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RESUMEN

Es conocido el aporte positivo a la vegetacion que tiene la presencia de micorrizas arbusculares en el suelo a través de una
relacion simbidtica. La regeneracion y establecimiento de Peumus boldus, boldo, especie endémica de mayor importancia
economica y ambiental de Chile, es complicada, por lo que la identificacion de hongos micorricicos arbusculares (HMA)
representa un importante aporte a la recuperacion de formaciones naturales, asi como al establecimiento de plantaciones
de la especie. El presente estudio corresponde a una descripcion cuantitativa de HMA presentes en formaciones
naturales de Peumus boldus en Chile Central. Se identificaron 23 especies de HMA de las familias Acaulosporaceae
(Acaulospora), Entrophosporaceae (Entrophospora), Glomeraceae (Funneliformis, Glomus, Rhizophagus y Sclerocystis)
y Paraglomeraceae (Paraglomus aff. laccatum). Dentro de las especies encontradas, se destacan a Funneliformis badius y
Funneliformis constrictus cuya presencia se detecto en todos los sitios. Asimismo, el indice de Simpson muestra en general
una alta dominancia de especies de HMA en seis sitios estudiados. El indice de Shannon, por su parte, indica que existe una
baja diversidad de especies en los sitios estudiados. Finalmente, este estudio servira como base para optimizar las técnicas
de establecimiento de boldo, al conocer que tipos de HMA pueden mejorar el éxito de la sobrevivencia y desarrollo de la
especie bajo esquema de plantacion, asi como de enriquecimiento y restauracion en formaciones naturales de la especie y
del bosque esclerdfilo.

PALABRAS cLAVE: Formacion natural de boldo, phylum Glomeromycota, simbiosis micorricica.

ABSTRACT

The positive contribution of tree-related mycorrhizae in the soil to plant ecosystems is well known, through symbiotic
relationships. The regeneration and establishment of Peumus boldus (boldo), an endemic species of major economic and
environmental relevance in Chile, is a complicated natural process, and the identification of tree-related mycorrhizal
fungi (AMF) represents an important contribution to the recovery of native forest formations. The present study is a
quantitative description of AMF, within natural boldo formations in central Chile. Twenty-three AMF species of several
families --Acaulosporaceae (Acaulospora), Entrophosporaceae (Entrophospora), Glomeraceae (Funneliformis, Glomus,
Rhizophagus, and Sclerocystis) and Paraglomeraceae (Paraglomus aff. Laccatum) -- were identified. Among these species,
Funneliformis badius and Funneliformis constrictus were present at all sites. Likewise, Simpson index generally shows
a high dominance of AMF species at all six studied sites. Shannon index, however, indicated that there is low species
diversity. This study will serve as a basis to optimize boldo’s establishment techniques, by knowing which types of AMF
can improve the success of the survival and development of the species, either in the form of commercial plantation or
natural sclerophyllous forest.

Keyworps: Boldo natural fomation, phylum Glomeromycota, mycorrhizal symbiosis.

INTRODUCCION nutrientes, y en general a la salud de la planta (Castillo et

al. 2016; Castafeda et al. 2015; Jeffries et al. 2003). En

Es conocido el aporte positivo de los microorganismos este sentido, los hongos micorricicos arbusculares (HMA)
en el suelo en controlar la tasa de erosion, movimiento de son un importante factor que puede ayudar al crecimiento
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de la vegetacion (Urcoviche et al. 2014). Entre otras
cosas, son los encargados del movimiento de nutrientes
desde el suelo hacia la planta (Carrillo e al. 1992), por lo
que facilitan el crecimiento y salud vegetal (Hu & Rufty
2007). En particular, las micorrizas arbusculares son las
de mayor espectro y se pueden encontrar en la mayoria de
las formaciones biologicas (Plenchette & Duponnois 2005,
Turnau & Haselwandter 2002). En el caso particular de Chile,
existen contados estudios con respecto a los HMA (Castillo
et al. 2016). Por ejemplo, Medina et al. (2015) estudiaron
la composicion de HMA nativos en plantas pioneras en un
sistema de agua dulce-salada en la Region de la Araucania,
en donde a pesar de la baja riqueza encontrada (5 especies),
se encontré una nueva especie Corymbiglomus pacificum
Ochl, J. Medina, P. Cornejo, Sanchez-Castro, G.A. Silva &
Palenz (Medina et al. 2014) asociada a Ammophyla arenaria
(L.) Link. Carrillo et al. (1992) realizaron un estudio de la
simbiosis micorricica en comunidades boscosas en el sur de
Chile. Sin embargo, y pese a incluir al boldo en el estudio, fue
en forma de comunidad con otras especies, por lo que no es
posible saber con exactitud que micorrizas especificamente
se pueden encontrar en formaciones naturales puras de esta
especie. Por otro lado, Urcoviche et al. (2014) estudiaron
en plantas de boldo cultivadas en camas calientes el
contenido de micorrizas en cuanto a densidad de esporas y
colonizacion de raices. El estudio encontrd 15 especies en
una primera medicion y 8 en una segunda, ademas de una
baja dominancia y diversidad.

Por otra parte, existe un conocido deterioro del bosque
nativo en Chile debido principalmente a la sobreexplotacion
del recurso (Lara ef al. 2009), sumado a la actividad agricola
y el subsiguiente cambio de uso del suelo (Castafieda et al.
2015). En boldo, la regeneracion es complicada debido a
cambios en la composicion y estructura de este tipo vegetal,
dado su sobreexplotacion y degradacion. Si a esto se suma
que los suelos en Chile son predominantemente Andisoles
y Ultisoles, que presentan altos contenidos de fosforo, pero
con una baja absorcion por parte de las plantas, hacen que la
simbiosis de otro tipo de organismos ayude al crecimiento
vegetal (Borie & Rubio 1999). Otro problema que afecta la
regeneracion y presencia de la especie es el producido por
los incendios forestales, los cuales queman la vegetacion
y la litera del suelo, combustionando la materia orgénica,
deteriorando la estructura del suelo, aumentando la densidad
aparente y disminuyendo los nutrientes del suelo (Fernandez
et al. 2004, Llovet et al. 2009, Certini 2005).

Peumus boldus Molina, boldo, es una especie endémica
de Chile. Su importancia radica en su alto valor comercial
relacionado con la exportacion de sus hojas y corteza debido
a su interesante contenido de componentes bioactivos;
alcaloides, flavonoides y aceites esenciales (Kubinova et al.
2001, Speisky & Cassels 1994, Verdeguer et al. 2011). En
Chile se distribuye desde la Region de Coquimbo (30°20°S)
hasta la Region de Los Lagos (41°20°S) (Doll et al. 2005),
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pasando de climas semiaridos a lluviosos.

Con el fin de conocer el contenido de micorrizas en
formaciones naturales, a saber, del boldo, el presente estudio
cuantifico e identifico la presencia de Hongos Micorricicos
Arbusculares (HMA, phylum Glomeromycota) en muestras
de suelo en nueve formaciones naturales en la Region de
O’Higgins

METODOS

ANTECEDENTES DEL SITIO

La eleccion del area para el estudio se basé en la region
con la mayor superficie de la especie dentro de su area
de distribucion. En este sentido, de acuerdo al catastro
del bosque nativo realizado por la Corporacion Nacional
Forestal (CONAF), la mayor superficie la posee la Region
de O'Higgins, con 166 mil ha. Esta region se sitia entre
los paralelos 33°51° y 35°01°S de latitud sur y 72 °02’ y 70°
02°0 de longitud oeste. Las precipitaciones varian entre
los 700 a 1.500 mm anuales las que aumentan de norte a
sur. Posee un clima mediterraneo y la temperatura media
durante los meses frios es de 7 °C, y en verano de 20 °C.

SELECCION DE SITIOS E INDIVIDUOS

Para la seleccion de los nueve sitios (Fig.1), se definieron
tres transectos a nivel regional de manera de cubrir las
zonas de mayor concentracion de la especie en condicion
de formacion pura o especie dominante. Se realizé una
primera campaia de terreno de preseleccion de individuos
sobresalientes y una segunda campaifia de validacion de
los individuos preseleccionados. La preseleccion se hizo
basada en criterios o parametros biométricos, los que
fueron cuali-cuantitativos, a saber, altura total, proyeccion
de copa (diametros N-S y E-O), porcentaje de distribucion
de masa foliar en el individuo, densidad de hojas, tamafo
de hojas, sanidad y altura de fuste o rebrotes libres de
ramas. Esta preseleccion de individuos considerd una
muestra de 25 ejemplares por sitio, de entre los cuales se
eligio al mejor individuo en términos de caracteristicas
de crecimiento, biomasa y sanidad. Se consideraron
estas caracteristicas dado el supuesto de los conocidos
beneficios de los HMA en el crecimiento de la planta. La
eleccion de un solo individuo respondid a que se buscaba,
adicionalmente, la seleccion de individuos candidatos
a plus o superiores, con miras a iniciar un programa de
resguardo de germoplasma y de mejora genética

DETERMINACION DE MICORRIZAS (HMA) POR SITIO

Se tomaron muestras de suelo bajo el area de copa y cercano
a la base de los individuos seleccionados. En cada sitio se
tomaron tres muestras recolectadas al azar, para obtener
un kilo de suelo por individuo. Para ello, se removio la
litera en los primeros 15-20 cm superiores del suelo y a
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aproximadamente 20-30 cm de la base del individuo. Las
muestras fueron enviadas al Laboratorio de Micologia y
Micorrizas de la Universidad de Concepcion, Chile.
Laextracciony separacion de esporas se realizo siguiendo
a Brundrett ef al. (1996). Cada una de las nueve muestras de
suelo fue tamizada para eliminar piedras y restos vegetales,
y se tomd una submuestra de 100 g. Posteriormente, se
realiz6 un tamizado himedo mediante una serie de tamices
de distintas aperturas (500, 250, 106 y 45 um). El material
retenido en cada tamiz fue recuperado y puesto en una
solucion de sacarosa al 70% mas agua. Cada muestra fue
centrifugada a 2300 rpm por cinco minutos a temperatura
ambiente, en donde la interfaz que contiene las esporas fue
recuperada y observada bajo lupa estereoscopica (Olympus
SZ40) y microscopio optico (Leitz Dialux). A continuacion
se realizo un conteo e identificacion de esporas totales de
cada muestra. Mediante una placa Doncaster y en suspension
con agua destilada, cada muestra fue observada bajo lupa
estereoscopica para aislar todas las esporas y separarlas
segun diferencias en tamailo, color y textura. Para el conteo
e identificacion taxondmica, todas las esporas fueron
montadas en portaobjetos con PVLG (alcohol polivinilico-
acido lactico-glicerol) y reactivo de Melzer con el fin de
observar las reacciones caracteristicas de los distintos
componentes de las paredes de la espora (Blaszkowski
2012, Brundrett e al. 1996). En relacion a la determinacion
de caracteristicas de las esporas, se sigui6é a Blaszkowski
(2012); para la asignacion de nombres se utilizd6 como
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referencia a SchiiBBler & Walker (2010). Submuestras de 20
g fueron secadas en estufa a 60 °C durante una semana, con
el objetivo de determinar el porcentaje de humedad y asi
expresar el numero de esporas en 100 g de suelo seco.

INDICES DE DOMINANCIA Y DIVERSIDAD DE HMA

Es comun el uso de indices para comparar la diversidad
de HMA (Moreno 2001). Para ello se utilizo el indice de
dominancia de Simpson (Simpson 1949), en donde valores
cercanos a cero indican la dominancia de alguna especie.
Asimismo, se calculd el indice de riqueza de Shannon
(Shannon & Weaver 1949), el cual indica la variabilidad de
especies, cuyos valores pueden alcanzar los 0,45 en suelos
de cultivo hasta 3 en ecosistemas boscosos (Daniell ef al.
2001, Becerra ef al. 2011). Ambos indices se calcularon de
acuerdo a las siguientes ecuaciones:

indice de Shannon:

H = —%;ps - log (ps) [1]
Indice de Simpson:
C=1-Xsps 2]

donde p_es la abundancia relativa de la especie s en la
muestra sobre el total de especies en la muestra.
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FiGura 1. Region en estudio y puntos de muestreo de micorrizas, Region de O Higgins. / Study site and sample AMF points, O Higgins

Region.
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RESULTADOS

Considerando el total de las muestras de suelo analizadas, se
observaron 23 especies de HMA (Tabla 1) pertenecientes a las
familias Acaulosporaceae (Acaulospora), Entrophosporaceae
(Entrophospora), Glomeraceae (Funneliformis, Glomus,
Rhizophagus y Sclerocystis) y Paraglomeraceae (Paraglomus
aff. laccatum), cuya representacion es variable en cada una
de las muestras.

Dentro de cada sitio, el contenido de especies varid de
5 a 14 (Vina Los Vascos 1 y La Quebrada respectivamente,
Tabla 1), con un promedio de 10 especies por sitio. Un dato
importante de mencionar es que solo tres sitios concentraron
la mayor cantidad de especies, a saber: Potrero el Monte
con un 56% (13 especies), Convento Viejo con un 52%
(12 especies) y la Quebrada con un 62% (14 especies).
Ademas, estos 3 sitios comparten cinco especies, a saber:
Acaulospora spinosa C. Walker & Trappe, Funneliformis
badius (Oehl, D. Redecker & Sieverd.) C. Walker & A.
Schiissler, Funneliformis constrictus (Trappe) C. Walker
& A. Schiissler, Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson &

Gerd.) C. Walker & A.Schiissler y Glomus microaggregatum
(Koske, Gemma & P.D. Olexia).

Cabe destacar la presencia de dos especies a lo largo de
los nueve sitios (100% presencia): F. badius (G.badium)y F.
constrictus. Le siguen con una alta presencia F. mosseae con
un 88%, y A. spinosa 'y Rhizophagus irregularis (Blaszk.,
Wubet, Renker & Buscot) C. Walker & A. Schiissler, con
un 77%. Una particularidad sucede con F. badius cuyo
conteo de esporas (abundancia) superd con creces al
resto de las especies (2.768 esporas versus la menor con
solo 14). Ademas, es la especie con la mayor abundancia
(nimero de esporas por sitio, 1.357 en Vifia Los Vascos
1) en comparacion a las otras especies reconocidas (e.g.,
Acaulospora lacunosa J.B.Morton en Vifia Los Vascos 2
con s6lo dos esporas).

En términos de dominancia, es posible observar
diferencias entre los sitios estudiados (Tabla 2). En general,
se observé una baja dominancia en seis sitios con valores
entre 0,753 y 0,816, en donde valores cercanos a uno
indican una baja dominancia (o alta diversidad). El sitio
Viia Los Vascos 1, por su parte, obtuvo el menor valor de

TaBLa 1. Numero de esporas por especies de HMA encontradas por sitio. / Number of spores per AMF species, found per site.

ESPECIE ViRa Los  ViNa Los NILAHUE PoTRrERO ViNa CONVENTO La La Lo
Vascos 1 Vascos 2 EL MONTE VIK VIEIO QUEBRADA  VINUELA  MIRANDA

Acaulospora lacunosa 2 5 7
Acaulospora mellea 20 2 7 2
Acaulospora morrowiae 14
Acaulospora scrobiculata 60
Acaulospora spinosa 32 4 27 9 39 485 83
Acaulospora tuberculata 9
Entrophospora infrequens 7 57 2
Funneliformis badius 1357 113 39 594 97 98 118 317 35
Funneliformis constrictus 9 7 9 18 11 16 17 20 4
Funneliformis geosporus 113 22 57 125 23
Funneliformis mosseae 20 11 25 34 114 107 49 10
Glomus aggregatum 26 31
Glomus albidum 2 32 32
Glomus glomerulatum 84 33
Glomus macrocarpum 9 19
Glomus microaggregatum 2 27 7 12 20
Glomus multiforum 47 9 32 9
Glomus pustulatum 38 2
Rhizophagus diaphanus 22 31
Rhizophagus intraradices 4 36 24
Rhizophagus irregularis 18 68 5 27 26 194
Sclerocystis sinuosa 34 201
Paraglomus aff. laccatum 48
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dominancia, cuya explicacion es debido a que de las cinco
especies encontradas en el sitio, /. badius concentra el
94% de esporas. Con respecto a la diversidad, ningun sitio
obtuvo un valor mayor a dos, situacion esperable debido a

la alta dominancia de algunas especies. En relacion al sitio,
Vina Los Vascos 1 obtuvo el menor valor de diversidad,
situacion explicada por la dominancia de la especie F
badius mencionada anteriormente.

TasLa 2. Indices de Shannon y Simpson por sitio. / Shannon and Simpson indexes per study site.

Siio Vina Los  ViNa Los NILAHUE POTRERO EL Visia VIK CONVENTO La La Lo
Vascos 1 Vascos 2 MoNTE VIEjo QUEBRADA  VINUELA MIRANDA
Simpson 0,110635  0,566466 0,75308 0,638289  0,807754  0,784106  0,724498  0,795647  0,816819
Shannon 0,284654 1,204284 1,656191 1,594742 1,932394 1,820048 1,816994 1,855014 1,944971
resultados mostrados anteriormente en donde es posible
DISCUSION encontrar 23 especies diferentes en raices de boldo. Pereira

El contenido de HMA en el bosque nativo en Chile es
conocido (Moreno-Chacéon & Lusk 2004, Borie et al. 2010,
Castillo et al. 2012, Torres-Mellado et al. 2012, Castillo et
al.2016), por lo que saber que especies estan asociadas a los
bosques degradados es de suma importancia, considerando
que esta condicion de degradacion esta siendo cada vez mas
frecuente en el pais. Esto es relevante, especialmente cuando
no existen muchos estudios ligados al contenido de estos
hongos en el bosque esclerofilo, formacion vegetacional
con alto grado de degradacion. En general, en el presente
estudio se visualizan géneros similares de HMA de acuerdo
a otros estudios de HMA en boldo (e.g., Urcoviche et al.
2014).

Debido a la conocida amplitud del género Glomus
en variados tipos de habitats (Sykorova et al. 2007), su
presencia es esperable, aiin mas cuando es el primer género
en la sucesion en un sitio (Oehl ef al. 2004), ademas de ser
uno de los géneros con mayor resistencia a cambios en el
ecosistema como por ejemplo disturbios en el suelo (Zangaro
& Moreira 2010). Cabe destacar la variabilidad existente en
el contenido de HMA en las distintas situaciones analizadas.
Un ejemplo son los sitios Vifas Los Vascos 1 y 2, los que se
encuentran distanciados a solo 40 m entre ellos. Es decir, las
mismas condiciones edafoclimaticas, pero una composicion
diferente en cuanto a especies de HMA.

Entre los siete géneros de HMA encontrados en las
muestras, Funneliformis fue el con mayor presencia (Tabla 3,
7 de 9 sitios). No se visualiza una codominancia importante
de otra especie en los sitios estudiados, donde la distribucion
de especies fue heterogénea. Es importante sefalar a la
familia Glomeraceae con una presencia promedio del 56%
en todos los sitios muestreados (e.g., maximo de 96% en
Villa Los Vascos 1). En este sentido, Dodd et al. (2000)
encontraron que el contenido de HMA en una raiz puede
ser variado. Esta situacion pudo ser corroborada con los

et al. (2014) encontraron 30 especies de HMA en un bosque
tropical del atlantico y Husband et al. (2002), 29 especies
en tres sitios en Panama. Esta situacion permite inferir que
la concentracion de especies en boldo es comparable con
aquella de bosques altamente complejos y de diferente
régimen hidrico. Sin embargo, una gran diferencia con
biotas tropicales es la presencia del género Acaulospora
(Trufem & Viriato 1990, Guadarrama & Alvarez-Sanchez
1999), la que es comlin de encontrar en esos sitios, no asi
en el presente estudio con un clima templado a semiarido.

Dado los antecedentes presentados y en general,
boldo prefiere especies de los géneros Glomeraceae,
especificamente del género Funneliformis. En particular
con F. mosseae y F. geosporus, su alta presencia se
sustenta por ser una de las especies de mayor importancia
ecologica y econdmica, la cual es posible de encontrar tanto
en ambientes no alterados como en éareas con disturbios
antropicos y en diferentes climas y habitats (Nadimi et al.
2016). Ademas y conjuntamente con F. badius (G. badium),
es comun encontrarlos en suelos neutros a alcalinos (pH
6-8) (Ochl et al. 2005). Por ejemplo, Zangaro et al. (2013)
estudiaron la evolucion de HMA en un bosque lluvioso
en Brasil, encontrando a F. mosseae, F. geosporus y F.
constrictus en los 4 sitios estudiados (pastizal, matorral,
bosque secundario y bosque maduro semicaducifolio)
con una frecuencia de ocurrencia del 100%, situacion que
complementa la amplitud de estas especies.

Esta situacion permitiria inferir que el boldo es
altamente dependiente de este tipo de hongos, situacion
que Urcoviche et al. (2014) menciona en su estudio
de contenido de HMA en algunas plantas vasculares
medicinales y en el cual incluyeron al boldo. De hecho, del
total de especies encontradas en el estudio anteriormente
mencionado, solo dos de ellas coinciden con el presente
estudio. Es decir, no sélo es esperable que el contenido
de HMA en el suelo sea beneficioso para el boldo, si no
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que parece ser un importante factor que puede aportar al
establecimiento de otras formaciones vegetacionales. Por
ejemplo, es sabido el rol de los HMA en el mejoramiento
de los agregados en el suelo (e.g., estudio en un suelo
vertisol por Bearden & Petersen 2000).

Es interesante rescatar que el numero de especies
encontradas, en general, es bastante alto y es comparable
con cantidades encontradas en sitios con horticultura y en
cultivos de trigo, y en especial de la especie Funneliformis
spp., la cual es poco comun (Castillo et al. 2016). Sin
embargo, seria relevante comprobar que la asociacion de
algunos géneros y los cuales se vieron diferenciados en

los nueve sitios, sean estudiados de manera mas intensiva
con el fin de lograr un estudio acabado de la regeneracion
y/o restauracion de boldo en Chile, por un lado, y por otro
investigar la simbiosis de boldo con otras especies vasculares
y asi poder contrarrestar de alguna manera el deterioro del
bosque nativo chileno. Finalmente, el contenido de hongos
micorricicos arbusculares muestra las pautas de una futura
recuperacion y regeneracion de boldo en Chile, presentando
en general una importante diversidad de especies de HMA 'y
una baja dominancia en comparacion a otros estudios (e.g.,
Urcoviche et al. 2014).

TaBLa 3. Frecuencia relativa reperesentada en porcentaje (%) por géneros de HMA. / Relative frecuency represented in percentage (%) by
genus of HMA.

FRECUENCIA RELATIVA (%)

GENERO Via Los  ViNa Los NILAHUE POTRERO VIRa CONVENTO La La Lo
Vascos 1 Vascos 2 EL MONTE VIK VIEIO QUEBRADA  VINUELA  MIRANDA
Acaulospora 0,00 18,78 2,35 5,08 4,12 9,87 50,30 16,74 3,77
Entrophospora 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,36 5,75 0,00 1,26
Funneliformis 96,25 66,30 34,71 73,24 61,42 40,93 30,14 56,28 45,28
Glomus 3,26 4,97 20,59 17,68 3,37 12,75 5,65 5,62 11,95
Rhizophagus 0,00 9,94 42,35 4,00 18,35 0,00 8,17 21,37 7,55
Sclerocystis 0,00 0,00 0,00 0,00 12,73 36,09 0,00 0,00 0,00
Paraglomus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 30,19
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