/L, MgSO₄ 0.12 g/L, KCl, MgCl₂·6H₂O 5 g/L y 

(NH₄)₂SO₄ 0.1 g/L), suplementado con ampicilina. El medio incluyó Ca₃(PO₄)₂ (5 g/L) como 

fuente inorgánica de P, con cinco réplicas por condición. Cuando los cultivos alcanzaron la 

fase estacionaria, se filtraron mediante una membrana de celulosa. El sobrenadante 

resultante se recolectó y almacenó a −20 °C para su análisis posterior. Los niveles de 

fósforo soluble en los cultivos líquidos fueron determinados siguiendo una metodología ya 

reportada, utilizando el kit comercial Spectroquant Phosphate-Test (Merck, Darmstadt, 

Alemania) (Scervino et al., 2010). 

 

Actividad de fosfatasas extracelulares 

Las actividades de fosfatasas ácida (pH 5,5) y alcalina (pH 9,0) se determinaron utilizando 

p-nitrofenilfosfato (PNP) como sustrato en muestras del sobrenadante de los cultivos 

líquidos (Pawar y Thaker, 2009). Una unidad enzimática (UE) se definió como la cantidad de 

enzima proveniente de un gramo de micelio seco que hidroliza 1 mmol de PNP por minuto, 

medida en 1 ml de sobrenadante (Figura 4). La liberación de fósforo por UE fue expresada 

en miligramos de fósforo por UE. 
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Figura 4. Esquema de los ensayos de actividad fosfatasa y de la medición de fósforo soluble. A partir 

del filtrado de los cultivos, se evaluó la concentración de fósforo inorgánico soluble a partir del 

sobrenadante de los cultivos utilizando el kit colorimétrico Spectroquant Phosphate-Test (Merck); y la 

actividad fosfatasa mediante la hidrólisis de p-nitrofenil fosfato (PNPP) en buffer de acetato de sodio 

(actividad fosfatasa ácida) o buffer fosfato (Actividad fosfatasa alcalina), seguida de la detención de la 

reacción con NaOH y la posterior lectura de fenolfosfato (PNP) utilizando un espectrofotómetro. 

 

Análisis estadístico 

Todos los análisis estadísticos se realizaron en RStudio (versión 4.0.2). Se utilizó un análisis 

de varianza de una vía (ANOVA, del inglés Analysis of Variance) para evaluar diferencias en 

la actividad de fosfatasas entre los aislamientos fúngicos, seguido de la prueba de rangos 

múltiples de Tukey para comparaciones post hoc a distintos niveles de significancia (p < 

0.05; p < 0.01; p < 0.0001). Para datos que no siguieron una distribución normal 

(solubilización de fósforo), se aplicó la prueba de Kruskal–Wallis seguida de un test post hoc 

de Dunn con corrección de Bonferroni (p < 0.05). Se calculó el índice de diversidad de 

Shannon utilizando el paquete Vegan (Oksanen et al., 2012). El índice de Shannon se 

comparó entre los sitios de muestreo mediante un ANOVA de una vía, considerando 

significancia estadística en p < 0.05 (Shannon, 1948). 
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Resultados 

 

Comunidades fúngicas endofíticas asociadas a niveles de antropización 

Para evaluar el impacto de la antropización, caracterizamos las comunidades fúngicas de 

poblaciones silvestres de la hepática modelo M. polymorpha en tres sitios con distintos 

niveles de perturbación (S1 > S2 > S3). Dado que las subespecies de M. polymorpha y la 

especie estrechamente relacionada M. paleacea pueden coexistir, confirmamos la identidad 

taxonómica de nuestras muestras mediante la secuenciación de una región polimórfica del 

gen CCaMK (Radhakrishnan et al., 2020). Los resultados de la secuenciación confirmaron 

que todas las plantas recolectadas pertenecían a M. polymorpha subsp. polymorpha (Figura 

5). Si bien la mayoría de los polimorfismos nucleotídicos estuvieron conservados entre 

subespecies, el alineamiento de secuencias reveló características diagnósticas clave: 1) la 

presencia de una deleción de 8 nucleótidos característica de M. paleacea (flecha roja); y 2) 

dos polimorfismos específicos de M. polymorpha subsp. polymorpha (flecha azul). 

 

 

Figura 5. Confirmación genética de la planta hospedadora. Alineamiento de secuencias de un 

fragmento del gen CCaMK proveniente de los controles y de las muestras silvestres. Se indican las 

características diagnósticas clave: una deleción característica de 8 nucleótidos en M. paleacea (flecha 

roja) y dos polimorfismos exclusivos de M. polymorpha subsp. polymorpha (flechas azules). Todas las 

muestras recolectadas en campo (S1–S3) fueron confirmadas genéticamente como M. polymorpha 

subsp. polymorpha. Véanse los Métodos para los detalles de las condiciones de PCR 

 

Se prepararon talos de M. polymorpha esterilizados superficialmente y se confirmó la 

eficacia de la esterilización mediante un ensayo de impresión (véase Materiales y Métodos). 

A partir de talos esterilizados de los tres sitios de muestreo, se aislaron un total de 144 

endofitos fúngicos. De ellos, 48 aislamientos fueron morfológicamente distintos (18 del Sitio 

1, 16 del Sitio 2 y 14 del Sitio 3) y se identificaron mediante PCR seguida de la 

secuenciación de la región ITS1–ITS4. El análisis de secuencias reveló 22 aislamientos 

fúngicos únicos, con 15 aislamientos en el Sitio 1, 7 en el Sitio 2 y 4 en el Sitio 3. Algunos 

aislamientos fueron compartidos entre sitios (Figura 6). Solo siete aislamientos se obtuvieron 
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en más de un sitio, como Rhizopus sp. y Mucor circinelloides, ambos pertenecientes al 

Phylum Mucoromycota, identificados en los Sitios 1 y 2. Varios aislamientos se recuperaron 

exclusivamente en un único sitio, como Alternaria en el Sitio 1, Trichoderma atroviride en el 

Sitio 2 y Mucor racemosus en el Sitio 3. Mucor hiemalis fue el único aislamiento presente en 

los tres sitios de muestreo. En contraste, los demás aislamientos fúngicos fueron específicos 

de cada sitio, con 12 exclusivos del Sitio 1, cuatro del Sitio 2 y tres del Sitio 3 (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Hongos endofíticos aislados de M. polymorpha recolectadas en diferentes sitios de 

muestreo. El gráfico cuantifica los aislamientos fúngicos por sitio de muestreo. La identificación 

molecular mediante secuenciación ITS permitió la clasificación taxonómica, aunque la resolución varió 

desde nivel de género hasta especie, dependiendo de la calidad de la secuencia, el porcentaje de 

identidad y las coincidencias con bases de datos de referencia en NCBI. Cabe destacar que algunos 

aislamientos que presentaban diferencias morfológicas fueron identificados genéticamente como 

conespecíficos. 
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Figura 7. Composición de la comunidad fúngica determinada mediante secuenciación de alto 

rendimiento de la región polimórfica ITS3–ITS4. Los gráficos muestran las frecuencias absolutas de 

las variantes de secuencia de amplicón (ASVs) en escala log₁₀, a distintos niveles taxonómicos 

(Phylum u orden), para muestras recolectadas en tres sitios de campo, así como para plantas de M. 

polymorpha Tak-1 (WT, del inglés wild type) cultivadas en laboratorio bajo condiciones axénicas. A) 

Frecuencias de ASVs clasificadas a nivel de Phylum. B) ASVs clasificadas a nivel de orden. En la 

leyenda, el prefijo Asc. se refiere a Ascomycota, Bas. a Basidiomycota, Chyt. a Chytridiomycota, Muc. 
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a Mucoromycota y Olpid. a Olpidiomycota. En ambos paneles, el eje Y representa la frecuencia en 

una escala log10 para facilitar la visualización de categorías de baja abundancia. En ambos paneles, la 

categoría Fungi representa lecturas que no pudieron asignarse a un Phylum u orden específico por el 

análisis bioinformático. 

 

La secuenciación de alto rendimiento de la región polimórfica ITS3–ITS4 se realizó sobre 

ADN total extraído de talos de M. polymorpha esterilizados superficialmente, con el objetivo 

de identificar las comunidades fúngicas endofíticas de tres sitios de campo (Sitios 1–3) y en 

plantas de M. polymorpha Tak-1 (WT) cultivadas en laboratorio bajo condiciones axénicas. 

La secuenciación metagenómica (Figura suplementaria 1) reveló una comunidad fúngica 

altamente diversa, que abarca múltiples Phyla y órdenes en los tres sitios. La figura 7 

muestra las frecuencias absolutas de las ASVs a nivel de orden (escala log₁₀), destacando la 

amplitud taxonómica detectada. La composición del consorcio estuvo dominada por 

miembros de Ascomycota (los cuatro órdenes más abundantes fueron Pleosporales, 

Mycosphaerellales, Helotiales y Pezizales) y Basidiomycota (principalmente de los órdenes 

Sebacinales, Cantharellales y Platygloeales), que en conjunto representaron >95 % del total 

de secuencias (Figura 7A). Chytridiomycota, Cryptomycota y Mucoromycota se detectaron 

en abundancias menores (<5 % combinadas) (Figura 7A). En contraste, los controles WT 

cultivados en laboratorio presentaron muy pocas lecturas correspondientes únicamente a 

dos taxones de Ascomycota (Pseudoascochyta y Epicoccum), ambos también identificados 

en el Sitio 2 (Figura 7B). Dado que las plantas control cultivadas en laboratorio no mostraron 

síntomas de colonización fúngica, las secuencias detectadas en baja abundancia podrían 

representar (i) artefactos técnicos derivados de la secuenciación o del procesamiento 

bioinformático, o (ii) contaminación ambiental residual, como esporas aéreas introducidas 

durante la recolección. 

El número total de pares de bases aumentó progresivamente en el siguiente orden: WT, Sitio 

1, Sitio 2 y Sitio 3 (52,7; 71,8; 73,8 y 101,9 Mb, respectivamente), lo que sugiere una mayor 

carga microbiana en el Sitio 3, observación que también se ve respaldada por el incremento 

de lecturas coincidentes con secuencias ITS fúngicas. Adicionalmente, el contenido de GC 

disminuyó a lo largo de este gradiente (62.1; 60.9; 59 y 50.1 %GC, respectivamente), 

reforzando esta interpretación. El análisis mostró un aumento progresivo en el número de 

órdenes detectados por muestra, que varió desde 2 en WT hasta 39 en el Sitio 1, 42 en el 

Sitio 2 y 63 en el Sitio 3. 

De manera notable, las ASVs recuperadas de talos silvestres de M. polymorpha revelaron 

un microbioma diverso que incluyó tanto taxones saprofíticos como varios géneros que, en 

otros hospedadores, suelen comprender patógenos asociados a plantas. Entre los géneros 
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detectados con cepas patogénicas conocidas se encontraron Alternaria, Cercospora, 

Leptosphaeria, Phaeosphaeria, Plenodomus, Neoascochyta, Pyrenochaetopsis, Neofabraea 

y Fusarium. Si bien no se realizaron ensayos de patogenicidad y el rol de estos taxones en 

el microbioma de M. polymorpha permanece desconocido, su presencia pone de manifiesto 

el potencial de las hepáticas para albergar hongos de relevancia para la sanidad vegetal en 

ecosistemas agrícolas y naturales. 

La diversidad fúngica se evaluó mediante enfoques dependientes de cultivo y de 

metabarcoding, utilizando el índice de diversidad de Shannon, que incorpora la abundancia 

de especies para proporcionar una medida integral de la diversidad (Konopiński, 2020; 

Shannon, 1948). Tal como se esperaba a partir de las figuras, el índice de Shannon reveló 

tendencias contrastantes en cada caso. En el método basado en cultivos (Figura 6), el Sitio 

1 presentó el valor más alto del índice de Shannon (2.63), mientras que los Sitios 2 y 3 

mostraron valores más bajos y similares (1.33 y 1.24, respectivamente) (Tabla 1). El análisis 

estadístico reveló diferencias significativas entre el Sitio 1 y los Sitios 2 (p < 0.0007) y 3 (p < 

0.001), mientras que no se observaron diferencias significativas entre los Sitios 2 y 3 (p = 

0.8435; Tabla 1). Por el contrario, los datos de metabarcoding a nivel taxonómico de orden 

(Figura 7B) mostraron el patrón opuesto, con un aumento de la diversidad a lo largo del 

gradiente de perturbación: Sitio 3 > Sitio 2 > Sitio 1 (Figura 7B; Tabla 2). Este resultado 

refleja diferencias robustas en la diversidad de órdenes taxonómicos entre los sitios de 

muestreo (Figura 7B), al tiempo que pone de manifiesto la dependencia metodológica de las 

estimaciones de diversidad. 

 

Tabla 1. Diversidad de endofitos fúngicos cultivables y número de taxones detectados por sitio. 

(Indicá: Sitio 1 = urbano; Sitio 2 = vivero; Sitio 3 = bosque natural. 

  Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 

Cepas aisladas 15 7 4 

Individuos 18 16 14 

Indice de Shannon 2.63 1.33 1.24 
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Tabla 2. Riqueza de órdenes (ASVs), número de secuencias individuales e índice de diversidad de 

Shannon asociados a M. polymorpha. WT corresponde a la muestra control, mientras que Sitio 1, 

Sitio 2 y Sitio 3 representan los sitios naturales de muestreo. El índice de Shannon se calculó 

utilizando el paquete Vegan en RStudio (Oksanen et al., 2012). 

 

La comparación de los endofitos fúngicos obtenidos mediante los enfoques de cultivo y 

metabarcoding mostró diferencias marcadas. Esta comparación resalta el escaso 

solapamiento entre los aislamientos cultivables y la diversidad más amplia capturada por el 

metabarcoding, al tiempo que identifica miembros de los principales grupos fúngicos, como 

Ascomycota, Basidiomycota y Mucoromycota. La combinación de aislamientos fúngicos 

derivados de talos y de enfoques de secuenciación permitió además identificar taxones 

fúngicos distintos, incluyendo representantes de Cryptomycota y Olpidiomycota en los Sitios 

2 y 3. 

 

Caracterización fisicoquímica del suelo en cada sitio de muestreo 

Dado que las propiedades del suelo pueden verse alteradas por actividades antropogénicas, 

planteamos la hipótesis de que estos cambios pueden afectar tanto al talo de la planta 

hospedadora como a su comunidad de endofitos fúngicos asociada. Por lo tanto, se 

caracterizaron los parámetros fisicoquímicos del suelo en cada sitio de muestreo. Mientras 

que algunos factores, incluyendo el pH, la conductividad eléctrica, el potasio (K) y el 

nitrógeno (N), se mantuvieron constantes entre los sitios, los parámetros relacionados con el 

fósforo mostraron variaciones marcadas (Tabla 3). El fósforo total (P total) fue mayor en los 

suelos de los Sitios 2 y 3 en comparación con los niveles más bajos observados en el Sitio 

1. En contraste, el fósforo Olsen (P-Olsen), que representa el fósforo extraíble disponible 

para la absorción por las plantas, fue más bajo en el Sitio 3, mientras que se mantuvo similar 

en los Sitios 1 y 2. 
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  WT Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 

Orden de ASVs 1 38 42 62 

Individuos 760 116370 171670 940380 

Indice de Shannon 0.01 1.43 2.28 2.34 



Tabla 3. Resumen de las propiedades fisicoquímicas del suelo de los tres sitios de muestreo. Esta 

tabla destaca las variaciones en nutrientes y propiedades edáficas clave que podrían influir en la 

composición de la comunidad fúngica en cada sitio. Los parámetros medidos incluyen pH, 

conductividad eléctrica (CE, en dS/m), potasio (K, en g/kg), fósforo total (P total, en mg/kg), fósforo 

extraíble (P-Olsen, en mg/kg), contenido de carbono (C, en g/kg) y contenido de nitrógeno (N, en 

g/kg). 

  Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 

pH 6.40 6.50 6.40 

CE (dS/m) 0.22 0.21 0.19 

K (g/Kg) 0.03 0.03 0.10 

P (mg/Kg) 260 452 437 

P-Olsen (mg/Kg) 12 13 6.2 

C (g/Kg) 23 24 29 

N (g/Kg) 1.8 1.8 2.1 

 

Caracterización de la capacidad de mineralización y solubilización de fósforo para 
cada aislamiento fúngico 

Para examinar las actividades enzimáticas relacionadas con el ciclo del fósforo en los 

aislamientos fúngicos, se midieron las actividades de fosfatasa ácida y alcalina. Los cultivos 

líquidos se inocularon con cada aislamiento fúngico para cuantificar los procesos de 

mineralización de fósforo. Los ensayos de actividad fosfatasa (Figuras 8 y 9) revelaron 

diferencias claras en las actividades de fosfatasa ácida y alcalina entre los aislamientos 

fúngicos, con variaciones evidentes dependiendo del sitio de muestreo. 

Al medir la actividad de fosfatasa ácida, varios aislamientos fúngicos provenientes del Sitio 1 

exhibieron valores superiores a 0.004 mg/mL, destacándose Rhizopus arrhizus, Rhizopus 

sp. y Talaromyces amestolkiae como los que presentaron las mayores actividades (Figura 

8). En contraste, sólo Pseudoascochyta novae-zelandiae del Sitio 2 alcanzó niveles 

enzimáticos comparables, seguida de cerca por Fusarium sp. (Figura 8). Los aislamientos 

fúngicos del Sitio 3 no mostraron actividad de fosfatasa ácida detectable (Figura 8). Es 
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destacable que, en todos los sitios de muestreo, la mayoría de los aislamientos presentó 

actividades de fosfatasa ácida reducidas o no detectables (Figura 8). 

 

 

 

Figura 8. Actividad de fosfatasa ácida de los aislamientos fúngicos separada por sitio de muestreo. 

Los aislamientos fúngicos evaluados según su actividad enzimática se muestran en el eje X, 

separados según el sitio de muestreo (Sitio 1, 2 y 3). Los diagramas de caja representan la 

distribución de las mediciones replicadas para cada aislamiento, agrupadas por sitio (Control en gris, 

Sitio 1 en azul, Sitio 2 en violeta y Sitio 3 en naranja). La línea horizontal dentro de cada caja indica la 

mediana, las líneas señalan el rango, y el rombo negro corresponde a la media. Los asteriscos 

indican diferencias estadísticamente significativas respecto del control (línea base). Todos los análisis 

estadísticos se realizaron en RStudio. Se utilizó un análisis de varianza de una vía (ANOVA) para 

evaluar las diferencias entre aislamientos fúngicos, seguido de la prueba de rangos múltiples de 

Tukey para las comparaciones post hoc, con niveles de significancia de p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) y p < 

0.0001 (***). 

 

En contraste, la actividad de fosfatasa alcalina fue, en general, más elevada que la de 

fosfatasa ácida, alcanzando valores máximos de hasta 0.02 UE, frente a 0.008 UE 

registrados para las fosfatasas ácidas. De manera similar a lo observado para la fosfatasa 

ácida, los aislamientos provenientes del Sitio 1 exhibieron la mayor actividad de fosfatasa 

alcalina, destacándose Rhizopus arrhizus, Rhizopus sp. y Talaromyces amestolkiae entre los 
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más activos. Adicionalmente, Mortierella bainieri, Alternaria sp. y Alternaria alternata también 

mostraron una actividad de fosfatasa alcalina relevante (Figura 9). 

Varios aislamientos del Sitio 2, incluyendo Pseudoascochyta novae-zelandiae, Fusarium sp., 

Truncatella angustata y Epicoccum huancayense, presentaron actividad de fosfatasa alcalina 

medible (Figura 9). Sin embargo, en el Sitio 3, únicamente Mucor racemosus exhibió 

actividad de fosfatasa alcalina (Figura 9). 

En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto la diversidad relacionada al metabolismo 

del fósforo de los aislamientos fúngicos. La fuerte actividad enzimática observada en 

determinados taxones fúngicos sugiere un rol potencial en la mineralización del fósforo, 

probablemente influenciado por las condiciones ambientales y los factores antropogénicos. 

 

 

 

Figura 9. Actividad de fosfatasa alcalina (mg/ml) medida en aislamientos fúngicos obtenidos de los 

tres sitios de muestreo. Los diagramas de caja muestran la distribución de las mediciones replicadas 

para cada aislamiento, agrupadas por sitio (Control en gris, Sitio 1 en azul, Sitio 2 en violeta y Sitio 3 

en naranja). La línea horizontal dentro de cada caja representa la mediana, las líneas indican el 

rango, y el rombo negro corresponde a la media. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente 

significativas respecto del control (línea base). Todos los análisis estadísticos se realizaron en 

RStudio. Se utilizó un análisis de varianza de una vía (ANOVA) para evaluar las diferencias entre 
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aislamientos fúngicos, seguido de la prueba de rangos múltiples de Tukey para las comparaciones 

post hoc, con niveles de significancia de p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) y p < 0.0001 (***). 

 

Para evaluar la capacidad de solubilización de fósforo de los aislamientos fúngicos, se midió 

su habilidad para solubilizar fósforo inorgánico (P). Los cultivos líquidos fueron inoculados 

con cada aislamiento fúngico para cuantificar los procesos asociados a la solubilización de 

fósforo. De manera notable, tras tres días de incubación, algunos cultivos se tornaron 

visiblemente más claros (Figura Suplementaria 2), lo que indica una solubilización activa del 

fósforo inorgánico. Esta observación visual fue corroborada por un aumento significativo del 

fósforo soluble, determinado mediante un ensayo colorimétrico (Figura 10). 

El análisis estadístico reveló diferencias significativas (p < 0.05) en la capacidad de 

solubilización entre los aislamientos. En el Sitio 1 (Figura 10), Rhizopus sp., Rhizopus 

arrhizus y Talaromyces amestolkiae exhibieron los niveles más altos de solubilización. En el 

Sitio 2 (Figura 10), Fusarium sp. y Pseudoascochyta novae-zelandiae superaron 

significativamente al resto de los aislamientos. En contraste, los aislamientos fúngicos del 

Sitio 3 (Figura 10) no modificaron la fracción soluble de fósforo inorgánico, lo que indica una 

ausencia de actividad de solubilización en este grupo. 

En conjunto, los valores de solubilización sugieren que ciertas especies fúngicas presentan 

una mayor capacidad para liberar fósforo, destacando su rol potencial en el ciclado de 

nutrientes. En particular, los aislamientos de los géneros Rhizopus y Fusarium mostraron 

capacidades de solubilización diferenciadas, lo que podría reflejar estrategias metabólicas 

específicas para la liberación de fósforo o, alternativamente, diferencias en la regulación e 

intensidad de procesos metabólicos compartidos, como el tipo y la cantidad de ácidos 

orgánicos liberados, la dinámica de su secreción u otros factores fisiológicos que influyen en 

la reducción del pH y la movilización del fósforo. 
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Figura 10. Solubilización de fósforo por aislamientos fúngicos individuales provenientes de diferentes 

sitios de muestreo. Todos los aislamientos fúngicos evaluados por su actividad se muestran en el eje 

X, separados según el sitio de muestreo (Sitio 1, 2 y 3). Los diagramas de caja representan la 

distribución de las mediciones replicadas para cada aislamiento, agrupadas por sitio (Control en gris, 

Sitio 1 en azul, Sitio 2 en violeta y Sitio 3 en naranja). La línea horizontal dentro de cada caja indica la 

mediana, las líneas señalan el rango, y el rombo negro corresponde a la media. Para evaluar las 

diferencias en la solubilización de fósforo entre los aislamientos fúngicos se utilizó la prueba de 

Kruskal–Wallis, seguida de la prueba de Dunn con corrección de Bonferroni para las comparaciones 

post hoc, con un nivel de significancia de p < 0.05 (*). Los asteriscos indican diferencias 

estadísticamente significativas respecto del control (línea base). Todos los análisis estadísticos se 

realizaron en RStudio. 

 

Discusión 

 

La disponibilidad de fósforo en el suelo es un factor crítico para el crecimiento vegetal y está 

influenciada por una compleja interacción entre las propiedades del suelo, las especies 

vegetales, los microorganismos asociados y las condiciones ambientales (Shen et al. 2011; 

Siles et al. 2014). Nuestros resultados contribuyen a la idea general de que las actividades 

antropogénicas alteran la disponibilidad de fósforo, actuando potencialmente como una 

fuerza selectiva que influye en la estructura y función de las comunidades fúngicas del suelo. 

En nuestros sitios de estudio, los análisis de suelo indicaron que las actividades humanas se 
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asociaron con un aumento de la disponibilidad de fósforo (P-Olsen, Tabla 3), un fenómeno 

consistente con observaciones realizadas en otros paisajes modificados por el ser humano 

(Goyette et al. 2016). Está claramente establecido que los microorganismos son impulsores 

clave de la dinámica de nutrientes, ya que incrementan la biodisponibilidad de minerales 

poco solubles como el fósforo mediante acciones enzimáticas y la producción de ácidos 

orgánicos (Della Monica et al. 2015; Scervino et al. 2010). Mientras que las plantas 

vasculares han evolucionado estrategias sofisticadas para mejorar la captación de fósforo, 

frecuentemente estableciendo asociaciones especializadas con microorganismos como los 

hongos micorrízicos arbusculares (HMA) en la interfaz raíz-suelo (Etesami et al. 2021), la 

naturaleza y la relevancia ecofisiológica de asociaciones microbianas análogas en briófitas, 

incluidas las hepáticas, siguen siendo poco comprendidas (Catania et al. 2025; Kelly et al. 

2024; Rimington et al. 2020; Rimington et al. 2018; Valdés et al. 2023). 

Sobre esta base, nuestro estudio aporta evidencia exploratoria de que la comunidad de 

endofitos fúngicos en M. polymorpha está estrechamente vinculada a las características 

locales del suelo, en particular a la disponibilidad de fósforo. Observamos que tanto la 

riqueza como el perfil funcional de estos hongos parecen responder a los niveles de 

nutrientes del suelo, lo que podría estar asociado al impacto antropogénico de cada sitio. En 

concreto, los sitios con mayor perturbación humana tendieron a presentar niveles más altos 

de fósforo fácilmente disponible (Tabla 3), un patrón que coincidió con una menor diversidad 

de hongos cultivables capaces de movilizar fósforo (Figuras 6–10, Tabla 3). Esto concuerda 

con tendencias más amplias observadas en otros ecosistemas, donde los cambios en el uso 

del suelo, como la deforestación, la agricultura intensiva y la fertilización, tienden a 

incrementar los niveles de fósforo del suelo al modificar su estructura y dinámica de 

nutrientes (Qin et al. 2020; Shi et al. 2019; Wright et al. 2024). Sin embargo, este 

enriquecimiento suele conducir a descensos marcados en la diversidad fúngica, en particular 

entre hongos saprótrofos y micorrízicos, incluidos taxones clave solubilizadores de fósforo 

como Penicillium sp. (Ma et al. 2022). El fósforo elevado puede alterar la composición de las 

comunidades fúngicas, favoreciendo especies competitivas o incluso patógenas por sobre 

mutualistas beneficiosos, y modificar la complejidad de las redes fúngicas, dando lugar a 

comunidades microbianas del suelo más simples y menos resilientes (Liu et al. 2018; Ma et 

al. 2020). Estos cambios pueden reducir la eficiencia del ciclado de nutrientes y 

comprometer interacciones planta-hongo esenciales para la recuperación de los 

ecosistemas, amenazando en última instancia su estabilidad y sostenibilidad (Ma et al. 2020; 

Widdig et al. 2020). 

Si bien no validamos experimentalmente el potencial patogénico de los ASVs o de los 

aislamientos fúngicos, resulta notable que algunos de los géneros endofitos detectados, 
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como Alternaria, Cercospora, Fusarium (también aislado por cultivo) y Plenodomus, están 

comúnmente asociados con importantes enfermedades foliares o radiculares. La presencia 

de estos taxones plantea la posibilidad de que las hepáticas contribuyan al mantenimiento y 

la dispersión de patógenos en ecosistemas naturales o agrícolas. Desde una perspectiva 

ecológica y evolutiva, la detección de taxones potencialmente patógenos en hepáticas 

respalda la hipótesis de que las interacciones planta - patógeno tienen una historia evolutiva 

profunda. Las hepáticas podrían actuar como reservorios a largo plazo que preservan linajes 

fúngicos a través del paisaje y de las estaciones, sirviendo como fuentes potenciales de 

inóculo que influyen en la dinámica de enfermedades de plantas vasculares. Aunque estas 

hipótesis exceden el alcance de este estudio, nuestros resultados sugieren líneas futuras de 

investigación sobre los roles ecológicos y la relevancia de los hongos asociados a hepáticas. 

Asimismo, nuestro estudio reveló un contraste marcado con un relevamiento previo a gran 

escala de M. polymorpha realizado en múltiples sitios de Canadá y Estados Unidos (Nelson 

et al. 2018). En ese trabajo no se obtuvieron aislamientos de Alternaria, Fusarium, 

Penicillium ni Trichoderma, y sólo se detectaron OTUs de Alternaria y Penicillium en baja 

abundancia mediante secuenciación de amplicones. En contraste, en nuestro muestreo en 

bosques patagónicos logramos aislar representantes de los cuatro géneros. Esta 

discrepancia podría reflejar diferencias biogeográficas en la composición de las 

comunidades fúngicas entre América del Norte y la región andina austral, así como efectos 

de condiciones ambientales locales como el clima, la microbiota del suelo y la estructura de 

la vegetación. Obviamente, no descartamos que haya factores metodológicos también 

puedan contribuir a las diferencias observadas entre ambos estudios, relacionadas a 

diferencias en los medios de cultivo, los procedimientos de aislamiento o la estrategia de 

muestreo, que pudieron favorecer la recuperación de ciertos géneros de crecimiento rápido. 

En conjunto, estos resultados destacan la importancia de los estudios regionales para 

capturar el espectro completo de endofitos fúngicos asociados a M. polymorpha y sugieren 

que esta hepática puede albergar consorcios fúngicos distintos según el contexto geográfico. 

De manera destacada, nuestro enfoque combinado de aislamiento dependiente de cultivo y 

metabarcoding reveló un solapamiento limitado en la diversidad fúngica capturada por cada 

método, un desafío común en ecología microbiana. Aunque miembros de Ascomycota y 

Basidiomycota se recuperaron tanto por cultivo como por secuenciación de amplicones, con 

representación menor de Chytridiomycota, Cryptomycota y Mucoromycota, el solapamiento 

entre los métodos fue reducido para los taxones centrales. Esta discrepancia está bien 

documentada en la literatura y se atribuye principalmente a la presencia de taxones fúngicos 

no cultivables (Cuadros-Orellana et al. 2013). La secuenciación de alto rendimiento y la 

metagenómica revelan una diversidad oculta mucho mayor, que incluye numerosos linajes 
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nunca cultivados ni descriptos morfológicamente. Por ejemplo, estudios que aplican ambos 

métodos sobre las mismas muestras suelen encontrar cientos de ASVs mediante 

secuenciación frente a sólo unas pocas decenas mediante cultivo (Jayawardena et al. 2018; 

Wijayawardene et al. 2021). El caso de M. hiemalis, que dominó la colección de cultivos pero 

fue raro en los datos de secuenciación, ejemplifica esta discrepancia (Figuras 6 y 7). Su 

recuperación frecuente en todos los sitios probablemente refleje la influencia de las 

condiciones de cultivo in vitro, que favorecieron su proliferación. Esto subraya el valor de 

combinar ambos enfoques para obtener una visión más completa de la composición de las 

comunidades fúngicas. 

Además, el comportamiento funcional de las cepas fúngicas aisladas en la solubilización y 

mineralización de fósforo no fue uniforme. Aunque el número limitado de sitios muestreados 

impide una confirmación estadística robusta de un patrón dependiente del sitio, observamos 

tendencias descriptivas. En particular, las cepas aisladas de los sitios más antropizados (S1 

y S2) exhibieron mayores actividades promedio de fosfatasas y una mayor capacidad para 

solubilizar fósforo inorgánico. Esta posible intensificación de la actividad enzimática podría 

representar una respuesta adaptativa a condiciones ambientales locales, como el aporte de 

fertilizantes orgánicos y residuos domésticos, que enriquecen los suelos y promueven 

selectivamente taxones microbianos con capacidades aumentadas de mineralización de 

nutrientes. Por ejemplo, Rhizopus arrhizus mostró baja solubilización de fósforo inorgánico 

(Figura 10) pero alta actividad de fosfatasa ácida (Figura 9), lo que sugiere una 

especialización en la hidrólisis de fósforo orgánico. En contraste, cepas como Talaromyces 

amestolkiae y Fusarium sp. demostraron tanto una fuerte solubilización como actividad de 

fosfatasas, indicando una estrategia dual de adquisición de fósforo. M. hiemalis, la única 

especie aislada en los tres sitios, presentó una actividad fosfatasa moderada, lo que resalta 

un rol más limitado en la mineralización del fósforo en comparación con otros taxones más 

especializados. Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que muestran que la 

disponibilidad de carbono, nitrógeno y, especialmente, fósforo puede influir 

significativamente en la actividad microbiana y en la distribución de rasgos funcionales en 

los suelos (Beauregard et al. 2010). 

El aislamiento recurrente de M. hiemalis en todos los sitios la convierte en una candidata 

fascinante para estudios futuros sobre interacciones planta-hongo en briófitas, 

independientemente del efecto de la antropización. Evidencia creciente indica que miembros 

del Phylum Mucoromycota coevolucionaron tanto con plantas vasculares como no 

vasculares (Field et al. 2019; Hoysted et al. 2021; Sinanaj et al. 2021), lo que pudo haberles 

permitido desarrollar una notable flexibilidad en estrategias de absorción de nutrientes. En 

este contexto, se ha demostrado que la simbiosis entre endofitos Mucoromycota y hepáticas 
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mejora el acceso al nitrógeno y facilita el retorno de fósforo a bajo costo de carbono para la 

planta (Field et al. 2019), lo que sugiere un potencial rol mutualista que merece mayor 

investigación en M. polymorpha. Esta posibilidad es ecológicamente relevante dado que M. 

polymorpha ha perdido varios genes centrales de la vía conservada de señalización 

simbiótica, como CCaMK, CYCLOPS, RAD1 y SymRK, y en consecuencia, la capacidad de 

asociarse con micorrizas arbusculares del Subphylum Glomeromycotina (Radhakrishnan et 

al. 2020). Por lo tanto, la asociación de M. polymorpha con M. hiemalis podría representar 

una estrategia simbiótica alternativa, planteando la posibilidad de que la pérdida de la 

simbiosis con micorrizas arbusculares haya creado una oportunidad evolutiva para que otros 

endofitos fúngicos establezcan mutualismos protectores. A nivel técnico, nuestros resultados 

también subrayan la importancia crítica de la verificación genética en estudios ecológicos del 

microbioma para evitar artefactos derivados de la variación genética del hospedador. 

Las implicancias ecológicas de estos hallazgos son relevantes para comprender la ecología 

de las hepáticas. Comunidades microbianas que albergan diversos mecanismos para 

aumentar la disponibilidad de fósforo pueden mejorar el ciclado global de este nutriente en 

los ecosistemas. La presencia de especies como R. arrhizus, que dependen de la actividad 

de fosfatasa ácida, podría ser particularmente beneficiosa en ambientes donde predomina el 

fósforo orgánico. Por el contrario, especies con alta capacidad de solubilización, como 

Rhizopus sp., Fusarium sp., Pseudoascochyta novae-zelandiae y Talaromyces amestolkiae, 

podrían ser más relevantes para plantas que crecen en suelos donde el fósforo mineral es 

abundante pero insoluble. Estas diferencias sugieren que la composición de las 

comunidades fúngicas asociadas a M. polymorpha está moldeada no solo por la planta 

hospedadora, sino también por las condiciones nutricionales del entorno. Esto plantea una 

pregunta fundamental: ¿es la planta el principal selector de sus socios microbianos, o son 

las condiciones externas de nutrientes las que determinan qué microorganismos logran 

asociarse con éxito? De manera interesante, desde un punto de vista nutricional, varias 

cepas fúngicas aisladas del talo estuvieron más consistentemente asociadas a la producción 

de fosfatasas que a la solubilización directa de fosfato. Esto podría estar vinculado a su 

estilo de vida endofito especializado, donde la mineralización enzimática del fósforo orgánico 

constituye una estrategia eficiente de adquisición de nutrientes en estrecha asociación con 

el hospedador. Esta naturaleza biotrófica podría, por lo tanto, favorecer la hidrólisis 

enzimática por sobre la solubilización inorgánica, reforzando la idea de que factores internos 

del hospedador y condiciones ambientales externas moldean conjuntamente la estructura y 

función del consorcio microbiano. 

En conclusión, a pesar de la replicación limitada del gradiente de perturbación, nuestro 

estudio aporta nuevos conocimientos sobre la complejidad de las estrategias microbianas de 

63 



adquisición de fósforo en el microbioma de la hepática modelo M. polymorpha y subraya la 

necesidad de considerar tanto la solubilización de fosfatos como la hidrólisis enzimática al 

examinar interacciones planta-microorganismo. Los patrones observados sugieren que la 

perturbación antropogénica afecta a la comunidad de endofitos fúngicos con rasgos 

potenciados de movilización de fósforo, lo que podría conferir una ventaja adaptativa al 

hospedador en ambientes alterados. Investigaciones futuras, con diseños experimentales 

replicados a lo largo de gradientes ambientales más amplios, deberían explorar los 

determinantes genéticos y ecológicos de estas estrategias funcionales, así como sus 

impactos más amplios sobre la aptitud de las plantas y el ciclado de nutrientes en distintos 

tipos de suelo y niveles de impacto humano. 
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Capítulo 2: Endofitos Mucoromycotina de raíces finas en Marchantia polymorpha: evidencia 

de asociaciones fúngicas en una hepática no hospedadora de micorrizas arbusculares 

 

Introducción 

 

Las simbiosis mutualistas entre plantas y hongos fueron fundamentales para la 

terrestralización de las plantas y continúan sosteniendo la productividad de los ecosistemas 

modernos (Pirozynski & Malloch, 1975; Puginier et al., 2022). Entre ellas, la simbiosis 

micorrízica arbuscular, mediada por hongos Glomeromycotina, es la más extendida, 

ocurriendo en más del 80% de las plantas terrestres (Bennett & Groten, 2022; van der 

Heijden et al., 2015). El establecimiento de micorrizas arbusculares, así como de la 

simbiosis fijadora de nitrógeno en nódulos radiculares de leguminosas, depende de la vía 

común de señalización de la simbiosis (CSSP del inglés Common Symbiosis Signaling 

Pathway), una vía de señalización conservada que regula el reconocimiento microbiano, la 

supresión de la inmunidad y la reprogramación transcripcional del hospedador para permitir 

la infección (Debellé, 2020; Delaux & Schornack, 2021). La CSSP está tan expandida en 

diferentes linajes que se ha propuesto como una característica del ancestro común de todas 

las plantas terrestres, y su pérdida en linajes como Arabidopsis thaliana y la hepática 

Marchantia polymorpha se correlaciona con la incapacidad de formar simbiosis con hongos 

micorrízicos arbusculares (HMA) (Radhakrishnan et al., 2020). 

Recientemente se describió un nuevo tipo de simbionte fúngico: los endofitos 

Mucoromycotina de raíces finas (MFRE). Estos hongos establecen asociaciones mutualistas 

con una amplia variedad de plantas vasculares y no vasculares, facilitando el intercambio 

bidireccional de nutrientes, como fósforo y nitrógeno, a cambio de compuestos fotosintéticos 

(Field et al., 2015a; Hoysted et al., 2019, 2023). Basados en que los MFRE fueron 

tradicionalmente aislados de plantas que también son micorrizadas se propone que la CSSP 

era también la vía usada para la simbiosis con MFRE. 

En este Capítulo, proponemos la hipótesis de que existe una vía de señalización alternativa, 

independiente de la CSSP, que facilita las simbiosis con MFRE. Para poner a prueba esta 

hipótesis usaremos a la hepática M. polymorpha que carece de componentes centrales de la 

CSSP y de la biosíntesis de estrigolactonas (Kodama et al., 2022; Radhakrishnan et al., 

2020; Rich et al., 2021) y por lo tanto, ha perdido su capacidad de asociarse con HMA. Esta 

vía independiente de la CSSP le permite ser colonizada naturalmente por MFRE, desafiando 

el dogma predominante de que la CSSP es la clave universal del mutualismo planta-hongo. 

Para evaluar esta hipótesis, integramos enfoques de ecología microbiana, genómica 
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funcional y fisiología para: 1) caracterizar el tipo de asociación de Mucoromycotina endofítica 

con plantas axénicas de M. polymorpha; 2) demostrar los beneficios de esta interacción bajo 

diferentes regímenes nutricionales; 3) identificar los componentes genéticos vegetales que 

median el establecimiento de la simbiosis mediante transcriptómica; y 4) validar 

funcionalmente genes candidatos clave utilizando edición génica CRISPR/Cas9. 

Proponemos que M. polymorpha conserva una vía de señalización simbiótica ancestral, 

independiente de la CSSP, que le permite establecer asociaciones simbióticas con MFRE. 

Esta vía alternativa implica la cooptación de mecanismos inmunes conservados y estaría 

modulada por el estado nutricional de la planta, confiriendo una ventaja adaptativa bajo 

condiciones de estrés (Dong et al., 2025). 

La naturaleza de esta vía alternativa representa una frontera fundamental en la biología de 

las interacciones planta-microorganismo. ¿Implica el reclutamiento de componentes 

inmunes vegetales conservados, como el módulo PBL–RBOH (Chu et al., 2023), con fines 

simbióticos? ¿Esta vía está enmascarada o modulada en plantas que poseen una CSSP 

funcional? ¿Confieren estas simbiosis ventajas adaptativas únicas, particularmente bajo 

estrés nutricional, que expliquen su persistencia en linajes que han perdido la asociación con 

HMA?  

 

Objetivos 

 

Objetivo general 

 

Evaluar la naturaleza y funcionalidad de la interacción entre M. polymorpha y un hongo 

MFRE en condiciones controladas, con el fin de determinar si M. polymorpha es capaz de 

establecer asociaciones simbióticas funcionales independientes de la vía común de 

señalización de la simbiosis (CSSP), y de identificar los mecanismos fisiológicos y 

moleculares que sustentan esta interacción. 

 

Objetivos específicos 

 

1.​ Caracterizar el tipo de asociación establecida entre M. polymorpha y MFRE, 

mediante ensayos de infección en condiciones axénicas, determinando el patrón de 

infección fúngica y su localización a nivel tisular e intracelular. 
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2.​ Evaluar la interacción planta–hongo, comparando la respuesta de M. polymorpha 

frente a 2 hongos Mucoromycotina, para determinar si la infección produce necrosis y 

activación de respuestas de defensa en todos los casos. 

3.​ Determinar el impacto funcional de la interacción fúngica sobre el crecimiento y la 

morfología de M. polymorpha, analizando parámetros como área del talo y rizoides, y 

número de rizoides por planta, bajo distintas condiciones nutricionales. 

4.​ Analizar los cambios transcriptómicos inducidos por la interacción con MFRE, con el 

objetivo de identificar rutas moleculares involucradas en la interacción simbiótica. 

5.​ Evaluar la interacción planta–MFRE en plantas con una CSSP funcional como M. 

paleacea y S. lycopersicum. 

 

Materiales y métodos 

 

Cultivo axénico de M. polymorpha Tak-1 y cultivo del MFRE 

Plantas clonales de M. polymorpha subsp. ruderalis Tak-1 fueron utilizadas para obtener 

propágulos asexuales, conocidas como gemas. Las plantas fueron cultivadas en cajas de 

Petri de 9 x 2,5 cm ventiladas con medio 0.5x Gamborg B5 (pH 5,5) (Phytotechlabs, Kansas, 

EE.UU.) con agar al 1% (p/v), en cámaras de crecimiento con fotoperíodo de 16/8 h, luces 

blancas de 60-70 μmol m-2s-1, a 23 °C. 

Los hongos MFRE del género Mucor (Phylum: Mucoromycotina, Subphylum: Mucoromycota) 

fueron aislados de plantas salvajes M. polymorpha subsp. polymorpha (Ledesma et al., 

2025). Cada MFRE fue cultivado en placas de Petri de 9 cm con medio APG bajo las 

mismas condiciones de crecimiento de las plantas (16 h luz/ 8 h oscuridad, 23 °C) hasta que 

el micelio cubrió completamente la placa. Posteriormente, se prepararon tacos de agar con 

micelio activo, los cuales fueron conservados a 4 °C como cultivos de stock. 

 

Ensayos de infección con el MFRE  

Se realizaron dos tipos de ensayos de infección con M. hiemalis: infección mediante 

suspensión de esporas, utilizada en la mayoría de los experimentos, e infección mediante 

tacos de agar utilizada para caracterización mediante microscopía y el RNA-seq. 

La suspensión de esporas, se obtuvo a partir de placas de Petri con cultivos fúngicos de 

siete días de crecimiento, agregando 1000 µL de H2O destilada estéril sobre la superficie de 

la placa con el cultivo fúngico. Usando la punta descartable de la pipeta se raspa la 
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superficie del cultivo para recuperar el mayor número de esporas posible, luego se recolecta 

la suspensión y se transfiere a tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL. La concentración de 

esporas se determinó mediante recuento en, cargando una alícuota de 1 ul de la suspensión 

homogénea y realizando el conteo bajo microscopio óptico. El número de esporas se calculó 

utilizando la fórmula estándar del hemocitómetro (Green & Sambrook, 2019), considerando 

el volumen conocido de la cámara y el factor de dilución correspondiente, siguiendo 

metodologías previamente descritas (Caligiore-Gei & Valdez, 2015; Zhang et al., 2020). La 

solución de esporas del MFRE fue usada a una concentración final de 1 × 10⁵ esporas. El 

tratamiento de la plantas con esporas inoculadas consistió en agregar 1 gota de solución de 

esporas de 1 ul a cada lóbulo del talo, cuidando que no se derrame hacia afuera de la 

planta. 

En los ensayos de RNAseq y en las tinciones usamos infección mediante tacos de agar. En 

estos casos, 1 taco de agar de 1 cm2 con micelio crecido a saturación de M. hiemalis de una 

semana de edad, fue colocado a 1 cm de distancia de las plantas, llamándose día 0 (cero) al 

día en que el micelio hacía contacto con el talo.  

 

Ensayos de infección en condiciones de hambreado  

Las gemas fueron cultivadas en placas con medio 0.5x Gamborg B5 (1% agar, pH 5.5) 

durante 10 días hasta ser transferidas a una nueva placa usando pinzas estériles. Esas 

placas contenían el mismo medio (control) o 0.01x Gamborg B5 (hambreado), como ya lo 

hicimos previamente en nuestro grupo (Romani et al., 2020). Tras 10 días adicionales, las 

plantas fueron inoculadas con la suspensión de esporas del MFRE (1 × 10⁵ esporas). El área 

del talo y de rizoides y el número de rizoides fue cuantificada a partir de fotografías tomadas 

cada 7 dpi usando cámara Kodak PixPRO AZ251 y analizadas mediante el software de 

imágenes ImageJ (Schneider et al., 2012). 

 

Tinción de tejidos infectados para visualización de MFRE 

Para verificar si las plantas estaban infectadas con el MFRE y para estudiar el crecimiento 

del MFRE dentro de la planta y el tipo de estructuras formadas por el MFRE 

intracelularmente, realizamos tinciones siguiendo el protocolo de Fonseca et al, (2014) con 

algunas modificaciones. Las plantas utilizadas para las tinciones, se cultivaron in vitro a 

partir de gemas. Pasado 10 días, las plantas fueron colocadas individualmente en placas de 

Petri y se infectaron utilizando discos de agar que contenían micelio de M. hiemalis. Se 

infectaron 15 plantas en total, recolectadas en grupos de 5 a diferentes tiempos: 1 , 3, 5, 7, 

14, 21 y 28 dpi (día post infección). 
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El protocolo de tinción se inicia con un paso de fijación y decoloración de los tejidos en 

etanol 70% por 16 h a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se enjuaga con agua 

destilada y se clarifican en KOH al 1% (v/v) (90 °C, 1 h). Luego, se vuelven a enjuagar con 

agua destilada y se colocan con HCl al 1% (v/v) (5 min, temperatura ambiente) para 

neutralizar el exceso de KOH. Pasado ese tiempo, los talos se enjuagan con agua destilada 

para sacar restos del HCl, y se tiñen con azul de tripano al 0.05% (p/v) (90 °C, 20 min). Las 

plantas son mantenidas en agua destilada hasta su observación. 

 

Generación de plantas transgénicas usando CRISPR/Cas9 

Las plantas mutantes de M. polymorpha Tak-1 fueron obtenidas usando la técnica de edición 

génica mediada por CRISPR/Cas9 siguiendo protocolos descritos previamente (Sugano 

et al., 2014; Sugano & Nishihama, 2018). El diseño de ARN guía (ARNg) específicos fue 

realizados con la herramienta CASFINDER disponible en el sitio Marchantia.info teniendo en 

consideración que los posibles off-targets carezcan de un sitio de motivo adyacente al 

protospacer (PAM) asociado (Aach et al., 2014). Brevemente, el gARN (ARN guía) 

correspondiente fue clonado en pMpGE_En03 usando el sitio de restricción BsaI y luego 

transferido mediante una reacción LR (Invitrogen, California, EE.UU.) al vector binario 

pMpGE010, que porta el casette con la enzima Cas9D10A (nickasa) (Ran et al., 2013; 

Sakuma et al., 2014; Shen et al., 2014). El vector final fue chequeado por secuenciación y 

usado para transformar Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101.  

Las plantas de M. polymorpha Tak-1 fueron transformadas siguiendo el método de 

transformación de fragmentos de talos cortados descripto por Kubota et al, (2013). Talos 

jóvenes fueron cortados en fragmentos pequeños (~5 × 5 mm) y preincubados durante 3 

días a 24 °C en medio 0.5x Gamborg B5 con sacarosa para inducir la regeneración de 

tejidos. Los fragmentos de talo regenerantes fueron co-cultivados en medio OM51C durante 

3 días a 28 °C con la suspensión bacteriana y posteriormente transferidos a medio selectivo 

suplementado con higromicina y carbenicilina para la selección de transformantes. Pasadas 

dos semanas, fueron seleccionadas al menos 8 líneas transgénicas independientes y 

transferidas a placas con medio selectivo fresco por otras 3 semanas hasta generar sus 

propias gemas. De cada línea independiente, se extrajo ADN genómico para realizar PCR 

seguida de secuenciación para confirmar las mutaciones inducidas en el gen blanco. Las 

secuencias fueron comparadas contra el genoma de referencia disponible en 

www.marchantia.info 
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Experimento de RNAseq y su análisis bioinformático 

Las plantas fueron cultivadas in vitro a partir de gemas, a una densidad de cinco plantas por 

placa, en medio 0.5x Gamborg B5. En todos los casos, aplicamos dos tratamientos: el 

control sin infectar y plantas infectadas con tacos de agar de 1 cm2 con micelio esporulado 

de M. hiemalis. Las muestras control e infectadas fueron recolectadas a 6 dpi luego de 

iniciado el contacto del micelio con la planta (dia 0), con tres réplicas biológicas 

independientes por condición. Las plantas fueron cosechadas y congeladas en nitrógeno 

líquido hasta su procesamiento. 

El ARN total se extrajo usando el kit comercial FastPure Plant Total RNA Isolation (Vazyme, 

Nanjing, China) basado en columnas de adsorción de sílice y lavados con soluciones de 

etanol en columna. La integridad y concentración del ARN total fue chequeada usando un 

Bioanalyzer Agilent 2100, seleccionando muestras con RIN ≥ 8. Las bibliotecas de RNA-seq 

se prepararon con el protocolo Illumina TruSeq Stranded mRNA con selección de poli(A) 

(Illumina, San Diego, EEUU) y se secuenciaron en una plataforma Illumina para generar 

lecturas paired-end de 2 × 150 pb. La secuenciación fue realizada por la empresa BGI 

Genomics (Schenzhen, China). Las lecturas crudas se evaluaron con FastQC (Andrews, 

2010) y se resumieron con MultiQC (Ewels et al., 2016). El recorte de adaptadores y filtrado 

de bases de baja calidad se realizó con Trimmomatic (Bolger et al., 2014), descartando 

lecturas menores a 36 pb y reteniendo sólo aquellas con calidad Phred ≥ 30. Las lecturas 

filtradas fueron mapeadas al genoma de referencia de M. polymorpha (versión 7.1; Bowman 

et al., 2017) usando el alineador STAR (Dobin et al., 2013). Aproximadamente el 50% de las 

lecturas mapearon de forma única a genes anotados, y el resto lo hizo de forma ambigua a 

múltiples isoformas, un patrón común en plantas no modelo. La cuantificación a nivel génico 

se obtuvo con quantMode GeneCounts de STAR, corrigiendo un problema inicial en el cual 

los conteos se asignaban erróneamente a nivel de exón. 

El análisis de expresión diferencial fue realizado con DESeq2 (Love et al., 2014). El modelo 

estadístico incluyó efectos de lote y condición. Los genes diferencialmente expresados 

(DEGs) se definieron como aquellos con |log₂FC| ≥ 2 y p ajustado Benjamini–Hochberg < 

0.05. Para facilitar comparaciones, los DEGs se anotaron usando la versión 6.1 del genoma 

de M. polymorpha (Bowman et al., 2017). La anotación funcional se refinó comparando con 

recursos NCBI y ortología generada con OrthoFinder (bases de datos consultadas en Agosto 

2024). 
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Extracción de ARN y retrotranscripción para ensayos de qRT-PCR 

Para los ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR) se purificó ARN total de 

plantas infectadas. Las extracciones de ARN total fueron realizadas con el kit comercial 

Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

pureza y concentración del ARN total fue chequeada usando un Nanodrop (ThermoFisher). 

Para la síntesis del ADN copia (cADN) se uso 1 g de ARN total. El ARN fue transcripto 

inversamente usando oligo (dT) 18 y la RevertAid Reverse Transcriptase (ThermoFisher, 

Waltham, Massachusetts, EE.UU.) siguiendo el protocolo sugerido por el comerciante. La 

qRT-PCR fue realizada con el sistema StepOnePlus (Applied Biosystems). Cada reacción 

contenía un volumen final de 20 μl incluyendo 2 μl de SsoAdvanced™ Universal SYBR® 

Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.), 8 pmol de cada primer, MgCl2 2 mM, 10 

μl de una dilución 1/15 de la reacción RT y 0.1 μl de Taq Polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, EE.UU.). Los parámetros del termociclador fueron los siguientes: 94 °C 12 seg, 60 °C 

12 seg, 72 °C 12 seg. La fluorescencia se cuantificó durante 40 ciclos a 72 °C. Los primers 

específicos para cada gen detallados en la Tabla suplementaria 1. Los niveles de ARNm se 

cuantificaron normalizando sus niveles a los niveles de ACTIN 7 (Saint-Marcoux et al., 2015) 

utilizando el método ΔΔCt. Todas las reacciones fueron realizadas por triplicados técnicos 

sobre tres repeticiones biológicas.  

 

Experimentos de hambreado nutricional en M. paleacea y Solanum lycopersicum 

Para los ensayos de hambreado nutricional en M. paleacea, se utilizó el mismo 

procedimiento previamente descrito para M. polymorpha. Brevemente, las gemas fueron 

cultivadas en placas con medio 0.5x Gamborg B5 (1 % agar, pH 5.5) durante 10 días y luego 

transferidas a nuevas placas conteniendo el mismo medio (control) o 0.01x Gamborg B5 

(hambreado) (Romani et al., 2020). Tras 10 días adicionales, las plantas fueron inoculadas 

con una suspensión de esporas de MFRE (1 × 10⁵ esporas). El área del talo y de los 

rizoides, así como el número de rizoides, se cuantificaron a partir de fotografías tomadas 

cada 7 dpi utilizando una cámara Kodak PixPRO AZ251 y analizadas mediante el software 

ImageJ (Schneider et al., 2012). 

Las semillas de tomate (Solanum lycopersicum cv Ailsa Craig) fueron esterilizadas 

superficialmente y expuestas a luz roja continua durante 48 h para promover su 

germinación. Luego, fueron mantenidas en cámara de crecimiento con fotoperiodo de 16 h 

luz / 8 h oscuridad. Las plántulas de 7 días de tamaño similar fueron seleccionadas y 

transferidas a frascos de vidrio, de 12 cm de alto por 7 de ancho, con medio Gamborg B5 

0.5x o 0.01x. Se colocaron 3 plantas por frasco. Tras 7 días adicionales, las plantas fueron 
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inoculadas con una suspensión de esporas de M. hiemalis (1 × 10⁵ esporas mL⁻¹), aplicada 

directamente sobre las hojas bajo condiciones estériles. Las plantas se cosecharon a los 14 

dpi y se evaluó el peso fresco de la parte aérea y raíz. 

 

Resultados 

 

Resíntesis experimental revela interacciones distintas entre M. polymorpha y hongos 
Mucoromycotina 

Dado que M. polymorpha carece de una CSSP funcional y, por lo tanto, no puede asociarse 

con HMA, planteamos la hipótesis de que podría albergar otros endofitos fúngicos 

beneficiosos que reemplacen al efecto de los HMA y, por ejemplo, le permitan hacer frente a 

condiciones estresantes del ambiente. Para evaluar esta posibilidad, realizamos un 

aislamiento sistemático y una caracterización metabólica de los endofitos fúngicos 

cultivables de talos silvestres de M. polymorpha subsp. polymorpha (Ledesma et al., 2025). 

Dos aislamientos de rápido crecimiento exhibieron características típicas del género Mucor, 

incluyendo micelio denso y aéreo, inicialmente blanco y posteriormente grisáceo, además de 

esporangióforos erectos (Figura suplementaria 3). La identificación molecular mediante 

secuenciación de la región ITS del ADN ribosomal confirmó la identidad de estos 

aislamientos como M. hiemalis y M. circinelloides, basada en la identidad de secuencias 

depositadas en la base de datos NCBI (Ledesma et al., 2025). El hallazgo de Mucor spp. 

viviendo como posibles endofitos en M. polymorpha establece las bases para estudiarlos 

como potenciales socios en una simbiosis independiente de la CSSP. 

En primer lugar, realizamos ensayos de resíntesis con dos objetivos principales: primero, 

confirmar que éramos capaces de aislar el endofito tras la infección de plantas axénicas, 

confirmando su identidad como el microorganismo causal; y segundo, evaluar el resultado 

de la interacción, ya no con plantas salvajes de M. polymorpha, sino con plantas axénicas de 

M. polymorpha Tak-1. Estas plantas fueron inoculadas con una suspensión de esporas de M. 

hiemalis o M. circinelloides y monitoreadas para observar la progresión fenotípica de la 

infección. Las dos especies fúngicas desencadenaron respuestas diferentes en la planta 

hospedadora. A los 14 días post-infección (dpi), las plantas inoculadas con M. hiemalis se 

mostraban robustas y saludables, sin signos visibles de estrés o daño tisular (Figura 11A). 

En contraste, ya a los 7 dpi, pudimos observar que el micelio de M. circinelloides creció 

sobre la planta y provocó la maceración y colapso completo del talo (Figura 11A). Esas 

plantas infectadas mostraron un crecimiento hifal intracelular extenso, con densas hifas 

espiraladas de M. hiemalis alojadas dentro de células intactas de M. polymorpha (Figura 
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11B). En las hifas, ya a los 14 días, pueden reconocerse unos ensanchamientos terminales. 

Estas estructuras sugieren la formación de una asociación íntima con la célula que podrían 

jugar un papel fisiológico en la planta. Las plantas infectadas con M. hiemalis fueron 

monitoreadas durante cuatro meses, período en el cual permanecieron sanas y continuaron 

creciendo sin desarrollar ningún síntoma de enfermedad.  

Las diferencias en la respuesta de la planta a Mucor spp. nos llevó a investigar la respuesta 

de varios genes que responden a estímulos bióticos, bajo la hipótesis de que la planta 

despliega respuestas transcripcionales específicas para cada hongo: atenuadas en 

presencia de M. hiemalis para permitir el establecimiento, y fuertemente activadas en 

presencia de M. circinelloides como un intento inicial de restringir la infección. Consistente 

con esta hipótesis, los perfiles de expresión de genes marcadores revelaron respuestas 

claramente diferenciadas dependiendo del MFRE. La infección con M. circinelloides causó 

una fuerte inducción de genes relacionados con defensa, incluyendo MpMYB14 (Carella et 

al., 2019; Kubo et al., 2024), MpPR6a (Carella et al., 2019) y MpWRKY3 (Yotsui et al., 2023), 

mientras que MpPR4 (Carella et al., 2019) mostró una fuerte inducción a 3 dpi seguida de 

una caída a 6 dpi (Figura 12). En contraste, las plantas infectadas con M. hiemalis mostraron 

una inducción más leve de estos genes, comparada con la respuesta frente a M. 

circinelloides (Figura 12). 

A partir de la expresión del gen EF1a en M. circinelloides y M. hiemalis (McMhEF1a), 

pudimos estimar un aumento sostenido de biomasa de M. circinelloides hasta los 6 dpi, 

mientras que M. hiemalis alcanzó una meseta a los 3 dpi (Figura suplementaria 4). Otros 

genes relacionados con defensa, como MpJAZ, MpRBOH1 y MpPR1, no se indujeron de 

manera clara, mientras que MpRBOH2 mostró una modesta inducción únicamente en 

respuesta a M. circinelloides (Figura suplementaria 4). La fuerte activación de genes de 

defensa coincide con la proliferación rápida de M. circinelloides, lo que sugiere que, a pesar 

de la respuesta de defensa incrementada, este hongo es capaz de evitar la inmunidad de la 

planta para generar síntomas agudos de enfermedad. 
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Figura 11. Impacto diferencial de hongos aislados de M. polymorpha durante la infección. (A) 

Progresión de la infección en plantas M. polymorpha Tak-1 inoculadas con M. hiemalis y M. 

circinelloides a 7 y 14 dpi. Barras de escala: 1 cm. (B) Progresión de la infección por M. hiemalis en 

talos de M. polymorpha a distintos tiempos. Barras de escala: 70 µm. 
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Figura 12. Análisis por qRT-PCR de la expresión relativa de genes marcadores de defensa en 

respuesta a M. circinelloides y M. hiemalis en 1, 3 y 6 dpi. La expresión fue cuantificada por qRT-PCR 

usando el método ΔΔCt para los genes (A) MpMYB14, (B) MpPR6a, (C) MpPR4 y (D) MpWRKY3. La 

línea roja corresponde a la infección con M. circinelloides, la línea azul a M. hiemalis y la línea violeta 

para plantas control. Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas entre 

tratamientos dentro de cada tiempo de muestreo (ANOVA seguido de la prueba HSD de Tukey, p < 

0,01). Los datos se expresan como media ± error estándar de réplicas biológicas independientes. La 

expresión génica fue normalizada utilizando genes de referencia y expresada en relación al control. 

 

M. hiemalis promueve el crecimiento de M. polymorpha condicionado por la 
disponibilidad de nutrientes 

Dado que la simbiosis con HMA se ve favorecida bajo condiciones de deficiencia nutricional 

(Bennett & Groten, 2022; van der Heijden, 2015), planteamos la hipótesis de que los efectos 

beneficiosos de M. hiemalis serían más pronunciados en condiciones de baja disponibilidad 

de nutrientes. Para evaluar esto, establecimos un sistema monoaxénico para el efecto de la 

inoculación con M. hiemalis sobre el crecimiento de M. polymorpha Tak-1 bajo dos 

regímenes nutricionales: disponibilidad normal (0.5x Gamborg B5) y deficiencia severa 

(0.01x Gamborg B5). Pudimos observar que el impacto de la infección sobre el crecimiento 

del talo fue altamente dependiente del estado nutricional (Figura 13A). En el medio 0.5x 

Gamborg B5, la infección por M. hiemalis indujo una tendencia sugestiva, cercana a la 
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significancia estadística, en la cual el MFRE promueve el crecimiento del talo a los 14 y 21 

dpi (Figura 13B). En contraste, bajo condiciones de deficiencia nutricional (0.01x), donde el 

crecimiento general del talo estuvo fuertemente limitado, no se observaron diferencias 

significativas entre tratamientos en ninguno de los momentos de la infección. 

En cambio, para rizoides observamos un patrón diferente (Figura 14). En condiciones 

nutricionales normales, el área de rizoides creció progresivamente a lo largo del tiempo sin 

diferencias entre plantas control e infectadas (Figura 14A). Sin embargo, bajo el tratamiento 

de hambreado la infección fúngica revirtió significativamente la reducción del área de 

rizoides a 7 y 14 dpi inducida por la falta de nutrientes (Figura 14B). En esta condición de 

hambreado, la infección por MFRE también incrementó el número de rizoides por planta 

(Figura 14A). Este efecto fue evidente desde el primer punto (7 dpi) y la diferencia se amplió 

a los 14 dpi (Figura 14C). 

En conjunto, estos resultados demuestran que la infección por M. hiemalis promueve el 

crecimiento de M. polymorpha, aunque este beneficio es órgano-específico y depende del 

contexto nutricional. El hongo estimula específicamente el desarrollo de rizoides bajo 

condiciones de deficiencia de nutrientes. 
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Figura 13. Efecto de la infección por MFRE sobre el crecimiento del talo en plantas M. polymorpha 

Tak-1 a lo largo del tiempo. Los diagramas de caja representan el área del talo (cm²) medida a 0, 7, 

14 y 21 dpi. (A) Imágenes representativas de la infección a los 0, 7 y 14 dpi de las combinaciones 

entre el tratamiento de infección (Control/Infectado), y la condición nutricional (0.05x/0.01x Gamborg 
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B5). Barra de escala = 2 cm. (B) Los diagramas de caja representan el área de talo (cm²) medida a 0, 

7, 14 y 21 dpi. Los tratamientos corresponden a 0.5x Control (violeta), 0.5x Infectado (azul), 0.01x 

Control (verde) y 0.01x Infectado (verde amarillento). Los datos se muestran como valores de la 

mediana con rangos intercuartiles, barra de error y puntos individuales. Las diferencias estadísticas 

se evaluaron mediante ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey. La ausencia de asteriscos 

indica que no se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos.  

 

78 



 

Figura 14. Efecto de la infección por MFRE sobre el crecimiento de los rizoides a lo largo del tiempo. 

(A) Imágenes representativas obtenidas con estereomicroscopio. Barra de escala = 2 mm. (B) Los 

diagramas de caja representan el área de rizoides (cm²) medida a 0, 7, 14 y 21 dpi. (C) Los 
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diagramas de caja representan el número de rizoides por planta, cuantificados únicamente bajo la 

condición de hambreado a los 14 dpi. En todos los casos, los tratamientos corresponden a Control 

(verde) e Infectado (verde amarillento). Los datos se muestran como valores de la mediana con 

rangos intercuartiles, barra de error y puntos individuales. Las diferencias estadísticas se evaluaron 

mediante ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey. Los niveles de significancia se indican 

como p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), y p < 0.001 (***).  

 

Rearreglo transcripcional en respuesta a la infección por M. hiemalis 

Para dilucidar los mecanismos moleculares que participan en los estadios tempranos de la 

interacción M. polymorpha-MFRE realizamos un ensayo de RNAseq para analizar los 

patrones de expresión génica en talos infectados (6 dpi), una etapa clave para identificar 

genes de respuesta temprana, incluyendo los factores de transcripción que orquestan el 

programa de respuesta de la planta (Figura 15A). El análisis transcriptómico comparativo 

entre plantas infectadas y control reveló una reprogramación moderada del transcriptoma del 

hospedador. Se identificó un total de 283 genes diferencialmente expresados (DEGs) 

(log2FC > |1|, valor p ajustado < 0.05), de los cuales 168 fueron reprimidos y 115 inducidos 

en respuesta a la infección por MFRE (Figura 15B). Esta inducción sugiere un activo 

reordenamiento transcripcional del hospedador frente a la presencia del hongo. Entre los 

genes inducidos se destaca MpbHLH4. 

El análisis de enriquecimiento de Gene Ontology (GO) de los genes inducidos proporcionó 

las primeras pistas funcionales sobre la naturaleza de esta respuesta. Los términos 

enriquecidos más significativamente estuvieron asociados a la unión a ATP, actividad 

ubiquitina-proteína transferasa y procesos del metabolismo de lípidos (Figura 15C), lo que 

indica un posible rol de la ubiquitinación y el recambio proteico en la interacción simbiótica 

temprana. La inducción del metabolismo lipídico es particularmente interesante, ya que los 

lípidos son una moneda de intercambio conocida en las simbiosis micorrízicas tradicionales, 

lo que podría indicar un papel conservado en el intercambio de nutrientes también con los 

hongos MFRE. 

Además, el análisis GO reveló un enriquecimiento significativo de términos asociados con la 

respuesta de defensa (Figura 15C). La inducción concomitante de genes relacionados con 

defensa sugiere un reconocimiento robusto del hongo por parte del hospedador, que luego 

es modulada para permitir el establecimiento de la interacción. Aún más, el enriquecimiento 

significativo del término “región extracelular” sugiere una comunicación y un intercambio de 

señales activas en la interfaz planta-hongo, un sello distintivo de las relaciones simbióticas. 
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Figura 15. Respuesta transcriptómica de M. polymorpha a la infección por MFRE. (A) Imagen que 

representa el ensayo de infección 6 días después del contacto inicial del hongo con el talo. (B) Gráfico 

tipo volcano de la expresión génica durante la infección por MFRE en M. polymorpha. Los genes 

mostrados en este gráfico están diferencialmente expresados en plantas infectadas. El volcano plot 

se presenta como el cambio de pliegue log10 en comparación con plantas tratadas con control. (C) 

Comparación del enriquecimiento de términos de GO durante la infección por MFRE en M. 

polymorpha. Los colores del volcano plot corresponden a los valores p ponderados de Fisher para los 

respectivos términos GO. 

 

Identificación y caracterización funcional de MpbHLH4, un regulador negativo de la 
rizoidogénesis inducida por MFRE 

El análisis transcriptómico permitió identificar una inducción significativa del gen MpbHLH4  

(FC= 3.96), que codifica un factor de transcripción de tipo basic helix-loop-helix (bHLH), en 

respuesta a la infección por MFRE. Para caracterizar funcionalmente el rol de MpbHLH4, 

generamos un mutante editado por CRISPR-Cas9 (Mpbhlh4) (Figura 16A) y evaluamos su 

respuesta fenotípica a la infección bajo condiciones de hambreado. Mientras que los alelos 

mutantes Mpbhlh4 no mostraron diferencias con las plantas Tak-1 en cuanto al área del talo 

ni el área de rizoides en hambreado (Figuras 16C y 17B), observamos un fenotipo notable al 

cuantificar el número de rizoides por planta. Tras la infección con MFRE, el mutante 

Mpbhlh4 desarrolló un número significativamente mayor de rizoides por planta que las 

plantas Tak-1 infectadas (Figura 17C). Este hallazgo sugiere que MpbHLH4 no es esencial 

para el desarrollo general de la planta ni para el establecimiento de la infección con MFRE, 

pero funciona específicamente como represor de la iniciación de nuevos rizoides durante la 

interacción con MFRE. El mayor número de rizoides observado en el mutante sugiere que la 

infección fúngica activa una vía de señalización que, mediante la represión de MpbHLH4, 

modula el desarrollo del sistema de rizoides. En ausencia de este represor transcripcional, la 

respuesta de desarrollo de la planta frente al MFRE se ve exagerada, resultando en una 

proliferación pronunciada de rizoides. 
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Figura 16. La infección por MFRE no altera el crecimiento del talo en plantas mutantes Mpbhlh4. (A) 

Representación esquemática de los dominios del factor de transcripción Mpbhlh4 y la ubicación de los 

gARNs diseñadas por CRISPR marcadas con una flecha negra. Las cajas coloreadas en rojo 

representan el dominio conservado bHLH. (B) Imágenes representativas de la infección a 14 dpi de 
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las combinaciones entre el tratamiento de infección (Control/Infectado), y la condición nutricional 

(0.05x/0.01x Gamborg B5). (C) Los diagramas de caja representan el área del talo cuantificados 

únicamente bajo la condición de hambreado. En todos los casos, los tratamientos corresponden a 

control (verde) e Infectado (verde amarillento) cada uno asociado a un alelo distinto de Mpbhlh4. Los 

datos se muestran como valores de la mediana con rangos intercuartiles, barra de error y puntos 

individuales. La ausencia de asteriscos indica que no se detectaron diferencias estadísticamente 

significativas entre los tratamientos. Las diferencias estadísticas se evaluaron mediante ANOVA 

seguido de la prueba post hoc de Tukey.  
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Figura 17. MpbHLH4 controla el número de rizoides por planta durante la infección por MFRE. (A) 

Imagen que representa el ensayo de infección a los 14 dpi. Las barras de escala en la imagen 

representan 2 mm. (B) Número de rizoides por planta en las plantas mutantes Mpbhlh4 bajo 
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condiciones control e infectadas, en comparación con plantas Tak-1. Los diagramas de cajas 

representan los conteos de rizoides a los 14 dpi. Los datos se muestran como valores individuales, 

medianas y rangos intercuartílicos. Los tratamientos corresponden a 0.01x control (verde) y 0.01x 

Infectado (verde amarillento). (C) Los diagramas de caja representan el número de rizoides por planta 

cuantificados bajo la condición de hambreado. En todos los casos, los tratamientos corresponden a 

control (verde) e Infectado (verde amarillento). Los datos se muestran como valores de la mediana 

con rangos intercuartiles, barra de error y puntos individuales. Las diferencias estadísticas se 

evaluaron mediante ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey. Los niveles de significancia se 

indican como p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), y p < 0.001 (***). 

 

MpRBOH2 es necesario para la simbiosis con M. hiemalis bajo condiciones de 
deficiencia nutricional 

Para evaluar la conservación de los mecanismos tempranos de reconocimiento de hongo, 

analizamos el efecto de la interacción con el MFRE sobre el crecimiento del talo y rizoides 

de los mutantes Mppbla, Mprboh2 y Mprboh1. MpPBLa es una quinasa clave en la 

inmunidad inducida por quitina (el efector fúngico canónico) que activa por fosforilaciones a 

las proteínas NADPH oxidasa RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOG D (RBOHD) 

(MpRBOH1 y MpRBOH2) para gatillar la producción apoplástica de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) e inducir la respuesta de defensa.  

Al igual que las plantas Tak-1, el área del talo del mutante Mppbla no mostró un cambio 

significativo a la infección por MFRE bajo deficiencia nutricional, permaneciendo fuertemente 

limitada por el contexto nutricional (Figura 18A). Un comportamiento similar se observó en 

los mutantes Mprboh2 y Mprboh1, en los cuales la infección fúngica no promovió el 

crecimiento del talo en ninguno de los tiempos analizados (Figura 18A). Estos resultados 

indican que, bajo una deficiencia nutricional, la infección por MFRE no es suficiente para 

estimular el crecimiento del talo, independientemente del genotipo. 

En contraste, el área de rizoides mostró una respuesta al MFRE dependiente del genotipo. 

Mientras el MFRE promovió significativamente el crecimiento de rizoides de plantas Tak-1 y 

del mutante Mppbla hambreadas (Figura 19A-B), los rizoides del mutante Mprboh2 no se 

elongaron en presencia del MFRE (Figura 19A-B). Estos resultados indican que la infección 

por MFRE no fue suficiente para inducir el crecimiento del área de rizoides en ausencia de 

MpRBOH2 (Figura 19B). El mutante Mprboh1 no pudo ser evaluado dado que exhibe un 

defecto constitutivo en el desarrollo de rizoides. En todos los casos, en condiciones control, 

no se observaron diferencias significativas entre los genotipos. 

Un patrón similar se observó al analizar el número de rizoides por planta. En plantas Tak-1 y 

del mutante Mppbla, la infección por MFRE incrementó significativamente el número de 
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rizoides por planta bajo condiciones de hambreado (Figura 19C). Este efecto mejorador del 

MFRE se vió fuertemente disminuido en el mutante Mprboh2 (Figura 19C).  

Estos resultados indican que el crecimiento de rizoides inducido por MFRE bajo condiciones 

de deficiencia nutricional requiere de componentes asociados a la señalización inmune. 

Mientras que el crecimiento del talo permanece sin ser afectado en todos los genotipos 

evaluados, el efecto promotor del MFRE sobre el número de rizoides por planta es 

dependiente de MpRBOH2. Estos resultados sugieren que MpRBOH2 podría ser un 

elemento central para la transducción de la señal inducida por MFRE, posicionando a este 

componente como un punto clave en la vía alternativa de señalización simbiótica. 
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Figura 18. El MFRE no afecta el crecimiento del talo en plantas mutantes para los genes MpRBOH1, 

MpRBOH2 y MpPBLa. (A) Imágenes representativas de la infección a los 14 dpi de las combinaciones 

entre Control/Infectado, y 0.01x Gamborg B5. (B) Los diagramas de caja representan el área del talo 

cuantificados únicamente bajo la condición de hambreado. En todos los casos, los tratamientos 

corresponden a Control (verde) e Infectado (verde amarillento). Los datos se muestran como valores 

de la mediana con rangos intercuartiles, barra de error y puntos individuales. Las diferencias 

estadísticas se evaluaron mediante ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey. La ausencia de 

asteriscos (*) indica que no se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre los 

tratamientos.  
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Figura 19. La inducción del número de rizoides por planta promovida por el MFRE está mediada por 

MpRBOH2. (A) Imagen que representa el ensayo de infección a los 14 dpi en presencia (Infectada) o 
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ausencia (Control) del MFRE bajo condiciones de hambreado. Las barras de escala en la imagen 

representan 2 mm. (B) Área de rizoides en plantas mutantes Mprboh2 y Mppbla. (C) Número de 

rizoides por planta. En todos los casos, los tratamientos corresponden a Control (verde) e Infectado 

(verde amarillento). Los datos se muestran como valores de la mediana con rangos intercuartiles, 

barra de error y puntos individuales. Las diferencias estadísticas se evaluaron mediante ANOVA 

seguido de la prueba post hoc de Tukey. Los niveles de significancia se indican como p < 0.05 (*), p < 

0.01 (**), y p < 0.001 (***). 

 

M. hiemalis promueve el crecimiento en linajes de plantas con una CSSP funcional 

Sabiendo que M. hiemalis infecta y promueve el crecimiento de M. polymorpha de manera 

dependiente del estado nutricional, nos propusimos determinar si esta interacción también 

ocurre en plantas que tienen una CSSP intacta. Planteamos la hipótesis de que el 

mecanismo simbiótico mediado por este MFRE está conservado en plantas terrestres y no 

depende de la presencia de la CSSP. Para poner a prueba esta hipótesis, realizamos 

ensayos de infección bajo distintas condiciones nutricionales utilizando dos plantas modelo 

con una CSSP funcional: la hepática Marchantia paleacea y la planta vascular Solanum 

lycopersicum (tomate). Nuestros resultados muestran que M. hiemalis pudo establecer una 

interacción que no mostró síntomas de patogenicidad durante periodos prolongados de 

infección (3 meses para M. paleacea y 1 mes para S. lycopersicum) bajo diferentes 

condiciones nutricionales para ambas plantas. 

En el caso de M. paleacea, mientras las plantas infectadas de M. polymorpha en 

condiciones de hambreado exhibían un crecimiento del talo similar al de las plantas control, 

los talos infectados de M. paleacea mostraron una expansión significativamente mayor a 14 

dpi (Figura 20A-B). Para los rizoides, la infección del MFRE promovió el desarrollo de 

rizoides en ambas especies de hepáticas, resultando en un aumento significativo tanto del 

área (Figura 21A-B) como del número de rizoides por planta (Figura 21C), en comparación 

con los controles. 

En el caso del tomate, el peso fresco de la parte aérea mostró una respuesta dependiente 

del contexto nutricional (Figura 22A). Bajo condiciones de buena disponibilidad de nutrientes 

(0.5x Gamborg B5), las plantas infectadas presentaron un incremento significativo del peso 

fresco tanto de la parte aérea (Figura 22B) como de la radicular (Figura 22C) en 

comparación con las plantas no infectadas (p < 0.001). Sin embargo, bajo condiciones de 

hambreado, la parte aérea no fue significativamente diferente entre plantas infectadas y no 

infectadas (p > 0.05). Por otro lado, el efecto mejorador del MFRE en el peso fresco de la 

raíz fue observado únicamente en condiciones de hambreado (Figura 22C).  
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En conjunto, nuestros demuestran que la interacción con M. hiemalis también mejora el 

crecimiento de plantas con una CSSP intacta, incluso de plantas de linaje diferentes al de M. 

polymorpha. 

 

Figura 20. Efecto de la infección por MFRE en el crecimiento del talo de M. polymorpha y M. 

paleacea. (A) Imágenes representativas de plantas a los 0, 7 y 14 dpi. (B) Los diagramas de cajas 

muestran el área del talo de M. polymorpha (izquierda) y M. paleacea (derecha) medida a los 0, 7 y 

14 dpi. Los tratamientos corresponden a Control (verde) e Infectado (verde amarillento). Los datos se 

presentan como valores medianos con rangos intercuartílicos, barra de error y puntos individuales. 

Las diferencias estadísticas se evaluaron mediante ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey. 

Los niveles de significancia se indican como p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), y p < 0.001 (***). Barra de 

escala = 1 cm. 
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Figura 21. Efecto de la infección por MFRE en el área y número de rizoides de plantas de M. 

polymorpha y M. paleacea. (A) Imágenes representativas de plantas a los 14 dpi. Barra de escala = 2 

mm. (B) Área de rizoides de M. polymorpha y M. paleacea medida a los 0, 7 y 14 dpi. C) Número de 
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rizoides por planta en dos especies de Marchantia. Los diagramas de cajas representan los conteos 

de rizoides a los 14 dpi en M. polymorpha (izquierda) y M. paleacea (derecha). Los datos se muestran 

como valores individuales, medianas y rangos intercuartílicos. En todos los casos, los tratamientos 

corresponden a Control (verde) e Infectado (verde amarillento). Los datos se presentan como valores 

medianos con rangos intercuartílicos, barra de error y puntos individuales. Las diferencias estadísticas 

se evaluaron mediante ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey. Los niveles de significancia 

se indican como p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), y p < 0.001 (***). 

 

 

 

Figura 22. Impacto de la infección por MFRE en el peso fresco de la parte aérea y de raíz de S. 

lycopersicum bajo diferentes condiciones nutricionales. (A) Imágenes representativas de plantas de 

tomate a los 14 dpi. (B) Los diagramas de caja muestran el peso fresco de la parte aérea de plantas 

de tomate cultivadas bajo dos condiciones nutricionales (0.5x y 0.01x Gamborg B5). (C) Los 
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diagramas de caja muestran el peso fresco de la raíz de plantas de tomate cultivadas bajo las mismas 

condiciones nutricionales. Los tratamientos corresponden a 0.5x Control (púrpura), 0.5x Infectado 

(azul), 0.01x Control (verde) y 0.01x Infectado (verde amarillento). Las diferencias estadísticas se 

evaluaron mediante ANOVA seguido del test post hoc de Tukey. Los niveles de significancia se 

indican como p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), y p < 0.001 (***). Barra de escala = 2 cm. 

 

Discusión 

 

El estudio de la simbiosis entre plantas y hongos ha estado dominada por la CSSP. Estudios 

filogenéticos y genómicos comparativos han propuesto que la CSSP surgió tempranamente 

durante la evolución de las plantas terrestres (Brundrett & Tedersoo, 2018; Delaux & 

Schornack, 2021). Esta vía ancestral es tan fundamental que su pérdida en algunos linajes 

fue interpretada como evidencia de una incapacidad para establecer interacciones íntimas y 

beneficiosas con hongos. 

Nuestro trabajo revela que la hepática M. polymorpha, una especie que ha perdido la CSSP 

canónica y es incapaz de asociarse simbióticamente con HMA (Radhakrishnan, 2020), 

puede establecer una asociación benéfica con el MFRE M. hiemalis. Este hallazgo desafía la 

visión predominante de que la CSSP representa la vía universal de entrada para las 

interacciones simbióticas planta–hongo. Nuestros resultados respaldan la siguientes ideas: 

1) la simbiosis con hongos fue un motor central en la terrestralización de las plantas, 2) la 

simbiosis con hongos MFRE puede haber surgido antes que la vía CSSP y 3) la simbiosis 

con hongos MFRE puede haber evolucionado cooptando maquinarias inmunes y celulares 

preexistentes, algunos de ellas compartidas con la CSSP.  

Hasta la fecha, los MFRE habían sido encontrados en una amplia variedad de linajes de 

plantas terrestres, incluyendo briofitas y traqueofitas (Field et al., 2015a; Field et al., 2019; 

Howard et al., 2024; Hoysted et al., 2023). Todos estos reportes de interacciones con MFRE 

eran en especies con una CSSP funcional (Hoysted et al., 2019). 

El Capítulo 1 describe el aislamiento de M. hiemalis y M. circinelloides a partir de plantas 

silvestres de M. polymorpha subsp. polymorpha (Ledesma et al., 2025), que sumados a los 

ensayos de resíntesis en condiciones axénicas usando M. polymorpha Tak-1 del Capítulo 2, 

demuestran que al menos una especie de Mucor se comporta como un endofito beneficioso 

en un hospedador genéticamente incapaz de establecer asociaciones micorrízicas. Las 

extensas hifas espiraladas intracelulares con engrosamientos terminales de M. hiemalis 

dentro de células vivas de M. polymorpha (Figura 11A) recuerdan la íntima interfaz formada 

por los arbúsculos de los HMA (Glomeromycotina). En contraste, el comportamiento 
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virulento de M. circinelloides, que macera rápidamente el talo a pesar de activar una fuerte 

respuesta transcripcional de defensa, revela que aún MFREs estrechamente relacionados 

pueden establecer con la planta relaciones completamente diferentes, desde endofitos a 

patógenos, como se ha documentado ampliamente para otros linajes fúngicos (Tan et al., 

2025). Este contraste entre M. hiemalis y M. circinelloides ofrece una herramienta poderosa 

para futuros estudios que busquen desentrañar qué programas inmunes y de desarrollo del 

hospedador permiten el mutualismo y cuáles fallan en controlar el crecimiento del patógeno. 

Desde la perspectiva del microorganismo, como un primer paso, la secuenciación genómica 

de M. hiemalis y M. circinelloides será crucial para entender el conjunto de efectores 

responsables del comportamiento como endofito o patógeno, y determinar cómo interactúan 

cuando forman parte de un consorcio del microbioma.  

Un concepto central que emerge de la investigación de genomas de plantas terrestres es 

que la señalización simbiótica ha cooptado repetidamente componentes inmunes y módulos 

celulares generales (Debellé, 2020; Delaux & Schornack, 2021; Dong et al., 2025). Nuestros 

datos parecen apoyar este marco. Primero, la respuesta transcripcional global de M. 

polymorpha a M. hiemalis aunque modesta en magnitud (283 DEGs), está funcionalmente 

relacionada a dos procesos que también surgieron en interacciones simbióticas con HMA: el 

metabolismo lipídico y las defensas (Figura 15). El transporte de lípidos desde la planta al 

hongo es un sello distintivo de la simbiosis con HMA y se demostró como una característica 

ancestral de la simbiosis planta–HMA (Radhakrishnan et al., 2020; Kodama et al., 2022; 

Rich et al., 2021). La inducción de términos GO asociados al metabolismo de lípidos en 

respuesta a MFRE sugiere que, en esta interacción independiente de la CSSP, podrían estar 

intercambiándose tipos similares de compuestos orgánicos y utilizando, al menos en parte, 

maquinarias de tráfico celular comunes. Segundo, la regulación positiva de genes 

relacionados con defensa y metabolismo extracelular, junto con una reprogramación global 

relativamente leve, concuerda con un escenario en el que M. hiemalis es inicialmente 

percibido como un agente microbiano, pero finalmente acomodado dentro de la planta. Esto 

coincide con modelos teóricos y empíricos donde los pasos iniciales del reconocimiento 

simbiótico se superponen con la inmunidad activada por patrones (PTI, del inglés pattern 

triggered immunity) (Chu et al., 2023; Yotsui et al., 2023), y los microorganismos mutualistas 

logran un ajuste fino de la respuesta inmune de la planta (Delaux & Schornack, 2021). 

Finalmente, el requerimiento de MpRBOH2 para la promoción de rizoides inducida por 

MFRE representa un hallazgo clave que vincula la señalización inmune y simbiótica y pone 

de manifiesto la cooptación de parte de la señalización de la CSSP en esta nueva vía 

simbiótica. En angiospermas y briofitas, las quinasas PBLa/RBK y las oxidasas NADPH 

RBOH forman un módulo conservado río abajo de los PRRs que integran las dinámicas de 
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Ca²⁺ y ROS durante la inmunidad inducida por quitina (Chu et al., 2023; Yotsui et al., 2023). 

Llamativamente, el módulo PBLa-RBOH ha sido implicado en la fase pre-simbiótica de 

interacciones con HMA en plantas con una CSSP intacta, donde la producción controlada de 

ROS facilita la acomodación fúngica sin activar una inmunidad completa (Arthikala et al., 

2014; Belmondo et al., 2016). El hecho de que el MFRE haya perdido la capacidad para 

inducir el número de rizoides en el mutante Mprboh2 en condiciones de hambreado, en 

contraste con la respuesta robusta en Tak-1 y Mppbla, indica que al menos parte de esta 

nueva vía simbiótica para los MFRE se ejecuta a través de un nodo conservado de 

señalización inmune. En otras palabras, la manipulación de la vía dependiente de 

MpRBOH2 por el MFRE para mejorar el crecimiento de rizoides bajo condiciones de 

hambreado ejemplifica exactamente el tipo de cooptación de módulos inmunes con fines 

mutualistas que se ha propuesto desde la teoría evolutiva. Es destacable que, a pesar del 

fuerte requerimiento de MpRBOH2 para la respuesta en rizoides, el crecimiento del talo 

permaneció mayormente inalterado tanto en Tak-1 como en Mprboh2 bajo nuestras 

condiciones, reforzando la idea de que el principal efecto del MFRE en M. polymorpha está 

localizado en el sistema de rizoides. Nuestros resultados indican que MpRBOH2 es 

necesario para la activación del programa de desarrollo de rizoides inducido por el MFRE, 

mientras que PBLa desempeñaría un rol modulador ajustando la magnitud de esa respuesta. 

Este patrón funcional apunta a una conservación evolutiva de esta señalización para 

interacciones fúngicas compartidas entre MFRE y HMA. 

Por otro lado, nuestros resultados muestran que los efectos de M. hiemalis sobre el 

crecimiento de M. polymorpha son órgano-específicos y dependientes del estado nutricional. 

En contraste con los talos, los rizoides exhibieron una estimulación robusta inducida por el 

MFRE, tanto en área como en número, exclusivamente bajo condiciones de hambreado. 

Este incremento en el desarrollo de rizoides puede interpretarse como una estrategia 

funcional alternativa que cumple un rol análogo al del hongo micorrízico donde incrementa la 

superficie de exploración del suelo bajo limitaciones de fósforo mediante el crecimiento de 

hifas extrarradiculares que compensan la reducción en la absorción directa por raíz. Sin 

embargo, nuestros resultados se alinean con una visión matizada que es emergente para el 

MFRE. Experimentos con hepáticas (Haplomitrium gibbsiae y Neohodgsonia mirabilis) y 

plantas vasculares (Plantago lanceolata y Trifolium repens) han mostrado que los MFRE 

contribuyen sustancialmente a los flujos de nitrógeno, pero sus beneficios de crecimiento 

pueden depender del balance entre aporte de nutrientes, costos de carbono y etapa de 

desarrollo del hospedador (Field et al., 2019; Howard et al., 2024; Hoysted et al., 2023). En 

nuestro sistema MFRE-Marchantia, el hambreado limitó la capacidad del talo para producir 

biomasa mientras que el MFRE pudo revertir parcialmente el efecto sobre el sistema de 
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rizoides. En cambio, bajo suministro moderado de nutrientes, el hongo pudo contribuir 

modestamente al crecimiento del talo, quizás suplementando nutrientes específicos o 

modulando la señalización hormonal sin la severa limitación de carbono y otros 

macronutrientes impuesta en el tratamiento de hambreado. La respuesta centrada en los 

rizoides sugiere que el MFRE actúa principalmente reprogramando estas estructuras 

subterráneas para mejorar la capacidad exploratoria y posiblemente la interfaz de absorción. 

Esta especificidad espacial del efecto del MFRE puede reflejar sensibilidades o conexiones 

particulares de los módulos inmuno/simbióticos entre órganos y tejidos, en consonancia con 

el concepto más amplio de que raíces y rizoides despliegan programas especializados de 

inmunidad y simbiosis con respecto a los órganos aéreos (Chuberre et al., 2018). En un 

contexto natural, donde es común la heterogeneidad espacial de nutrientes, un sistema de 

rizoides ampliado entrelazado con hifas fúngicas podría proporcionar una fuerte ventaja 

ecológica al aumentar el acceso a parches de nutrientes y agua.  

La identificación y validación funcional de MpbHLH4 como un factor de transcripción 

sensible al MFRE que regula negativamente la iniciación de rizoides añade una capa 

mecanística a nuestro modelo. Los factores de transcripción bHLH son conocidos 

reguladores del destino celular, respuestas hormonales y desarrollo de raíces/rizoides tanto 

en briofitas como en angiospermas (Menand et al., 2007; Proust et al., 2016; Thamm et al., 

2020). Nuestros datos transcriptómicos muestran que MpbHLH4 es reprimido tras la 

infección con M. hiemalis, y que la infección del mutante con el MFRE, sólo bajo condiciones 

de hambreado, induce un mayor número de rizoides por planta, sin otras consecuencias 

para el área del talo o el área de rizoides. Esta interacción genética sugiere que MpbHLH4 

no es requerido para el establecimiento de la simbiosis per se, sino que actúa como un freno 

para la iniciación de nuevos rizoides durante la respuesta simbiótica. En plantas Tak-1, la 

infección por MFRE dispara una respuesta, en parte dependiente de MpRBOH2, que 

promueve tanto la formación de rizoides como la inducción de  MpbHLH4, elevando así la 

represión sobre la iniciación de rizoides. Esta retroalimentación compensatoria está ausente 

en el mutante Mpbhlh4 mostrando una proliferación exagerada de rizoides. Este diseño, 

donde una señal simbiótica induce transitoriamente un regulador negativo, se ajusta bien a 

la idea de que los circuitos de desarrollo ancestrales están organizados para conservar 

respuestas robustas y sólo permiten grandes reconfiguraciones morfológicas cuando 

múltiples componentes regulatorios cambian simultáneamente.  

Un avance clave de este estudio es la demostración de que M. hiemalis puede establecer 

asociaciones compatibles y promotoras del crecimiento no sólo con la hepática no 

micorrízica M. polymorpha, sino también con plantas que tienen una CSSP funcional como 

la hepática M. paleacea y la planta vascular Solanum lycopersicum. Este rango de 
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hospedadores es consistente con estudios que muestran que los MFRE pueden infectar un 

amplio espectro filogenético de plantas terrestres, desde briofitas a traqueofitas, a menudo 

en combinación con HMA (Hoysted et al., 2019; Pressel et al., 2021; Sinanaj et al., 2021). 

Curiosamente, la magnitud y la naturaleza de la respuesta de crecimiento varían según el 

hospedador y las condiciones de nutrientes. M. paleacea muestra una mejora significativa en 

el crecimiento del talo y rizoides tras la infección por MFRE, mientras que M. polymorpha 

exhibe principalmente mejoras en rizoides. En tomate, la infección con M. hiemalis mejora la 

biomasa aérea y radicular bajo condiciones normales de nutrientes, pero no bajo 

condiciones de hambreado, lo opuesto a lo observado en M. polymorpha. Estas diferencias 

sugieren que, si bien existe un respuesta central conservada al MFRE, su integración con 

redes hormonales específicas del hospedador, arquitectura de raíces/rizoides y economía 

carbono–nutriente, difiere entre linajes. 

El hecho de que MFRE pueda beneficiar a especies competentes en la CSSP implica que 

los programas simbióticos dependientes e independientes de CSSP pueden coexistir dentro 

del mismo hospedador y están conservados en distintas líneas de plantas. Aún no está claro 

si estas vías son funcionalmente independientes, parcialmente redundantes u organizadas 

jerárquicamente. Una posibilidad es que la señalización CSSP se active principalmente por 

HMA Glomeromycotina, mientras que MFRE explota preferentemente módulos derivados de 

la inmunidad como PBLa–RBOH, con cierta intercomunicación a nivel de Ca+2, ROS y otros 

nodos transcripcionales. Alternativamente, la actividad de la CSSP en especies competentes 

podría modular u ocultar parte de la respuesta MFRE, convirtiendo a M. polymorpha en un 

modelo muy valioso para disectar los mecanismos independientes de CSSP. 

Desde una perspectiva evolutiva, la simbiosis del MFRE dependiente de MpRBOH2 en una 

briofita que ha perdido la CSSP sugiere fuertemente que existen estrategias simbióticas 

alternativas a la simbiosis con HMA, amortiguando potencialmente las consecuencias 

ecológicas de tales pérdidas. Al mismo tiempo, nuestro trabajo arroja luz sobre varios 

aspectos de MFRE: el número limitado de aislamientos caracterizados, el desafío de 

identificar y caracterizar a los MFRE y el desafío de aislar los MFRE de los HMA en 

raíces/rizoides de plantas co-infectadas. Al establecer sistemas monoaxénicos M. 

hiemalis–Marchantia y combinarlos con herramientas genéticas y genómicas, 

proporcionamos una plataforma para responder preguntas relevantes bajo condiciones 

completamente controladas. Finalmente, no ha pasado desapercibido para nosotros que 

debemos poner futuros esfuerzos en caracterizar genéticamente esta nueva vía simbiótica 

de los MFRE, lo cual constituirá un desarrollo tecnológico para ofrecer neuvas asociaciones 

fúngicas beneficiosas para cultivos y ecosistemas naturales, complementaria a los esfuerzos 

actuales focalizados en la simbiosis con AMF. 
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Conclusión  

 

Los resultados de esta tesis permiten revisar la noción ampliamente aceptada de que M. 

polymorpha carece de la capacidad de establecer interacciones simbióticas con hongos 

debido a la pérdida de elementos centrales de la vía CSSP, necesaria para el 

establecimiento de micorrizas arbusculares en plantas terrestres (Parniske, 2008; Delaux et 

al., 2015). En el Capítulo 1 describimos aislamientos de Mucor spp. provenientes de plantas 

salvajes de M. polymorpha y en el Capítulo 2 generamos evidencia histológica, fisiológica y 

molecular que demuestra que M. polymorpha interactúa íntima y funcionalmente con hongos 

del Subphylum Mucoromycotina. Estas asociaciones impactan positivamente en la planta 

bajo condiciones de deficiencias nutricionales, presentan importantes implicancias para la 

ecología y la evolución de las plantas terrestres. Sumados a los resultados en especies de 

otros linajes con una CSSP funcional, la hepática M. paleacea y S. lycopersicum, los 

resultados de esta tesis sugieren fuertemente la existencia de una nueva vía simbiótica 

independiente de la CSSP en plantas terrestres.  

Los estudios realizados en ambientes naturales demostraron que M. polymorpha alberga un 

consorcio diverso de endofitos fúngicos, cuya composición varía en función del grado de 

perturbación del sitio y de las características edáficas del mismo (Ledesma et al., 2025). 

Este patrón coincide con trabajos sobre hepáticas que muestran que el microbioma fúngico 

asociado a estos linajes está estructurado por presiones ambientales y factores funcionales 

(Humphreys et al., 2010; Upson et al., 2007). En particular, el descubrimiento recurrente de 

hongos del Subphylum Mucoromycotina en sitios con baja disponibilidad de fósforo sugiere 

una relación ecofisiológica estrecha entre la planta y hongos relacionadas con la adquisición 

de nutrientes (Field et al., 2015a; Pirozynski & Malloch, 1975). La presencia de M. hiemalis 

en todos los sitios de muestreo y su perfil funcional, caracterizado por una elevada actividad 

fosfatasa ácida, refuerzan la idea de que estos hongos no sólo coexisten con M. 

polymorpha, sino que desempeñan funciones ecológicas relevantes facilitando el 

crecimiento vegetal en suelos pobres en nutrientes. A partir de estas consideraciones, 

proponemos que la asociación entre M. polymorpha y M. hiemalis no debería interpretarse 

como una coexistencia pasiva, sino como una interacción funcional en la que el hongo actúa 

como un intermediario metabólico que mejora la disponibilidad de recursos para la planta. 

Así, la interacción no se manifiesta como un mutualismo obligatorio, sino como una relación 

condicional, cuyo beneficio emerge bajo contextos de limitación nutricional. Este tipo de 

interacciones flexibles ha sido propuesto como característico de las primeras asociaciones 

planta–hongo durante la terrestralización de las plantas (Marin et al., 2018). 
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Desde una perspectiva ecológica y evolutiva, los resultados de esta tesis refuerzan la idea 

de que la disponibilidad de nutrientes, particularmente del fósforo, ha sido y sigue siendo un 

factor importante en la evolución de las interacciones planta–hongo. La fuerte relación entre 

ambientes pobres en fósforo, la presencia de hongos con capacidades metabólicas 

especializadas y el beneficio observado en la planta bajo condiciones de hambreado sugiere 

que el mutualismo surge como una respuesta adaptativa frente a un recurso escaso (Field 

et al., 2019; Rimington et al., 2019). En este marco, la asociación entre M. polymorpha y M. 

hiemalis puede interpretarse como parte de una estrategia simbiótica ancestral que habría 

permitido a las primeras plantas terrestres superar las limitaciones de los suelos primitivos. 

Enfoques recientes proponen que los distintos tipos de simbiosis no surgieron como 

interacciones especializadas, sino como asociaciones más simples basadas en la tolerancia 

inmunológica, la compatibilidad metabólica y la explotación de funciones ecológicas 

preexistentes del simbionte fúngico (Delaux et al., 2015; Delaux & Schornack, 2021; 

Pirozynski & Malloch, 1975). Es por esto que las hepáticas actuales son ideales para 

reconstruir los mecanismos tempranos que sostuvieron la interacción planta–hongo durante 

la terrestralización de las plantas (Field et al., 2019; Rimington et al., 2020). La capacidad 

para ajustar su crecimiento y arquitectura en respuesta a la presencia del MFRE podría 

sugerir que los principios básicos de la simbiosis pudieron haberse establecido antes de la 

aparición de la vías de señalización que caracterizan a las micorrizas arbusculares 

modernas (Field et al., 2015b; Pressel et al., 2021; Rimington et al., 2019).  

Los resultados del Capítulo 2 permiten conocer los principales mecanismos que sostienen la 

interacción entre M. polymorpha y hongos MFRE. Un rasgo característico de la interacción 

con M. hiemalis es su capacidad para infectar intracelularmente el talo sin producir daño ni 

activar respuestas de defensas exacerbadas. Este tipo de infección, caracterizada por la 

presencia de hifas en células vivas y metabólicamente activas, ha sido entendida en otras 

hepáticas y musgos, como una relación funcional equilibrada con el hospedador (Duckett 

et al., 2006; Pressel et al., 2021). Si bien esta interacción comparte algunas características 

fundamentales con la interacción con HMA, como la infección intracelular con una activación 

contenida de las defensas inducibles y el intercambio de nutrientes con la planta, resta 

determinar si los ensanchamientos terminales del MFRE es el lugar de intercambio activo 

con la planta o buscar otras estructuras involucradas. Existe un número importante de 

estudios paleobotánicos y comparativos indicando que muchas de las potenciales simbiosis 

en registros fósiles presentan morfologías simples, con hifas intracelulares poco 

diferenciadas, lo que sugiere que las asociaciones tempranas planta–hongo no dependen 

necesariamente de arquitecturas complejas de intercambio (Strullu-Derrien et al., 2018).  
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El contraste con M. circinelloides es particularmente interesante. A pesar de formar parte del 

mismo consorcio endofítico, la infección con M. circinelloides en condiciones de laboratorio 

indujo una fuerte respuesta de defensa, como MpMYB14, MpPR6a, MpPR4 y MpWRKY3, y 

finalizó con la necrosis generalizada de la planta. Esta diferencia entre especies del género 

Mucor demuestra que la planta no responde de manera homogénea, sino que puede 

discriminar entre microorganismos benéficos y no benéficos y disparar respuestas de 

defensa completamente diferentes. Así, la interacción entre los organismos no depende de 

la entrada del hongo al tejido vegetal, sino del reconocimiento de efectores fúngicos 

específicos que, en un caso, permiten una interacción prolongada e íntima, y en el otro 

culmina con un daño generalizado de los tejidos. En este sentido, modelos recientes de 

inmunidad vegetal proponen que esta capacidad de modulación diferencial constituye un 

rasgo clave en la evolución de las interacciones benéficas, ya que permite tolerar simbiontes 

sin comprometer completamente la defensa frente a patógenos (Carella et al., 2019; Delaux 

& Schornack, 2021). 

En angiospermas y briófitas, el módulo PBLa/RBOH es parte de la respuesta PTI que integra 

señales de Ca²⁺ y ROS durante la inmunidad inducida por quitina (Chu et al., 2023; Yotsui et 

al., 2023). Nuestros resultados indican que este mismo módulo pudo ser co-optado por M. 

polymorpha para mediar interacciones benéficas, apoyando la idea de que la señalización 

redox constituye uno de los mecanismos más tempranos de integración 

planta–microorganismo. La co-optación de componentes inmunes conservados coincide con 

modelos evolutivos que proponen que las simbiosis especializadas se originaron a partir de 

redes inmunes preexistentes (Marin et al., 2018). En este sentido, los resultados del Capítulo 

2 nos permitieron establecer que existen mecanismos compartidos con la interacción con 

HMA, como la activación de defensas mediadas por Kinasas y la producción de ROS, 

modulando la interacción temprana entre M. polymorpha y MFRE. El análisis de mutantes 

afectados en la Kinasa tipo PBLa (MpPBLa) y en las NADPH oxidasas (MpRBOH) revela 

que el desarrollo de rizoides inducido por MFRE bajo condiciones de hambreado depende 

en gran medida de la producción de ROS mediada por MpRBOH2. El análisis de los 

mutantes de Mppbla y Mprboh1/2 mostró que: 1) MpPBLa modula la intensidad de la 

respuesta al MFRE, pero no es estrictamente indispensable y 2) la pérdida de función de 

MpRBOH2, pero no de MpRBOH1, elimina la respuesta inducida por el MFRE, incluyendo 

área y número de rizoides. Dado que la producción de ROS en M. polymorpha en respuesta 

a quitina está mediada exclusivamente por MpRBOH1 y no por MpRBOH2 (Chu et al., 

2023), nuestros resultados revelan una función desconocida para MpRBOH2 mediando el 

reconocimiento de M. hiemalis. Se necesitarán nuevos estudios para determinar otros 

efectores mayoritarios de M. hiemalis. La participación de MpRBOH2 inducida por MFRE 
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sugiere que la señalización redox podría haber constituido uno de los mecanismos más 

tempranos utilizados por las plantas para integrar señales microbianas y ajustar su 

desarrollo en función del ambiente. Nuestros resultados indican que este mismo módulo 

pudo ser co-optado por M. polymorpha para mediar interacciones benéficas, apoyando la 

idea de que la señalización redox constituye uno de los mecanismos más tempranos de 

integración planta–microorganismo. La co-optación de componentes inmunes conservados 

coincide con modelos evolutivos que proponen que las simbiosis especializadas se 

originaron a partir de redes inmunes preexistentes (Marin et al., 2018).  

La comparación con M. paleacea y S. lycopersicum permite comprender la estrategia de M. 

polymorpha dentro de un continuo evolutivo. M. paleacea, que tiene intacta la CSSP y 

establece asociaciones con HMA, puede asociarse al MFRE para contrarrestar los efectos 

adversos del estrés nutricional, un efecto similar al observado en M. polymorpha. En S. 

lycopersicum, la asociación con M. hiemalis promueve el crecimiento bajo condiciones 

nutricionales normales, pero no bajo limitación de nutrientes, algo que podría sugerir una 

mayor especialización en plantas vasculares. En conjunto, estos resultados refuerzan la 

existencia de una vía simbiótica paralela e independiente de la CSSP que media las 

interacciones con MFRE. 

Estos resultados sugieren que las hepáticas podrían presentar una mayor flexibilidad en sus 

interacciones con hongos, posiblemente asociada a su organización anatómica simple y a su 

contacto directo con el suelo, lo que pudo favorecer una mayor tasa de transferencia 

horizontal de genes en comparación con otros linajes de plantas (Dong et al., 2025). Esta 

flexibilidad de las briofitas pudo haber sido parte de su estrategia evolutiva, tanto durante la 

terrestralización del linaje como en los actuales escenarios donde crecen naturalmente.  

Diversos marcos teóricos provenientes de la ecología de los hongos del suelo han 

enfatizado que los microorganismos fúngicos deben entenderse como componentes activos 

de los ecosistemas terrestres, capaces de modificar la disponibilidad de nutrientes, la 

estructura del suelo y la fisiología de las plantas hospedadoras (Marín, 2018). En este 

sentido, los hongos no son simples acompañantes de las plantas, sino agentes ecológicos 

que median de forma directa la interacción entre los organismos fotosintéticos y el ambiente 

abiótico. Los resultados de esta tesis, principalmente, la interacción entre M. polymorpha y 

M. hiemalis bajo condiciones de deficiencia nutricional, refuerzan esto y sugieren que la 

cooperación metabólica entre plantas y hongos pudo haber sido un factor importante en la 

terrestralización temprana. 

Desde un enfoque de evolución multinivel, donde la selección natural no actúa 

exclusivamente sobre organismos individuales, sino también sobre asociaciones funcionales 
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que incrementan la aptitud de los participantes. Trabajos recientes sobre simbiosis, 

demuestran que pueden constituir unidades emergentes de organización biológica cuando la 

cooperación genera beneficios consistentes en escenarios ambientales recurrentes 

(Johnson & Marín, 2025). La interacción entre M. polymorpha y M. hiemalis, mejora el 

desempeño de la planta bajo condiciones de deficiencia nutricional y puede entenderse 

como una de estas unidades funcionales emergentes, en las cuales la interacción misma 

adquiere relevancia evolutiva. En este marco, los hongos habrían actuado como socios 

clave en la adquisición de nutrientes y ayudado a las plantas a enfrentar las condiciones 

ambientales de los primeros ecosistemas terrestres (Marín, 2015). La persistencia de 

interacciones funcionales entre hepáticas actuales y los MFRE sugiere que estas 

asociaciones no sólo fueron importantes en el pasado, sino que continúan siendo 

ecológicamente relevantes en la actualidad. 

En conjunto, los resultados de esta tesis sostienen que M. polymorpha establece 

interacciones fúngicas funcionales mediante la modulación de su sistema inmune y la 

cooptación de componentes conservados de la señalización redox. Queda pendiente 

explorar si esto es a través de programas simbióticos altamente especializados o la 

cooptación de redes de señalización existentes. Esta estrategia, funcionalmente efectiva y 

ecológicamente condicionada por la disponibilidad de nutrientes, probablemente represente 

un estado ancestral de las interacciones planta–hongo que precedió a la evolución de la 

CSSP. Desde esta perspectiva, la interacción entre M. polymorpha y M. hiemalis constituye 

un registro funcional de los mecanismos tempranos que permitieron a las plantas colonizar 

ambientes terrestres pobres en nutrientes, sentando las bases para la posterior 

diversificación de las simbiosis planta–microorganismo. 
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Anexo 

 

 

 

 

Figura 1. Flujo de trabajo para el análisis de metabarcoding fúngico en plantas de M. polymorpha. 

Las lecturas crudas de amplicones ITS obtenidas mediante secuenciación paired-end (2 × 250 bp, 

Illumina) se sometieron a unión de lecturas, eliminación de códigos de barras y cebadores, control de 

calidad y procedimientos de descontaminación. El control de calidad inicial se evaluó con FastQC, 

mientras que la eliminación de secuencias del hospedador se realizó mediante alineamiento con 

Bowtie 2. Las secuencias limpias ensambladas se procesaron mediante eliminación de ruido y 

detección de quimeras utilizando DADA2, lo que permitió la inferencia de variantes de secuencia de 

amplicón (ASVs). Las ASVs fueron cuantificadas y asignadas taxonómicamente utilizando bases de 

datos de referencia para hongos, generando la tabla final de asignación taxonómica utilizada en los 

análisis posteriores. 
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Figura Suplementaria 2. Solubilización de fosfato por cepas fúngicas aisladas utilizando el protocolo 

con TCP (fosfato tricálcico). Las placas control permanecen blancas debido a la insolubilidad del TCP 

en ausencia de inoculación fúngica. Los aislados fúngicos muestran diferentes capacidades para 

solubilizar el TCP precipitado, lo que se refleja en distintos grados de transparencia del medio. 

 

Tabla Suplementaria 1. Primers utilizados en este estudio. 

 

Nombre de Primer  Secuencia (5'-3') Referencia 

MpPR1-qF TAACAACTGTCAGCTGAAGACC Este estudio 

MpPR1-qR CTTCCAGACAACCTGAGTGTAA Este estudio 

MpPR4-qF TTCTGTGGTTTGCAGTTTCTTG Carella et al., 2019 

MpPR4-qR CGCCATTGTAGTGATTCGTTAG Carella et al., 2019 

MpPR6a-qF TGGCTTTCAACGAAAATGGGA Este estudio 

MpPR6a-qR CACACGTCTTCGGGAGTACC Este estudio 

MpMYB14-qF TCGAAACTCTTCCACAGACAGA Este estudio 

MpMYB14-qR GCTAATGAAGCCCGTACATAGG Este estudio 

MpJAZ-qF AGAGGAAAGACAGGGTTCGTG Este estudio 
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MpJAZ-qR CAGAAGTCGGTGCTACGTACG Este estudio 

MpRBOH1-qF TATCAGCGTGCACATGCGGAAG Este estudio 

MpRBOH1-qR CAGCAGTACGTCGTACTTGCGG Este estudio 

MpRBOH2-qF TCAGGAGAGTTGAACAGCTCAGG Este estudio 

MpRBOH2-qR ACATCCAGCATCACTTCCACC Este estudio 

MpWRKY3-qF CAAGCGAATCCAGCAGCTTGAT Este estudio 

MpWRKY3-qR GTCAGCCAGCATTTTTGGTCCC Este estudio 

McEF1-qF GTCCGTGATATGCGTCAAACC Valle-Maldonado et al., 2015 

McEF1-qR AGCGGCCTTGGTGACCTTAC Valle-Maldonado et al., 2015 
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Figura suplementaria 3. Caracterización morfológica de Mucor hiemalis y Mucor circinelloides. (A) 

Colonias desarrolladas en medio sólido. M. hiemalis presenta colonias de tonalidad amarillenta a 

pardo claro, mientras que M. circinelloides muestra colonias de color blanquecino a grisáceo. (B) 

Microfotografías de estructuras reproductivas observadas mediante microscopía óptica (40×). M. 

hiemalis presenta esporangios (flechas azules) de menor tamaño  y columelas subglobosas a 

elipsoidales, mientras que M. circinelloides presenta esporangios (flechas azules) de mayor tamaño , 

con paredes deliquescentes que dejan collares basales evidentes (flechas rojas) y columelas 

obovoides. (C) Microfotografías de esporangiosporas. En M. hiemalis, las esporangiosporas son 

subglobosas a elipsoidales, mientras que en M. circinelloides son elipsoidales a subglobosas y se 

presentan en mayor densidad. Las características morfológicas observadas concuerdan con las 
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descripciones taxonómicas clásicas de ambas especies (Schipper, 1973; Schipper, 1976). Barras de 

escala: placas, 1 cm; microfotografías, 60 µm. 

 

 

 

 

Figura suplementaria 4. Análisis por qRT-PCR de la expresión relativa de genes marcadores de 

defensa en respuesta a M. circinelloides y M. hiemalis en 1, 3 y 6 días post infección (dpi). (A) 

MpMcEF1, (B) MpJAZ, (C) MpRBOH1, (D) MpRBOH2 y (E) MpPR1 . La expresión de McEF1a indicó 

un aumento sostenido de la biomasa de M. circinelloides hasta 6 dpi, mientras que M. hiemalis 
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alcanzó una meseta a 3 dpi. Los genes MpJAZ, MpRBOH1 y MpPR1 no mostraron una inducción 

clara en respuesta a la infección, mientras que MpRBOH2 presentó una inducción modesta 

únicamente en respuesta a M. circinelloides. La línea roja corresponde a la infección con M. 

circinelloides, la línea azul a M. hiemalis y la línea violeta para plantas control. Letras diferentes 

indican diferencias estadísticamente significativas entre tratamientos dentro de cada tiempo de 

muestreo (ANOVA seguido de la prueba HSD de Tukey, p < 0,01). Los datos se expresan como media 

± error estándar de réplicas biológicas independientes. La expresión génica fue normalizada 

utilizando genes de referencia y expresada en relación al control. 
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