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RESUMEN

La introduccion de especies invasoras en nuevos habitats es un fendmeno reconocido que
puede tener graves consecuencias econdmicas y ambientales. Estas especies, provenientes de
fuera de su area de distribucién natural, pueden establecerse y propagarse en su nuevo
entorno, compitiendo con especies nativas y alterando los ecosistemas. La presencia de
hongos exdticos e invasores se ha relacionado principalmente con enfermedades vegetales,
pero su impacto en ambientes naturales ha sido menos estudiado. La propagacién geografica
de hongos foraneos con potencial invasivo, especialmente en el caso de especies biotroficas,
puede ocurrir mediante plantas exéticas, que funcionan como portadoras de patdgenos
fungicos exdticos, hongos micorricicos y endofitos. En ecosistemas naturales, los hongos
micorricicos, que forman simbiosis con arboles, pueden establecerse junto a las plantaciones
y extenderse a bosques nativos, compitiendo por recursos y afectando a hongos nativos. En
Chile, la introduccion de especies de pino ha llevado a la aparicion de hongos exoticos
asociados, como Amanita muscaria. Este hongo, originario de bosques templados del
hemisferio norte, ha sido observado en bosques de Nothofagus en Chile y otros paises. Este
estudio tiene como objetivo investigar si Amanita muscaria es capaz de establecer simbiosis
ectomicorricicas con las raices de Nothofagus obliqua y Nothofagus dombeyi. Se realiz6 un
ensayo de inoculacion controlada en laboratorio utilizando plantulas de estas especies de
Nothofagus y pino como grupo control. Se plante6 la hipotesis de que A. muscaria podra
formar asociaciones ectomicorricicas con las raices de Nothofagus spp. basandose en
observaciones previas de su presencia en estos bosques. El estudio busca contribuir al
entendimiento de las invasiones flungicas en ambientes naturales y su posible impacto en la

flora fingica simbidtica nativa.

Palabras clave: Micorrizas, Especie Invasora, Bosque Nativo, Amanita muscaria,

Nothofagus.



ABSTRACT

The introduction of invasive species into new habitats is a recognized phenomenon that can
have serious economic and environmental consequences. These species, originating from
outside their natural distribution area, can establish and spread in their new environment,
competing with native species and altering ecosystems. The presence of exotic and invasive
fungi has been mainly associated with plant diseases, but their impact on natural
environments has been less studied. The geographical spread of foreign fungi with invasive
potential, especially in the case of biotrophic species, can occur through exotic plants, which
act as carriers of exotic fungal pathogens, mycorrhizal fungi, and endophytes. In natural
ecosystems, mycorrhizal fungi, which form symbioses with trees, can establish alongside
plantations and spread to native forests, competing for resources and affecting native fungi.
In Chile, the introduction of pine species has led to the appearance of associated exotic fungi,
such as Amanita muscaria. This fungus, native to temperate forests in the northern
hemisphere, has been observed in Nothofagus forests in Chile and other countries. This study
aims to investigate whether Amanita muscaria is capable of establishing ectomycorrhizal
symbioses with the roots of Nothofagus obliqua and Nothofagus dombeyi. A controlled
laboratory inoculation trial was conducted using seedlings of these Nothofagus species and
pine as a control group. It was hypothesized that A. muscaria would be able to form
ectomycorrhizal associations with the roots of Nothofagus spp. based on previous
observations of its presence in these forests. The study seeks to contribute to the
understanding of fungal invasions in natural environments and their possible impact on native

symbiotic fungal flora.

Keywords: Mycorrhizae, Invasive Species, Native Forest, Amanita muscaria, Nothofagus.



INTRODUCCION

Es sabido que muchas especies son capaces de colonizar y adaptarse a nuevos ambientes
fuera de su distribucion natural, atravesando barreras ambientales o biogeogréficas ya sea de
forma dirigida, accidental o natural, en donde estas son capaces de introducirse, reproducirse
y generar una nueva poblacidn en estas nuevas areas (Koleff, 2017). La mayoria de estos
organismos no logra adaptarse a largo plazo al sitio de introduccion, sin embargo, un
porcentaje de estas no solo logra acentuarse, si no, también se desarrolla a expensas de las
especies nativas y se propagan masivamente mediante mecanismos como depredacion,
competencia, patogenicidad o alteracion de habitat (Rios y Vargas, 2003). La expansion de
estos individuos puede generar graves consecuencias ya sean econémicas y/o ambientales en

el lugar en el que se acentuan, a estas se les conoce como especies invasoras.

Segun el Convenio de Diversidad Biologica (CDB), especies invasoras son “aquellas que
prosperan sin ayuda del ser humano y amenazan habitats naturales o seminaturales fuera de
su area de distribucion” y como consecuencia tienen impactos econodmicos, sociales y
medioambientales (CDB, 2009) incluso, las especies exoticas invasoras constituyen la
segunda causa de las extinciones de especies nativas y perdida de biodiversidad a nivel
mundial (Cerda et al, 2017). Richardson et al (2000) definira el concepto de invasor como
“Las plantas invasoras, son plantas naturalizadas que producen descendencia reproductiva, a
menudo en grandes cantidades, a distancias considerables de las plantas parentales y, por lo
tanto, tienen el potencial de expandirse en un area considerable”. En Chile, se ha reportado
la existencia de especies introducidas y exoticas desde la época colonial en el siglo XVI
(Arroyo et al, 2000) y hasta el dia de hoy, se han registrado un alrededor de 1.119 organismos
exoticos asilvestrados en nuestro pais (PNUD, 2017) en donde a lo menos, 128 actlan de
forma invasora (Baeriswyl, 2017). En relacion a la flora, Chile tiene un alto porcentaje de
plantas introducidas en comparacion a la flora nativa (15% del total, Fuentes et al, 2013) en
donde la mayor concentracién de especies exdticas se encuentra en zonas con clima
mediterraneo y tropical abarcando entre las regiones de Coquimbo a Los Rios y se establecen
principalmente en lugares perturbados (Baeriswyl, 2017). Los taxones que se destacan son:
Acacia spp, Ulex europaeus L. (Espinillo), Teline monspessulana (L.) K.Koch (Retamilla),

Rubus spp. (Zarzamora), en donde algunas de ellas crecen incluso al interior de areas



protegidas del pais (Baeriswyl, 2017; Pauchard y Alaback, 2002). Considerando a los
mamiferos, se han reportado entre 13 y 17 especies exdticas invasoras, como el vison y el
jabali (Baeriswyl, 2017).

Sin embargo, con respecto a invasiones flngicas, la base de datos se vuelve mucho mas
escasa; El concepto de hongos exoéticos y/o invasores, se asocia mas con enfermedades
destructivas asociadas a las plantas, tales como Botrytis cinérea Pers., mejor conocido como
moho gris, causante de la podredumbre gris en diversos cultivos de importancia econémica
(Fillinger y Elad, 2016) o el género Fusarium, el cual es responsable de enfermedades en
plantaciones de cereales (Figueroa-Rivera et al, 2010), pero no hay mucha informacién de
invasiones fungicas en ambientes naturales. Determinar qué es una especie exotica en el caso
de los hongos puede resultar dificil, dado que hay numerosas especies fungicas de
distribucion amplia (Rizzo, 2005), y la determinacion de su estatus como nativo o
introducido/ invasor depende de su documentacion histérica en la region respectiva. Si bien,
el concepto de especies exoticas para hongos es pobremente conocido, el primer catalogo de
especies exoticas asilvestradas/naturalizadas en Chile incluyo 71 especies de hongos dentro
de esta lista (PNUD, 2017).

El desplazo geografico de hongos aloctonos de potencial invasor, sobre todo cuando se trata
de especies biotréficas, puede ocurrir a traves de las plantas exaticas, las cuales han servido
como medio de transporte para patégenos fungicos exadticos, hongos micorricicos y endofitos
(Rizzo, 2005). Estudios realizados por Duckie et al (2010) y Hayward et al (2015)
demuestran que las plantas micorricicas del género Pinus, co-invaden ambientes con sus
mutualistas no nativos, evitando asociaciones novedosas con mutualistas locales, las cuales
terminan siendo muy dependientes de su hongo micorricico, inclusive, se puede decir que los
hongos ECM permiten las invasiones, en el sentido de que los individuos no se establecerian

y no podrian invadir sin sus hongos asociados (Hayward et al, 2015).

En los ecosistemas naturales, las distribuciones de los hongos micorricicos estan
determinadas por las distribuciones de los arboles con los que forman simbiosis de forma
natural (Geml et al, 2010), sin embargo, una vez que un arbol y sus hongos asociados son
introducidos en un nuevo habitat, los hongos micorricicos de baja especificidad (generalistas)

no solo se establecen en las plantaciones, sino que también pueden extenderse hacia los
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bosques nativos, formando en ocasiones nuevas simbiosis con especies de plantas autoctonas
(Moeller et al, 2015). Los hongos ectomicorricicos invasores compiten por los recursos de la
rizésfera y del suelo, por lo que un hongo invasor al producir varios esporocarpos al estar
presente junto a una planta autdctona, esta puede capturar una parte significativa de los
recursos disponibles, generando que estos recursos no estén disponibles para los hongos
nativos (Dickie y Johnston, 2008).

En Chile, junto con la introduccion de varias especies del género Pinus proveniente de
América del Norte con el proposito de generar productos maderables a corto plazo, debido a
su rapido crecimiento, se reportd rapidamente la aparicién de varias especies de hongos,
cémo Lactarius deliciosus (L.) Gray y Russula sardonia Fr. las cuales no se encontraban
asociadas a ningun tipo de bosque nativo, si no, que se hallaban exclusivamente en
plantaciones de pino (Garrido, 1982). Estudios micosociologos (Valenzuela et al, 1998;
Palfner y Casanova, 2019) en plantaciones de pino, han reportado principalmente especies
introducidas o adventicias que forman asociaciones micorricicas con Pinus spp, de las cuales
se destacan los géneros: Amanita, Laccaria, Lactarius, Russula, Suillus y Xerocomus.
Valenzuela et al. (1998) al comparar un posible intercambio de especies entre bosque nativo
y plantaciones exoticas no observaron “que especies micorrizogenas nativas desplacen o
cohabitan con las citadas para Pinus radiata”, sin embargo, observaron la presencia del
hongo Amanita rubescens Pers. en bosques nativos de Nothofagus, la cual es una especie
micorrizdgena que se introdujo en Chile con la llegada de Pinus radiata D. Don y con el
potencial de desplazar algunos hongos micorrizogenos nativos (Garrido y Bresinsky, 1985).
Un caso similar, el cual es el objeto de la presente investigacion, es el hongo Amanita
muscaria (L.) Lam. Este hongo, que llegd de igual manera con la introduccién de Pinus
radiata, se ha reportado desarrollandose en bosque nativo puro de Nothofagus en diversas

regiones del pais (Palfner y Casanova, 2019; Nouhra et al, 2019; Marquez, obs. Pers. 2023).

Amanita muscaria es un hongo ectomicorricico con un amplio rango de hospedantes (Daniele
et al, 2005). Natural de los bosques templados del hemisferio norte, este hongo se le ha visto
asentarse en bosques de Nothofagus en Sudameérica, Nueva Zelanda y Tasmania,
considerandose una invasién con éxito (Dunk et al, 2012). En Colombia, el estudio realizado

por Vargas et al (2019), demostré que Amanita muscaria ha establecido una asociacion
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simbidtica con el arbol nativo Quercus humboldtii Bonpl. y que, en los Gltimos afios, la
especie ha persistido, sobrevivido y producido basidiomas en asociacién con Q. humboldtii,
superando tanto barreras geograficas como de huésped. En el mismo caso de Chile, la
introduccién de Amanita muscaria en Colombia estd ligada con la introduccion de las
plantaciones de Pinus patula Schl. et Cham, en donde el hongo no se habia registrado en
Colombia hasta que las plantaciones forestales estuvieron bien establecidas. Si bien, los
autores consideraron que Amanita muscaria acta como especie invasora en Colombia bajo
la definicion de que “una especie invasora se define como aquella que se propaga de forma
natural en zonas distantes de sus lugares de introduccion”, aun no saben si A. muscaria esta

causando dafios ambientales.

En base a los antecedentes de A. muscaria como especie invasora en Colombia y las
observaciones de A. muscaria en los bosques de Nothofagus de nuestro pais, se ha sugerido
que este hongo simbionte es capaz de realizar asociaciones ectomicorricicas con arboles
nativos de Chile, trayendo posibles consecuencias como el desplazamiento de especies 0,
mas grave aun, de géneros de hongos nativos que habitan naturalmente en las raices de los
arboles de Nothofagus, realizando estas conexiones micorricicas como Ramaria, Cortinarius,
Boletus, Amanita, entre otras. Sin embargo, aparte de la observacion de esporomas en lugares
con presencia de Nothofagus y ausencia de Pinus, esta posible asociacién ectomicorricica
entre A. muscaria y Nothofagus sp. y su posterior efecto sobre la flora fungica simbiética
nativa, no ha sido demostrado a nivel funcional. El objetivo de este trabajo fue evaluar si
Amanita muscaria tiene la capacidad de realizar asociaciones ectomicorricicas con las raices
de Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst y Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst. Para tal efecto,
se realizd un ensayo de inoculacion axénica controlada de raices finas en laboratorio
utilizando cepas de Amanita muscaria previamente recolectadas y cultivadas in vitro con
plantulas de Pinus radiata (como grupo control) y plantulas de N. obliqua y N. dombeyi. De
acuerdo con las observaciones mencionadas de Amanita muscaria creciendo en bosques de
Nothofagus, se hipotetiza y espera que se evidencie un grado de asociacién ectomicorricica

entre Amanita muscaria y las raices de Nothofagus spp.
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HIPOTESIS

Amanita muscaria, una especie ectomicorricica adventicia que se establecio en Chile con la
llegada de las plantaciones de Pinus radiata, tiene potencial para comportarse como especie
invasora en los bosques de Nothofagus spp del pais, formando asociaciones micorricicas con
estas plantas nativas. Se puede comprobar que mediante inoculacién micorricica in vitro se
formen y evidencien ectomicorrizas por las mismas cepas de A. muscaria tanto como con las
especies arboreas nativas Nothofagus obliqua y N. dombeyi y la especie introducida Pinus
radiata como grupo control.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad de Amanita muscaria para formar asociaciones ectomicorricicas con
especies nativas del género Nothofagus.

Objetivos especificos (OE)

O1. Evaluar las caracteristicas de las plantulas de Nothofagus y Pinus radiata inoculadas

con Amanita muscaria.

0O2. Evaluar la presencia y grado de asociacion micorricica entre Amanita muscaria, dos

especies de Nothofagus y Pinus radiata.

03. Analizar y comparar los datos obtenidos de las plantulas de Nothofagus y de Pinus

radiata inoculadas con el respectivo grupo control.

14



METODOLOGIA

1. Material vegetal.

1.1 Tratamiento, esterilizacion y germinacion de semillas.

Para la realizacion del experimento, se utilizaron 50 g de semillas de Nothofagus dombeyi

(Coihue) y 50 g de semillas de Nothofagus obliqua (Hualle) obtenidas de la coleccion de

semillas con las que cuenta el Instituto Forestal. A su vez, también se recolectaron conos de

pinos (Pinus radiata) en el campus del Instituto Forestal sede Biobio para extraer sus

semillas, de las cuales se germinaron 20 g de semillas para el experimento. El protocolo se

resume de la siguiente forma:

Tratamiento pre-germinativo: Las semillas de Nothofagus dombeyi y Nothofagus

obliqua poseen una latencia fisiolégica que les impide germinar, por lo que es
necesario realizar un tratamiento pre-germinativo. Para ello, se mantuvieron las
semillas de N. dombeyi y N.obliqua 24 horas en una solucion de &cido giberélico a

200 ppm.

Esterilizacion de las semillas: Para la desinfeccion de las semillas de Pinus radiata,

se utilizé el protocolo desarrollado por Royo et al (1998), el cual consistio en lavar
las semillas en agua corriente durante 24 h para luego sumergirlas durante 30 min en
H>0> al 30p, 100 en agitacion. En relacion a las semillas de Nothofagus dombeyi y N.
obliqua, se realiz6 un test de viabilidad de las semillas (Figura 1), en lo que
posteriormente, las semillas viables fueron lavadas con detergente por 2 minutos para
retirar el exceso de materia lipidica y luego, se enjuagaron hasta eliminar el contenido
de detergente. A continuacion, se remojaron en etanol (95%) por 5 segundos y
nuevamente se enjuagaron, luego las semillas fueron remojadas en hipoclorito de
sodio comercial al 4,9% por 10 minutos y posteriormente se lavaron con agua. Por
altimo, las semillas se dejaron remojando en acido giberélico por 24 horas (Alonso,
2005).
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Figura 1. Test de viabilidad de semillas de Pinus radiata, Nothofagus dombeyi y N. obliqua.

Germinacién de las semillas: Se ordenaron las semillas de Nothofagus en papel

secante, en donde se agruparon aproximadamente 70 semillas por cada placa Petri
(Figura 2). Estas semillas fueron incubadas a 25°C y se controlé diariamente su
humedad y germinacion. En relacion a las semillas de Pinus radiata, estas se

agruparon de igual forma 70 semillas por cada placa Petri.
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Figura 2. Semillas de Nothofagus spp organizadas en placas Petri con papel secante para su

germinacion.

1.2 Obtencién de micelio

Para realizar el trabajo, se selecciono el hongo Amanita muscaria, ectomicorricico natural de
Pinus spp y el cual se le ha observado desarrollandose en bosques de Nothofagus spp. El
micelio del hongo se obtuvo del cepario del Instituto Forestal sede Biobio, en donde se
escogieron dos cepas provenientes de la Region del Biobio (1F865001) y la Region de Los

Rios (1F1412003) para los experimentos.

Para la masificacion del micelio, se extrajeron 80 fragmentos de micelio de aproximadamente
2x2cm provenientes de las cepas, luego se aislaron asépticamente en placas petri que
contenian 20 ml de medio agar MNM (Melin-Norkrans Modified) (Marx, 1969). Estas se

incubaron en una camara de cultivo a 23°C en condiciones de oscuridad.
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2. Disefio del experimento

Una vez masificado el micelio, con la ayuda de un sacabocado de 5mm se traspaso
equitativamente el micelio de ambas cepas (90 y 90) a 180 tubos de ensayo de 125 x 16 mm
que contenian 10 ml de MNM liquido para utilizarlos directamente en los ensayos de
inoculacion micorricica, los que se incubaron en una camara de cultivo a 23°C en condiciones

de oscuridad (Figura 3).

Figura 3. Preparacion de muestras de cepas de Amanita muscaria en MMN liquido para la

inoculacion.

Para la sintesis de inoculacion micorricica, se utilizé el método desarrollado por Royo et al
(1998). Para ello, se ocuparon tubos de 200 x 20 mm que contenian un sustrato de 20 ml de
vermiculita (tamafio particula 2mm) y 5 ml de turba (tamafio particula 1mm), esté
humedecido con 15 ml de MNM liquido (Melin-Norkrans Modified) (Marx, 1969) al que se
le modifico su composicion quimica, reduciendo la cantidad de glucosa a 2,5 g/l. Este sustrato

fue autoclavado a 120°C durante 30 minutos.
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Para la siembra e inoculacion micorricica (Figura 4), se procedio a introducir inicialmente
el hongo en los tubos de sintesis, y posteriormente, la semilla germinada se incorporé al tubo
de sintesis a un méximo de 10 dias. Las plantas se mantuvieron a una temperatura ambiente,
entre 20-30°C y bajo un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. De esta forma, se inocularon
cada una de las plantulas de Nothofagus dombeyi, Nothofagus obliqua y Pinus radiata como

testigos.

I li? T
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Figura 4. Cultivo in vitro de plantulas de pino (Pinus radiata, izq.) y hualle (Nothofagus

obliqua, der.) con A. muscaria en condiciones de laboratorio.

3. Evaluacién del crecimiento y micorriza.

Cumplido el plazo de 4 meses, las plantas fueron extraidas de los tubos de sintesis y se efectud
una limpieza del sistema radical bajo agua corriente para favorecer la observacion distintas
caracteristicas tanto de las plantas como de las micorrizas. Dentro de las variables a medir a
cada una de las plantulas, se tomaron los datos de: Largo planta, largo raiz, nimero de hojas

y numero de raices secundarias. Para la descripcion de las micorrizas se realiz6 la
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caracterizacion y medicion utilizada por Galindo-Flores et al (2015). Como atributos
macroscopicos se consideraron el tipo de ramificacion, coloracion, longitud total del sistema
ramificado y presencia de micelio y rizomorfos. Como atributos microscopicos se
consideraron el grosor del manto, red de Hartig y didmetro de las hifas. Para identificar las
micorrizas de Amanita muscaria, se utilizé literatura afin (Ingleby et al, 1990; Dunk et al,
2012) en donde esta asociacion simbidtica se caracteriza por presentar estructuras radicales
cortas, gruesas y sinuosas, con ramificaciones irregulares distribuidas de manera espaciada,
formando frecuentemente agrupaciones densas. El eje principal no supera los 5 mm de
longitud ni los 0.6 mm de diametro. La textura del manto es aspera, con una notable
apariencia granular. Aunque las hifas sueltas son escasas, es comun encontrar cordones lisos

y ramificados de menos de 0.1 mm de didmetro. En cuanto a su coloracion, las micorrizas

jovenes exhiben un tono blanco plateado que, con el tiempo o al ser dafiadas, se torna pardo
(Figura 5).

, -
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Figura 5. Micorrizas formadas por Amanita muscaria con diferentes especies de arboles
hospederos. A 'y B: Micorrizas formadas con Betula sp. Extraido de: Ingleby et al, 1990.

C y D: Micorrizas formadas con Nothofagus cunninghamii. Extraido de: Dunk et al, 2012,

4. Analisis estadisticos.
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Para evaluar el efecto de la inoculacion con Amanita muscaria en las variables morfolégicas
de las plantas de Pino (Pinus radiata) y Coigue (Nothofagus dombeyi), se realiz6 una prueba
estadistica de Wilcoxon (Hollander et al, 2013). Esta prueba no paramétrica permite
comparar dos muestras relacionadas, en este caso, el grupo control y el grupo experimental
para cada especie vegetal. Se compararon las variables de longitud de raices, nUmero de
raices secundarias y longitud de la planta entre los grupos control y experimentales, tanto
para Pinus radiata como para Nothofagus dombeyi. La prueba de Wilcoxon determina si
existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos comparados para cada
variable morfoldgica evaluada, con un nivel de significancia de 0.05. Este analisis permitira
evaluar si la inoculacién con A. muscaria tuvo un efecto sobre el crecimiento y desarrollo de

las plantas en comparacion a los respectivos grupos control.
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RESULTADOS

Objetivo 1: Evaluar las caracteristicas de las plantulas inoculadas con Amanita muscaria.

Atributos morfoldgicos y de crecimiento de la planta.

En base a la metodologia anteriormente descrita, pasado los 4 meses, se extrajeron las
plantulas de los tubos de ensayo para observar y describir las caracteristicas tanto del tallo y
sistema radicular de las plantulas inoculadas. En total, se extrajeron 18 plantulas vivas de un
total de 60 de pino (Pinus radiata), 8 plantulas vivas de un total de 60 de hualle (Nothofagus
obliqua) y 5 plantulas vivas de un total de 60 de coigue (Nothofagus dombeyi) (Figura 6).
Los porcentajes de mortalidad de las plantulas inoculadas fueron muy altos, siendo el pino
con mayor porcentaje de supervivencia con un 30% Yy un porcentaje de mortalidad de 70%.
El porcentaje de mortalidad de hualle fue de 86% Y el porcentaje de mortalidad de coigue fue
de un 90%.

Figura 6. Plantulas inoculadas extraidas de los tubos de ensayo. A: Pinus radiata. B:

Nothofagus obliqua. C: Nothofagus dombeyi. Barra de referencia 2 cm.

Con relacion al largo del tallo de las plantulas de pino, estas variaban desde 6 cm hasta 14
cm, abarcando un promedio de 8,4 cm (tablas 1 y 2). Con las plantulas de N. obliqua, los
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tallos crecieron en un rango de 5,5 hasta 9 cm, siendo méas pequefias que las plantulas de
pino, dando un promedio de 6,625 cm (tablas 3 y 4). Finalmente, los tallos de las plantulas
de N. dombeyi tenian un rango de 3 cm a 7 cm, dando un promedio de 4,6 cm, siendo estas

las que crecian en menor tamafio.

Con respecto al sistema radicular (Figura 7), el tamafio promedio del largo de la raiz de las
plantulas de pino fue de 10,5 cm, ademés de un promedio de raices secundarias de 13 (tablas
1y 2). En las plantulas de N. obliqua, el promedio de largo de la raiz fue de 3,2 cm, sin
embargo, el promedio de raices secundarias de hualle fue de 21, siendo considerablemente
mayor a la cantidad de raices secundarias de pino (tablas 3, 4). Finalmente, en relacién con
el promedio del largo de la raiz de N. dombeyi, esta fue de un total de 2 cm, mientras que el
promedio de raices secundarias fue de 11 (tablas 3, 4). Las raices secundarias de Nothofagus

se caracterizaban por ser raices delgadas y de gran cantidad, a diferencia de las de pinos, que

son raices gruesas y poseen menor cantidad de raices secundarias (ver Tabla 1 — 5)

Figura 7. Sistema radicular de plantulas inoculadas con Amanita muscaria. A: Pinus radiata.

B: Nothofagus obliqua. C: Nothofagus dombeyi. Aumento: 30x
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Objetivo 2: Evaluar la presencia y grado de asociacién micorricica entre Amanita muscaria

y dos especies de Nothofagus y Pinus radiata.

No se registraron ectomicorrizas de Amanita muscaria asociada a las raices de Nothofagus
ni de Pinus radiata. Tanto las raices de Pinus radiata, Nothofagus obliqua y N. dombeyi
inoculadas con ambas cepas de Amanita muscaria, mostraron raices secundarias desnudas,
con presencia de pelos radicales, con ausencia de caracteristicas tipicas de la presencia de
ectomicorrizas, como manto fangico, red de Hartig o micelio periferico. Algunas raices
secundarias de pino presentaban bifurcaciones (Figura 8) presentandose como un indicio de

la fase temprana de ectomicorrizacion.

Figura 8. Raices secundarias bifurcadas de Pinus radiata. Aumento: 40x

Otro de los indicios de una posible micorrizacion, es de que ciertas raices tanto de pino y
coigue, a excepcion de las de hualle, presentaban micelio blanquecino en las raices
secundarias y raiz principal (Figura 9), producto posible del crecimiento de la cepa de A.
muscaria inoculada en los tubos. Se destaco de igual forma la ausencia de pelos radicales en

algunas de las plantulas inoculadas.
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Figura 9. Micelio observado en sistema radicular de Pinus radiata. Aumento: 40x

Objetivo 3. Analizar y comparar los datos obtenidos de las plantulas de Nothofagus y de

Pinus radiata inoculadas con el respectivo grupo control.

En relacion con las plantulas del grupo control, se cultivaron 45 plantas en total en los
respectivos tubos de ensayo sin inocular. 15 plantas correspondian a Pinus radiata, 15 plantas
a Nothofagus obliqua y 15 plantas a N. dombeyi. Con respecto a Pinus radiata, de 15 plantas
inoculadas, 14 sobrevivieron. Por el contrario, las plantas de Nothofagus tuvieron un indice
de mortalidad mas alto. En Nothofagus obliqua, no sobrevivié ninguna de las 15 plantas
inoculadas en los tubos de control, mientras que en Nothofagus dombeyi, de 15 plantas
inoculadas, solo 4 sobrevivieron. Las plantulas muertas y/o moribundas principalmente del
género Nothofagus, presentaban sintomas de pudricion o decoloracién de la hoja, a un color
marron o negro después de 1 mes. A pesar de que se hayan realizado protocolos de
desinfeccion durante la germinacion de semillas de Nothofagus, algunas de ellas presentaban
patdgenos visibles que impedian el crecimiento 6ptimo de la plantula.
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Se compararon y analizaron los datos obtenidos de las plantulas de Nothofagus dombeyi y
Pinus radiata inoculadas con las cepas de Amanita muscaria y se compararon con las
plantulas obtenidas en el grupo control, sin inoculacion de la cepa de Amanita muscaria. Se
compararon tanto las variables de largo de la planta, largo de la raiz y cantidad de raices

secundarias presentes en las plantulas.

En lo que respecta a las plantulas de Pino, por medio de un anlisis estadistico de Prueba
Wilcoxon para muestras independientes, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas para las variables de largo de la planta, largo de la raiz ni cantidad de raices
secundarias. Con relacion a la variable largo de la planta, la media obtenida para el grupo de
plantulas inoculadas fue de 8.42, mientras que la media para el grupo control fue de 7.14,
siendo ligeramente mas baja que las plantulas inoculadas (Figura 10). Con lo que respecta al
largo de la raiz, la media obtenida para el grupo de plantulas inoculadas fue de 10.50,
mientras que el grupo control, obtuvo una media de 9.39 (Figura 10). Finalmente, con
relacion a las raices secundarias la media para el grupo experimental de plantulas fue de
13.22, mientras que el grupo control tiene una media de 9.44, demostrando que las plantulas
de pino inoculadas poseen mayor cantidad de raices secundarias, esto posiblemente debido a

la inoculacién y a la posible formacidn temprana de micorrizas (Ver tabla 6 — 7)
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Figura 10: Graficos de barra de comparacion de atributos morfologicos de Pinus radiata

entre grupo control y grupo experimental.

En cuanto a las plantulas de N. dombeyi, observamos un escenario diferente (Ver tabla 8 — 9)
. Por medio del mismo anlisis estadistico de prueba de Wilcoxon, observamos diferencias
estadisticamente significativas en lo que respecta las variables del grupo experimental y el
grupo control. En lo que respecta a la variable largo de la planta; la media del grupo control
es de 7.88, mientras que el largo de la planta en el grupo experimental, es de 4.67, siendo
significativamente mas bajo que el grupo control (p= 0.01). En relacion al largo de la raiz,
en el grupo experimental, el largo de la raiz obtiene una media de 2.00, mientras que en el
grupo control, la media del largo de la raiz es de 4.75, siendo significativamente (P=0.02)
mayor al del grupo experimental. Por ultimo, en las raices secundarias es donde encontramos
las mayores diferencias significativas (P=0.01), ya que la media de raices secundarias de las
plantulas de N. dombeyi en el grupo control es de 44.75, siendo excesivamente abundantes

ante la ausencia del indculo de Amanita muscaria, mientras que la media de raices
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secundarias en el grupo experimental es de 10.33, obteniendo una menor cantidad en aquellas
plantas inoculadas (Figura 11).

Largo plantulas de Coigue: Control v/s Experimental Largo raiz de plantulas de Coigue: Control v/s Experimental

9,007 7.007

6,751 5,251

3,501

LARGO RAIZ

2,251 1,751

0,00 0.00
- EXPERIMENTAL CONTROL EXPERIMENTAL CONTROL

A CRUPO GRUPO

Ndmero de raices secundarias en Coigue: Control v/s Experimental
55

419

28

Raices secundarias

EXPERIMENTAL CONTROL
GRUPO C

Figura 11: Graficos de barra de comparacion de atributos morfoldgicos de Nothofagus

dombeyi entre grupo control y grupo experimental.
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Tabla de resultados obtenidos.

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas de plantulas de Pinus radiata inoculada con Amanita

muscaria en cultivo in vitro.

CODIGO CEPA LARGO PLANTA LAR'E\%O RAICES SEC.
P1 4 9 7 11
P2 4 10 7 7
P3 4 95 12 10
P4 4 12 25 40
P5 8 7 8 10
P6 8 5 9 4
P7 4 75 10 10
P8 8 6 7 4
P9 4 11 12 42
P10 4 75 9 13
P11 4 7 14 7
P12 4 8 7

P13 4 95 6,5 24
P14 4 95 15 30
P15 8 14 15 10
P16 4 65 155 6
P17 8 85 3 2
P18 8 65 7 7

Tabla 2. Promedio y desviacion estandar (D.E.) de las variables morfoldgicas medidas en las

plantulas inoculadas de Pinus radiata.

VARIABLE n MEDIA D.E
LARGO PLANTA 18 8.42 2.28
LARGO RAIZ 18 10,50

RAICES SEC. 18 13,22 12.37

29



Tabla 3. Caracteristicas morfologicas de plantulas de Nothofagus obliqua (Codigo: H) y
Nothofagus dombeyi (Codigo: C) inoculada con Amanita muscaria en cultivo in vitro.

CODIGO CEPA LARGO PLANTA LART\%O RAICES SEC.

H1 4 7 3 27
H2 4 5,5 3,7 21
H3 4 6 4 20
H4 8 6.5 2.5 4
H5 4 9 3 73
HB 8 8 5 5
H7 8 6 2 3
] 8 5 3 21
C1 8 4 1,5 2
c2 8 5.5 2.5 39
c3 4 45 3 13
c4 4 7 15 6
c5 4 4 15 2
(of3] 4 3 2 0

Tabla 4. Promedio y desviacion estandar (D.E.) de las variables morfolégicas medidas en las

plantulas inoculadas de Nothofagus dombeyi.

VARIABLE n MEDIA D.E
LARGO PLANTA 6 4,67 1,40
LARGO RAIZ 6 2,00 0,63
RAICES SEC. 6 10,33 14,79

Tabla 5. Promedio y desviacion estandar (D.E.) de las variables morfoldgicas medidas en las

plantulas inoculadas de Nothofagus obliqua.

VARIABLE n MEDIA D.E
LARGO PLANTA 8 6,63 1,33
LARGO RAIZ 8 3,28 0,94
RAICES SEC. 8 27.75 22,70

30



Tabla 6. Caracteristicas morfoldgicas de plantulas de Pinus radiata como grupo control en

cultivo in vitro.

, LARGO ’ RAICES
CODIGO PLANTA LARGO RAIZ SEC.
PC1 7 12 28
PC2 6 9,5 7
PC3 5 6 0
PC4 6,5 9 14
PC5 5 14 4
PC6 10 14,5 18
PC7 75 55 0
PC8 8,5 6.5 6
PC9 6,3 45 1
PC10 6 8 5
PC11 9 9,5 12
PC12 9,5 15 16
PC13 6,5 8,5 7
P14 11 9 13

Tabla 7. Promedio y desviacion estandar (D.E.) de las variables morfoldgicas medidas en las

plantulas control de Pinus radiata.

VARIABLE n MEDIA D.E
LARGO PLANTA 14 7,14 1,65
LARGO RAIZ 14 9,39 3,37
RAICES SEC. 14 9.36 7.96

Tabla 8. Caracteristicas morfoldgicas de plantulas de Nothofagus dombeyi como grupo

control en cultivo in vitro.

, LARGO , RAICES
CODIGO PLANTA LARGO RAIZ SEC
cc1 75 55 43
cc2 9 3 41
cC3 8 3 30
cc4 7 75 65
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Tabla 9. Promedio y desviacion estandar (D.E.) de las variables morfoldgicas medidas en las

plantulas control de Nothofagus dombeyi.

VARIABLE n MEDIA D.E
LARGO PLANTA 4 7,88 0,85
LARGO RAIZ 4 475 2,18
RAICES SEC. 4 44,75 14.66
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DISCUSION

Si bien, los resultados obtenidos no favorecen la hip6tesis de formacién de micorrizas in
vitro, no es un motivo para descartar la posibilidad de que se puedan formar micorrizas de
Amanita muscaria asociada a especies de Nothofagus spp. Los factores que influyen en la
formacion de micorrizas pueden ser multiples: Un estudio de micorrizacion in vitro (Reddy
y Natarajan, 1996), evalué la capacidad de distintos hongos para formar micorrizas con
diferentes especies del género Pinus, en donde se observd que Amanita muscaria mostré una
deficiente colonizacion y para la semana 12 no habia logrado inducir una formacién de
ectomicorriza y uno de los factores atribuidos fue la nula cantidad de glucosa utilizada en el
estudio. Amanita muscaria ha sido considerado un hongo de fase tardia (aspecto que se
discutira méas adelante) en donde los hongos de fase temprana y tardia difieren en la
formacion de micorriza dependiendo de la disponibilidad de glucosa en el medio en donde
Gibson y Deacon (1990), encontraron que los hongos de fase tardia eran altamente
dependientes de la glucosa. Los resultados coinciden con la metodologia implementada en
este estudio, en donde se redujo la cantidad de glucosa con este mismo fin de evitar la
dependencia de la glucosa y permitir al hongo formar la micorriza con las plantas. De igual
forma, los hongos tardios como A. muscaria, se encuentran en arboles en maduracion,
particularmente en las partes mas antiguas del sistema radicular (Fleming et al, 1985). Esto
pudo haber influenciado fuertemente en la formacion de ectomicorrizas con Nothofagus sp,
pues, si bien, en las plantulas de pino se observaron indicios de formacion de ectomicorrizas
(Figura 7) las cuales se caracterizan por poseer formas bifurcadas, siendo cortas y robustas
cuando son jovenes (Mohan et al, 1993), las plantas de Nothofagus sp a comparacion de
Pinus sp, se caracterizan por tener un crecimiento lento, como podemos observar en los
resultados, el promedio de largo de raices de pino es de 10,5 cm aproximadamente, mientras
que en las plantulas de coigue y hualle el promedio no superaba 4 cm de largo, factor que
pudo haber sido determinante al no evidenciar esta formacion o indicios de ectomicorriza en

las plantulas de Nothofagus.

Como se menciono en el parrafo anterior, Amanita muscaria es considerado un hongo de fase

tardia (Ingleby et al, 1990; Mason et al, 1983). Mason et al (1983) se refiere al concepto de
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sucesion micorricica como la idea de que diferentes especies de hongos micorricicos se
asocian con arboles en distintas etapas de crecimiento, los cuerpos fructiferos de hongos
micorricicos aparecen en secuencias especificas, tanto en el tiempo como en el espacio, a
medida que los arboles crecen. Ademas, menciona que algunas especies de hongos
micorricicos solo forman micorrizas en arboles mas viejos, mientras que otras son mas
comunes en arboles jovenes, como, aislaciones de raices realizadas por Chu-Chou y Grace
(1981) confirmaron que Hebeloma crustuliniforme (Bull.) estaba asociada Unicamente a
plantulas jovenes de Abeto, mientras que Amanita muscaria solo pudo ser aislada de
micorrizas cuando los arboles poseian entre 13 0 mas afios. También, Mason et al (1983)
menciona observaciones en plantaciones de pino (Pinus patula) en el sur de India, en donde
se observo un aumento significativo en la produccion de cuerpos fructiferos de A. muscaria
a medida que los arboles envejecian, pasando de 32 cuerpos fructiferos por mil arboles en
plantaciones de 5 afios a 3.720 cuerpos fructiferos por mil arboles en plantaciones de 16 afios.
Esto pudo haber sido un factor determinante en la formacion de micorriza en el estudio, pues
las observaciones hacen referencia a que esta especie de hongo necesita arboles en una etapa
mas avanzada de crecimiento para establecerse correctamente. La ausencia de micorriza
podria estar influenciada por la falta de desarrollo adecuado del arbol, que ain no ha

alcanzado la etapa en la que Amanita muscaria comienza a formar asociaciones micorricicas.

Por otra parte, cabe destacar la comparacion entre los atributos morfoldgicos del grupo
experimental de Coigue con el grupo control, en donde se observa una diferencia
estadisticamente significativa tanto en las mediciones del sistema radicular como del largo
de la planta. Esta diferencia radica principalmente en que la planta no inoculada presenta
mayores crecimientos tanto en la raiz como en el tallo que la planta inoculada con A.
muscaria, este hecho es comparable a resultados encontrados por Alonso (2005), en donde
se inocularon plantas de Nothofagus con el hongo ectomicorricico nativo Descolea
antarctica Singer y se observé que el tratamiento que obtuvo las variables morfologicas
mejores evaluadas fueron correspondientes al tratamiento testigo que corresponde a plantulas
de Nothofagus sin inocular, en el cual, la autora hipotetiza que una de las razones puede ser
debido al tiempo corto considerado para la evaluacion de los tratamientos (6 meses), el cual
pudo no ser optimo para llegar a observar la eficiencia de la micorrizacién. Aparte de los

mencionados factores en relacidn con el tiempo de tratamiento o la cantidad de glucosa, otros
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factores que pudieron haber afectado en la formacion de micorriza en cultivo in vitro pueden
ser variados, pues, el desarrollo de una micorriza es un proceso complejo en donde puede
influenciar la edad de la planta, el lento crecimiento de los hongos, los niveles de fosforo y
nitrégeno del medio o el contenido hidrico del sustrato (Royo et al, 1998), mas si tomamos
en cuenta el hecho de que Amanita muscaria no es un hongo que se desarrolle de forma nativa

con Coigue o Hualle.

Siguiendo el hecho de que el grupo control obtuvo mejores resultados que el grupo
experimental en las plantulas de Coigue, esto podria indicar que la presencia del hongo tuvo
una gran influencia sobre el crecimiento de las plantulas de Coigue, es posible que A.
muscaria haya tenido un efecto negativo sin establecer una simbiosis efectiva, en donde la
presencia de este hongo pudo haber desencadenado respuestas de estrés en la planta,
afectando su crecimiento o incluso no permitiendo su ectomicorrizacion. La alelopatia es un
proceso ecoldgico importante en la composicion vegetal, la cual se considera una herramienta
de autodefensa que ayuda a las plantas a protegerse de diferentes organismos como insectos,
otras plantas u hongos (Javaid, 2007), sin embargo, también se han registrado estudios que
prueban que algunas especies de macro hongos tienen potencial alelopatico (Araya, 2015;
Putra, 2020). Los aleloguimicos son metabolitos secundarios producidos a través de las vias
del &cido acético y del acido shikimico, e incluyen muchas clases quimicas tales como acidos
fendlicos, cumarinas, flavonoides, terpenoides, alcaloides y sulfuros (Putra, 2020). En vista
de lo anterior mencionado, los compuestos fenolicos son conocidos por su capacidad para
inhibir o estimular el crecimiento de ciertos hongos micorricicos, lo que podria ser un
mecanismo mediante el cual la planta selecciona las especies de hongos que colonizan sus
raices. Ciertas caracteristicas de las raices sugieren un papel de los compuestos fendlicos en
la regulacién tanto de las especies de hongos que pueden infectar como del grado en que
infectan la raiz, en donde los compuestos fenélicos pueden formar una barrera, limitando
potencialmente el desarrollo de hongos micorricicos (Koide et al, 1998). En el caso de
Amanita muscaria, es plausible que la presencia de compuestos fendlicos especificos en
Nothofagus como el fenol (Quiroz et al, 1999) en el ambiente in vitro puede haber impedido
la formacion de micorrizas. La variabilidad en los perfiles fendlicos entre diferentes especies
de plantas podria explicar por qué ciertos hongos se asocian preferentemente con

determinadas especies de plantas. Un estudio realizado por Koide et al (1998) ha demostrado
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que diferentes especies de hongos micorricicos responden de manera diferente a los
compuestos fendlicos. Por ejemplo, algunas especies pueden ser inhibidas por ciertos
fendlicos, mientras que otras pueden ser estimuladas, En particular, Suillus intermedius (Pat.)
Kuntze es una especie que tiene un rango de huéspedes muy especifico, asociandose
frecuentemente con el pino rojo, en donde se demostrd que las agujas de pino rojo (Pinus
Resinosa Ait.), las cuales contienen compuestos fendlicos, estimulan el crecimiento de
Suillus intermedius. En contraste, el crecimiento de Amanita rubescens, una especie con un
rango de huéspedes méas amplio se ve negativamente afectado por la presencia de agujas de
pino. Esto podria perfectamente relacionarse al hecho de que Nothofagus tiene asociaciones
micorricicas con hongos especializados y especificos de sus habitats naturales, en donde A.
muscaria, al ser un hongo generalista e introducido, podria haberse visto inhibida por la
presencia de compuestos fenolicos que produce este arbol, asi afectando el éxito de la

micorrizacion en sus estadios iniciales.

Si bien, no se formd la micorrizacion esperada, no se puede descartar el hecho de una invasion
por parte de A. muscaria en los bosques nativos con especies del género Nothofagus. Segun
Richardson et al (2000), una invasion requiere que la especie en cuestion sea capaz de
producir descendencia en areas fuera de su sitio de introduccién, en escalas aproximadas de
100 metros desde el propagulo de origen y por al menos 50 afios. En base a la definicion de
este concepto, es sabido que las plantaciones de pino no pueden prosperar sin sus hongos
ectomicorricicos (Dickie et al, 2010). La invasion de Pinus sp es claramente un proceso
dominado por la co-invasidn, en donde un estudio realizado por Dickie et al (2010) demostro
que en las muestras de suelo por especie en lugares donde se observaba plantaciones de Pinus
sp, el 93% de las asociaciones ectomicorricicas eran de Pinus sp con hongos no nativos,
ademas, que la invasion generalizada de pinos en pastizales de Nueva Zelanda, contrasta de
igual forma con el fracaso de especies del género Nothofagus para extenderse a zonas de
estas areas, a pesar de una abundante fuente local de semillas y que ese mismo pastizal fue
un bosque de Nothofagus antes de la colonizacién humana. Pinus radiata se introdujo en
Chile en el afio 1885 con fines ornamentales, y actualmente es la base de la industria forestal
en Chile (Bustamante et al, 2004), y que para el afio 1993, estas plantaciones alcanzaron 1.24
millones de hectéareas, en este tiempo, la mayor superficie de plantaciones de P. radiata en

todo el mundo (Lara y Veblen, 1993). Valenzuela et al. (1998) registra la presencia de A.
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muscaria en plantaciones de Pinus radiata en el sur del pais. Distintos registros locales
reportadas en bases de datos como Inaturalist, han realizado observaciones (912) de Amanita
muscaria a lo largo del pais, desde la region de Valparaiso hasta la region de Aysén, lo que
demuestra su gran capacidad de dispersion. Si bien, no se han hecho estudios de dispersion
en Chile, en Colombia, Vargas et al (2019), registraron que la distancia minima entre A.
muscaria con el &rbol nativo colombiano Quercus y A. muscaria con las plantaciones de pino
fue de 851 m, lo que sugiere que el hongo ha colonizado un hospedero nuevo a una distancia
considerable de la fuente original.

A pesar de los resultados obtenidos en este estudio, no se puede descartar la posibilidad de
que este hongo pueda establecer asociaciones simbidticas con los arboles nativos en
condiciones naturales. Es necesario profundizar en la investigacion sobre los factores que
influyen en la micorrizacion, como las condiciones ambientales especificas de los bosques
de Nothofagus. Ademas, se requieren estudios sobre la capacidad de dispersion de A.
muscaria en Chile y su potencial invasion en los ecosistemas nativos, lo que podria tener

implicaciones importantes para la conservacion de estos valiosos bosques.

A modo de conclusidn, para facilitar la formacion de A. muscaria con Nothofagus, se podrian
modificar varios factores cruciales: Primero, el tiempo de incubacidn deberia ser extendido,
esto debido a que A. muscaria es un hongo de fase tardia que establece asociaciones
micorricicas en arboles maduros. Un periodo mas largo quizas permitiria al hongo adaptarse
y formar micorrizas mas efectivamente. Ademas, ajustar la concentracion de glucosa en el
medio de cultivo es importante, pues, como se observo en estudios pasados (Gibson y
Deacon, 1990), A. muscaria necesita condiciones en las que pueda desarrollar una simbiosis
optima con la ayuda de altas concentraciones de glucosa. También es recomendable
optimizar las condiciones ambientales del cultivo, incluyendo tanto el contenido hidrico, el
sustrato a utilizar, y la temperatura, para crear un entorno que favorezca la micorrizacion,
tomando adecuaciones especificas para el hongo. Por otro lado, existen otros métodos que se
pueden utilizar para comprobar la formacion de A. muscaria con Nothofagus, como el uso de
andlisis moleculares utilizando secuencias de ADN, como las regiones ITS-1 e ITS-2 (Dunk

et al, 2012; Vargas et al, 2019) para confirmar la presencia de A. muscaria y el tipo de planta
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asociada por medio de extraccion de raices y micelio con presencia de esporocarpos de

Amanita muscaria.
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