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RESUMEN

Araucaria araucana es una especie endémica de Chile y Argentina de gran importancia cientifica, a
pesar de ser catalogada como un f6sil viviente, se desconocen gran parte de sus interacciones con
microorganismos con los que coexiste como lo son los hongos endofitos. Los hongos endoéfitos son
organismos que habitan y establecen relaciones con sus hospederos sin causar un dafio aparente, estos se
desarrollan la mayor parte de su vida dentro de los tejidos de la planta. La diversidad de hongos endéfitos
que habitan en 4. araucana y su relacion ecoldgica con la conifera ha ido escasamente estudiada, el
objetivo del estudio fue determinar la diversidad de hongos endofitos asociados al fuste de A. araucana
en el Parque Nacional Villarrica. Para ello se extrajeron 20 tarugos de individuos de A. araucana,
dividiendo en 10 segmentos cada tarugo, se extrajo el ADN de un total de 31 aislados de cultivos puros
caracterizados morfologicamente y por medio de analisis molecular se amplifico y secuencio la region
del espaciador transcrito interno (ITS) y la subunidad grande (LSU). Se identificaron 17 géneros y una
clase (Eurotiomycetes) de hongos endofitos asociados al fuste de A. araucana, la mayoria
correspondientes a la division Ascomycota (88,9%), seguido de Basidiomycota (5,6%) y la division
Mucoromycota (5,6%). La comunidad fingica presenté una diversidad moderadamente alta (2,38) de
hongos endofitos con una baja dominancia por parte de algiin género y equilibrados en su abundancia.
La mayor abundancia estuvo representada por el género Penicillium (Eurotiales), seguido de
Pragmopora (Helotiales) y Coniothyrium (Pleosporales). La comunidad fingica del estudio comprendio
en su mayoria hongos con roles principalmente endofitos, sin embargo, una minoria representd roles
principalmente patogenos. La identificacion de la diversidad de hongos endofitos que alberga A.
araucana juega un rol importante para poder reconocer su asociacion endofitica y las interacciones

especificas entre estos hongos endofitos y su hospedero.
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1. INTRODUCCION

1.1 Araucaria araucana (Molina) K. Kolch

Araucaria araucana (Molina) K. Kolch, es una especie perteneciente a la familia Araucariaceae, la
cual esta representada en Chile unicamente por el género Araucaria. Esta conifera es una especie
perennifolia y dioica de hasta 50 metros de altura; tronco de hasta 2 metros de diametro (Goth et al.
2014). La copa es reducida en los arboles maduros con ramas insertas en verticilos regulares que les da
un aspecto de paragiia de base circular (Diaz-Vaz 1984). La corteza es gruesa, agrietada y en forma de
placas hexagonales (Garcia y Ormazabal 2008).

A. araucana es endémica de Chile y Argentina, la superficie total que ocupa la especie no supera los
450.000 ha, de las cuales el 75% pertenecen a Chile (casi la totalidad protegida) y el resto a Argentina
(36% protegidas) (Goth et al. 2014). En Chile se distribuye en la Cordillera de los Andes desde Laguna
del Laja, Provincia del Biobio, hasta el norte de la Provincia de Valdivia, entre los 800 y 1.700 metros
de altitud (Garcia y Ormazabal 2008). Mientras que su distribucion costera es discontinua en la cordillera
de Nahuelbuta, Provincia de Malleco, y en los Altos de Tirta, sector de Villa Las Araucarias, Provincia
de Cautin (Garcia y Ormazabal 2008), donde se presenta desde los 850 hasta los 1.400 m s.n.m. (Gonzalez
et al. 2013). En Argentina se ubica en Ruca Choroy (Neuquén) y su zona aledafia Pulmari, cubriendo
4.000 ha; el 66% de esta superficie se encuentra dentro del Parque Nacional Lanin (Goth ef al. 2014).

A. araucana se encuentra en rodales puros o asociada principalmente a distintas especies del género
Nothofagus, donde cominmente se presenta como un arbol dominante (Gonzélez et al. 2013). Presenta
diversas asociaciones de acuerdo con la altitud y latitud en que se encuentre este tipo forestal, las
comunidades vegetales asociadas a altas cumbres de Nahuelbuta se denominan bosques resinosos
templado costero de 4. araucana (Luebert y Pliscoff 2018), con la presencia de A. araucana que se asocia
principalmente a Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst. (Luebert y Pliscoff 2018). En latitudes intermedias
se asocia con N. dombeyi'y Nothofagus pumilio (Poepp. Et Endel.) Krasser. (Drake et al. 2005), mientras
que la asociacion Araucaria-Lenga es la més caracteristica del nivel altitudinal superior y la asociacion
Araucaria-Coigue lo es en los sectores medios de las laderas occidentales de la Cordillera de los Andes
(Drake et al. 2005).

En los Andes forma extensos rodales puros, a menudo sobre pronunciadas laderas volcéanicas o en
asociacion con especies del bosque templado lluvioso que incluyen Nothofagus antdrctica (G. Forst.)
Oerst., N. dombeyi, N. pumilio, Saxegothaea conspicua Lindl. y escasamente Nothofagus nervosa (Phil.)

Dim. et Milanca (Goth et al. 2014). Entre los 1.200 y 1.600 m s.n.m., en las laderas altas de la cordillera



de los Andes de las regiones del Biobio y de La Araucania se presentan formaciones dominantes de 4.
araucaria, denominados Bosques resinosos de coniferas (Lueber y Pliscoff 2018). Los bosques de A.
araucana son los mas septentrionales, bajo condiciones relativamente frias y secas y en algunos casos

marcan el limite altitudinal de la vegetacion. (Lueber y Pliscoff 2018).

A. araucana es una especie de lento desarrollo y muy longeva ya que alcanza aproximadamente los
1000 afos (Gonzalez et al. 2013). Crece en sitios altamente restrictivos asociada a suelos poco profundos
y de buen drenaje, sobre rocas volcanicas andesiticas y basalticas cuaternarias cubiertas por capas de

cenizas volcanicas recientes, pumicitas y escorias volcanicas (Gonzalez et al. 2013).

Las poblaciones de A. araucana presentan una alta capacidad de adaptacion y plasticidad,
sobreviviendo a condiciones extremas con limitaciones ambientales como vientos, vulcanismo, incendios
y falta de agua predominante en los suelos en los que crece. Sin embargo, su drastica disminucioén ha
estado influenciada principalmente por el efecto del cambio climatico y las presiones antropicas, como
la ganaderia, larecoleccion excesiva de semillas y de lefia por el ser humano, la invasion de pinos exoticos
plantados masivamente, o la ocurrencia de incendios severos (Sanguinetti 2014), por lo que la
preservacion de la diversidad genética de las poblaciones remanentes se ha visto afectada (Gonzalez et

al. 2013).

Estudios recientes han revelado la existencia de una diferenciacion genética entre las poblaciones
costeras y andinas, con diferencias significativas como resultado. Estas variaciones podrian explicarse
por la separacion de poblaciones debido a eventos de glaciacion y/o volcanismo o estarian actualmente

aisladas debido a un restringido flujo de genes (Gonzélez et al. 2013).

Otra fuerte presion que ha sufrido A. araucana en los ultimos afos ha sido su situacion sanitaria, el
fenomeno denominado Dafo Foliar de la Araucaria (DFA), se ha caracterizado por la desecacion
progresiva del follaje, comenzando desde las ramas inferiores hacia la copa, pudiendo culminar en la
muerte del arbol. Desde su deteccion, CONAF ha liderado multiples trabajos en conjunto con entidades
publicas y privadas, academia y organismos internacionales, con el objeto de levantar informacion sobre

el estado actual de los bosques de Araucaria y determinar las posibles causas del DFA (CONAF s/f).

Su tala masiva hasta mediados del siglo XX la llevo a ser considerada una especie con riesgo de
extincion. En 1990 fue declarada Monumento Natural, prohibiendo su explotacion y corta ilegalmente,
actualmente el estado de conservacion de A. araucana es en peligro segin la lista roja de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN), y declarada vulnerable por el Ministerio del

Medio Ambiente el afio 2017, mientras que las poblaciones de la cordillera de Nahuelbuta se encuentran
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en categoria peligro de extincion (MMA 2020). A pesar de su proteccion legal, los bosques de A.

araucana siguen estando bajo una continua presion de disminucion de superficie.

La disminuciéon de individuos juveniles por falta de reproduccién sexual y el consiguiente
envejecimiento y/o la pérdida genética por falta de nuevas generaciones de arboles (Roig et al. 2013),
conlleva a un futuro incierto para la regeneracion de la especie. Actualmente diversas practicas de
restauracion y conservacion se llevan a cabo para mantener el acervo genético de la especie, tales como
la migracion asistida, el rescate de germoplasma y la viverizacion, las cuales buscan efectuar iniciativas
de restauracion con el material genético que se rescata. Particularmente, la migracion asistida se ha
aplicado tanto dentro de la distribucion geografica de 4. araucana, como en el margen o fuera de su

distribucién historica, con el fin de salvaguardar el potencial evolutivo de la especie (Ipinza 2019).

1.2 Hongos endofitos

Los hongos endofitos se definen como organismos que habitan al interior de la planta en cualquiera
de sus organos sin causar dafio aparente al huésped (Petrini 1991), se pueden dividir en dos grupos,
endofitos clavicipitales y no clavicipitales. Los clavicipitales forman simbiosis casi exclusivamente con
gramineas hospedantes, colonizan sistematicamente a sus huéspedes y se transmiten verticalmente
mediante semillas (Sieber 2007). Segun Clay y Schardl (2002), las asociaciones pasto/endofito se basan
principalmente en la proteccion del huésped contra estrés bidtico y abidtico, mientras que los no
clavicipitales representan especies de varias familias de ascomicetos, estos pueden aislarse de tejidos

asintomaticos de plantas no vasculares, helechos y aliados, coniferas y angiospermas (Sieber 2007).

Los estudios de hongos endoéfitos en arboles, arbustos y helechos muestran que las especies
individuales e incluso las plantas individuales tipicamente albergan decenas de especies de hongos
(Saikkonen ef al. 1998). A pesar de la diversidad y abundancia que presentan los endéfitos de plantas
lefiosas, la interaccion entre el enddfito y su planta hospedante ha sido poco estudiada, ademas, ha habido
pocos intentos de integrar los aspectos ecologicos y aspectos evolutivos de los endofitos de pastos y

plantas lefiosas (Saikkonen ef al. 1998).

En cuanto al origen evolutivo de los hongos endéfitos, los enddfitos de plantas lefiosas son mas
diversos que los de gramineas con respecto a géneros y especies, esto debido a la amplia gama de plantas
hospedantes a nivel taxondmico (Saikkonen et al. 1998). Los endodfitos de las plantas lefiosas tienen
rangos de huéspedes mas amplios que los enddfitos de las gramineas y, por lo tanto, parecen estar mas

generalizados que los endo6fitos de las gramineas (Saikkonen et al. 1998). Se cree que los endéfitos tanto
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de pastos como de plantas lefiosas evolucionaron partir de hongos parésitos o patégenos (Saikkonen
2007). Para los hongos endofitos de plantas lefiosas, Saikkonen (2007) sefiala que posiblemente su

evolucion fue a partir de una extension de periodos de latencia y una reduccion de la virulencia.

El rol ecologico de los hongos endofitos es variado, la interaccion con otros microorganismos puede
generar variadas respuestas, su relacion con la planta hospedera puede ir desde el mutualismo hasta la
patogénesis (Rodriguez et al. 2009). El mutualismo ha predominado el marco conceptual sobre la
evolucion y ecologia de los hongos endofitos, se han descrito diversos endofitos como mutualistas que
protegen tanto a las gramineas como a las coniferas contra la herbivoria de los insectos (Stone et al.
2004), Rosa (2021) expresa que las plantas maduras de Festuca alta infectadas por el endofito
Neotyphodium coenophialum muestran una mayor tolerancia a la sequia y resistencia a las plagas de

insectos y nematodos aéreos y subterraneos.

De manera similar, Carroll (1988) propuso que los endoéfitos de las plantas lefiosas desempefian un
papel defensivo para la planta huésped porque producen una amplia gama de micotoxinas y enzimas que
pueden inhibir el crecimiento de microbios y herbivoros invertebrados. Al tomar el rol mutualista, los
hongos endofitos inducen el crecimiento de la planta hospedera a cambio de tomar nutrientes y protegerse
en ella, retribuyendo y beneficiando a la planta al aumentar su tolerancia al estrés y al producir
metabolitos secundarios (Sanchez et al. 2013). La produccioén de metabolitos secundarios potencialmente
toxicos puede producir factores de virulencia, como exoenzimas y metabolitos fitotdxicas, para que se
produzca la relacion endofitica con un hongo endoéfito y su planta hospedera se establece una relacion de
antagonismo balanceado, la cual depende de la virulencia del hongo y de las defensas de la planta (Rosa
2021), sin embargo, cuando la planta se encuentra bajo condiciones de estrés el balance se torna a favor

del hongo expresandose como patdgeno.

Los hongos endofitos muestran caracteristicamente un periodo prolongado y discreto en el que el
crecimiento y la colonizacion cesan temporalmente, reanudandose tras un cambio fisico o madurativo en
el hospedador (Stone et al. 2004). En cuanto a la reproduccion de enddfitos en plantas lefiosas, estos se
transmiten horizontalmente a través de esporas asexuales, sin embargo, la frecuencia de reproduccion
asexual y sexual de los hongos endofitos no ha sido estudiada extensamente en plantas lefiosas

(Saikkonen et al. 1998).

Su presencia solo se revela externamente cuando esporulan, lo que suele ser un acontecimiento
estacional y efimero (Stone ef al. 2004), ademaés de esto, suelen ser muy especificos de un hospedador o
tejido, dificultando su muestreo, los métodos convencionales son inadecuados para enumerar con

4



precision a los hongos endofitos, y los detalles de la distribucion incluso de los taxones mas conocidos
siguen siendo incompletos (Stone ef al. 2004). Por otro lado, su deteccion y cuantificacion suelen requerir
procedimientos de aislamiento selectivo. La identificacion suele implicar el examen microscépico del

tejido del huésped y a menudo requiere un alto grado de conocimientos taxondmicos (Stone et al. 2004).

El estudio e interés entorno a los hongos endoéfitos ha ido en aumento debido a su contribucion en la
ecologia vegetal y fingica, la biologia evolutiva y la investigacion aplicada, desde el control biolégico
hasta la bioprospeccion (Arnold 2007). Los endoéfitos tienen potenciales usos como controladores
biologicos, hasta el momento el control biologico ha sido empleado con éxito en el control de varias

patologias vegetales (Flores 2017).

Estudios que se han realizado sobre el control bioldgico con hongos endéfitos se han centrado en
control de patdégenos como Fusarium circinatum, Phytophthora alni, P. pluvivora., Gremmeniella
abietina, Cryphonectria parasitica y Heterobasidion annosum mediante el uso de hongos endoéfitos
destacando el género Trichoderma spp. y Aspergillus (Flores 2017). Ademas de estos, existen
fitopatogenos que se pueden comportar como endofitos y también han sido utilizados como agentes de
control biologico, Solis ef al. 2023 ejemplifica con Colletotrichum y sus especies C. tofieldiae (Hiruma

et al. 2016), C. siamense (Munasinghe et al. 2017) y C. gloeos -porioides (Rabha et al. 2014).

Bajo este contexto, el estudio de hongos endofitos abre nuevas posibilidades a la investigacion de
sus potenciales usos como biocontroladores para plagas o enfermedades a las que se puedan ver
sometidas las plantas hospederas, como puede ser el caso de A. araucana. El primer paso para proveer
un control bioldgico para posibles afecciones es conocer la diversidad de microorganismos endofitos que
existen en la planta hospedera, y su potencial para confrontar al posible patogeno. A partir de ello nacen

la siguiente pregunta de investigacion:
(Como varia la diversidad de hongos endoéfitos entre distintos individuos de 4. araucana?
1.3 Hipotesis

Existe una alta diversidad de hongos endofitos asociados al fuste de 4. araucana, ya que al ser una
especie relicta y con alta capacidad de adaptacion ecoldgica, proporciona un ambiente estable para

establecer comunidades endofitas complejas.
1.3.1 Objetivo general

Determinar la diversidad de hongos endéfitos asociados al fuste de A. araucana, utilizando como



modelo de estudio individuos del sector Puesco, Parque Nacional Villarrica, Chile.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Identificar de manera morfologica y molecular cepas de hongos endofitos extraidos de tarugos
de madera de A. araucana desde el Parque Nacional Villarrica.

2. Caracterizar géneros de hongos endofitos extraidos de tarugos de madera de A. araucana
desde el Parque Nacional Villarrica.

3. Determinar indices de diversidad de hongos endofitos a partir de tarugos de 4. araucana.



2. METODOS

2.1 Area de estudio

El 4area de estudio se ubica en el Parque Nacional Villarrica (30° 28 S 71°45° O), delimitado entre
la region de La Araucania y la region de Los Rios, en las provincias de Cautin y Valdivia.

El Parque Nacional Villarrica se distribuye en tres sitios, Rucapillan, Quetrupillan o Chinay y el
sector Puesco (Mera 2009). La topografia se caracteriza por altas cumbres y quebradas de pendientes
abruptas, con una altitud que varia entre 600 y 3.747 m s.n.m. El clima se caracteriza por lluvias
concentradas en invierno, con precipitaciones anuales que varian entre los 2.500 y los 3.000 mm; y
nevazones que suelen alcanzar los 2 m de altura. Durante la temporada estival (enero-marzo) las
temperaturas minimas son de 9 °C y las maximas flucttian entre los 20 y 23 °C (Mera 2009).

Mera (2009) constata que Finckh (1995) realizé un andlisis detallado de las comunidades boscosas
del Parque Nacional Villarrica, dividiéndolas en bosques siempreverdes (asociacion de especies con
hojas caducas y perennes), de N. pumilio y achaparrados de N. antartica. Los bosques de N. pumilio
descritos por Finckh (1995) son cuatro, de los cuales tres comparten el sitio con 4. araucana (Mera
2009). La asociacion mas importante de destacar descrita por Finckh (1995) que forma parte del parque,
son los grupos aislados de A. araucana sobre el limite actual de los bosques (Mera 2009), los cuales se
encuentran entre la vertiente sur y la sureste del volcan Villarrica a unos 1.400 m s.n.m.

Dentro de este parque se eligié el sector Puesco (71°, 33 O y 39°, 32° S) para la toma de muestras,
ubicado a unos 56 km. de Pucén y a 25 km de Curarrehue (figura 1), el area de estudio en especifico
presenta una comunidad vegetacional compuesta por A. araucana y N. antarctica, donde se percibe una
marcada estructura de dos estratos. El estrato superior alcanza entre 8 a 10 m y estd constituido por
individuos dispersos y de baja cobertura (CONAF 2013), mientras que el estrato inferior presenta una
altura promedio de 6 m, mas denso y con mayor cobertura se presenta Nirre (CONAF 2013). Esta zona
corresponde a formaciones de segundo crecimiento, ubicados en terrenos preferentemente planos hasta

terrenos con pendientes moderadas, entre los 1.200 a 1.600 m s.n.m. (CONAF 2013).



Sector Puesco, Parque Nacional Villarrica, Chile

DATUM: WGS §4
EPSG: 32719/ U'IM ZONE 198
® Puntes Araucaria ESCALA: L:5.000
[ Area de estudio
snaspe
P.N.Vilarrica
Regional
B Region de La Araucania
B Regitn de Los Rios

Simbologia

Figura 1. Area de estudio en el sector Puesco, Parque Nacional Villarrica. Los puntos rojos representan

a los individuos de 4. araucana muestreados.

2.2 Colecta de muestras

Se identificaron 20 arboles juveniles de A. araucana en el sector de estudio, a los cuales se les midio
la altura, el DAP y coordenadas. A cada individuo se le extrajo un tarugo de aproximadamente 10 cm de
largo y 0,5 de diametro. La extraccion se realizo a 1,3 m de altura desde el suelo, utilizando un taladro
de incremento desinfectado con alcohol al 70% y se almacenaron en tubos falcon estériles de 50 ml
rotulados. Los tarugos se almacenaron en un cooler para posteriormente ser trasladados al Laboratorio

de Salud de Bosque de la Universidad Austral de Chile para su posterior procesamiento.



2.3 Aislamiento e identificacion de hongos endofitos

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en el Laboratorio de Salud de Bosque de la Facultad
de Ciencias Forestales y Recursos Naturales de la Universidad Austral de Chile en la cdmara de flujo
laminar. Cada muestra de tarugo se dividi6 en 10 segmentos de 1 cm, en donde cada segmento (disco) fue
sembrado en placas petri de dimensiones 90 x 15 mm con medio de cultivo compuesto por 19,5 g de Agar
Papa Dextrosa (PDA), disuelto en 500 ml de agua destilada y suplementado con 0,005 g de antibidtico
cloranfenicol. En cada placa petri se dispuso de cinco discos equidistantes entre si, teniendo como
resultado dos placas de PDA por cada muestra de tarugo, esto con el objetivo de aumentar la oportunidad
de crecimiento de unidades formadoras de colonias.

Una vez procesadas todas las muestras, se sellaron con papel Parafilm para mantener su condicién
estéril, para posteriormente incubarlas en la estufa de cultivo a + 24 °C de temperatura en completa
oscuridad, los periodos de incubacion de las muestras dependieron de la aparicion de micelio, con un
tiempo limite de 30 dias. Transcurrido este periodo se realiz6 el repique de las colonias fingicas en placas
petri de dimensiones 60 x 15 mm con medio de cultivo PDA, con el fin obtener colonias puras. Cada
muestra se rotuld con un cddigo unico de identificacion y se realizaron tres réplicas de cada muestra
repicada; una se utilizd para la identificacion morfologica y microscopica; la segunda para la
identificacion molecular; y, la tercera para ser conservada en el cepario del Laboratorio de Salud de

Bosque.

2.3.1 Caracterizacion morfolégica macroscopica

Se realizd una caracterizacion morfologica preliminar de los aislados de colonias puras, se
describieron sus caracteristicas macroscopicas a partir de la metodologia de Mier et al. (2002), se
describi6 su aspecto (liso, rugoso, velloso, cerebrifome, lanoso, flocoso, butirdceo), superficie (plana,
convexa, umbonada, etc.) y consistencia (dura, blanda, mucoide, elastica, etc.). Se determind el color del
anverso y reservo de cada colonia por medio de tabla Munsell (Munsell 2009). Los aislados se agruparon
seglin sus caracteristicas macroscopicas, designandole un c6digo Unico a cada agrupacion para facilitar

su identificacion a nivel de género.

2.3.2 Caracterizacion morfolégica microscopica de los hongos endoéfitos

Para cada agrupado se realizé identificacion de estructuras reproductivas asexuales y esporas bajo
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microscopio para poder reconocer que tan distintos eran los agrupados entre si, y por medio de Barnett y
Hunter 1998, se realiz6é una descripcion de las esporas encontradas, asociandolas a la descripcion de
géneros con los que mds coincidian las caracteristicas. Para la identificacion se utilizd la técnica de
tincion de azul algodon de lactofenol (Lopez-Jacome et al. 2014), la cual consistid en aplicar una gota
de la tincién directamente sobre el portaobjeto y por medio de una impresion utilizando cinta adhesiva
transparente, se puso una muestra microbioldgica de micelio de cada cepa agrupada. La distincion se
realizé bajo microscopio en el objetivo 40x, las estructuras reproductivas y esporas observadas fueron
fotografiadas y analizadas a través del programa de software ImagelJ, con el fin de medir el largo y ancho

promedio de las esporas.

2.3.2 Caracterizacion molecular de los hongos endofitos

Para la identificacion molecular de cada cepa, se extrajo el ADN del micelio desde cultivos puros con
un crecimiento de 14 dias con una temperatura de 25° C, utilizando un kit de extraccion ADN fungico
E.Z.N.A. Fungal DNA Mini Kit (Omega Bio-tek, Atralnta Estados Unidos), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se cuantificé la concentracion de ADN de cada cepa mediante un fluorometro (Qubit4),
tomando dos medidas de concentracion con el fin de evaluar la calidad del ADN a utilizar.

Se realizaron 31 reacciones PCR, donde se utilizd un volumen total de 25 pl para cada reaccion, la
cual contenia 12,5 ul de SapphireAmp Fast PCR Master Mix (Takara), 2 ul de ADNg (10 ng/ul), 0,5 ul
de cada cebador directo e inverso y 9,5 ul de agua desionizada.

Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un termociclador Veriti™ (Applied Biosystems,
USA). Se amplificaron dos marcadores: la region del espaciador transcrito interno (ITS) del ARNr [~450-
800 pb] utilizando los primers ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") /ITSS (5°-GGT
GAGAGATTTCTGTGC-3) (White et al. 1990), primers ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3”)
/ITS2 (5°-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’) (Williams ef al. 1995). Y la subunidad grande (LSU, 28S)
del ARNr [~1200 pb], utilizando el primer LROR (5’-GTACCCGCTGAACTTAAGC-3"). Los cebadores

y los perfiles térmicos de cada PCR se describen en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Primers y perfiles térmicos de PCR usados para amplificar ITS y LROR.

Region Primer PCR
ITS ITS1-ITS2 3 min 95°C, 30x (1 min 95°C, 1 min 55°C, 2 min 72°C), 8 min 72°C
ITS ITS4-ITSS 3 min 94°C, 35x (45 seg 94°C, 45 seg 53°C, 1 min 72°C), 15 min 72°C

nrLSU LROR-LR5S 5 min 94°C, 35x (1 min 94°C, 30 seg 50°C, 2 min 72°C), 15 min 72°C

Los productos PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, la preparacion
del gel se llevo a cabo en un matraz de 125 ml que contenia 0,525 g de agarosa disueltos en 30 ml de
tampon TAE 1x. La solucion final se llevo al microondas por 30 segundos para su disolucion y fue vertida
en la bandeja del gel junto con los peines, los que permitieron la formacion de pocillos donde se cargaron
los productos de PCR. Una vez solidificado, el gel fue transferido a la cadmara de electroforesis y se afiadid
tampon TAE 1x hasta que el gel quedé completamente cubierto.

En papel Parafilm se mezclaron 3 pl de producto de PCR con 1,5 pl de tampdn de carga 6x (DNA
loading dye), los cuales fueron posteriormente cargados en el gel y llevados a la camara de electroforesis.
La corrida se realiz6 a 100V por 40 minutos, para finalmente visualizar el gel a través de un
transiluminador UV y ser fotografiado para obtener los resultados. La secuenciacion se realizd en una
direccion (forward) y se llevo a cabo en el Core facility, por el servicio AUSTRAL-omics (Universidad

Austral de Chile, Valdivia, Chile).

2.4 Analisis estadistico

Para el analisis molecular de las secuencias obtenidas por el servicio Austral-omics, los archivos AB1
fueron visualizados a través del programa Chromas (version 2.6.6). Las secuencias de nucleotidos que se
obtuvieron fueron comparadas a través de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, USA), con el fin
de comparar las secuencias homologas presentes en la base de datos de secuencias genéticas GENBANK
del NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Los andlisis estadisticos fueron realizados mediante el programa de software Excel y el software R-
Studio (version 4.5.1), se utilizd inteligencia artificial generativa para la generacion de los codigos de
scripts de R-Studio.

Se gener6 una base de datos para el agrupamiento de morfotipos preliminares de hongos endofitos
identificados a partir de sus caracteristicas morfologicas, considerando variables cuantitativas (largo
conidia, ancho conidia) y cualitativas (color anverso, color reverso y aspecto), con el fin de generar un

andlisis de agrupamiento jerarquico en un diagrama de arbol (dendrograma). Las variables cualitativas
11



fueron convertidas a factor a través del paquete dplyr(), posteriormente a través de la funcion daisy() del
paquete cluster se construy6 una matriz de similitud mediante el coeficiente de Gower disefiado para datos
mixtos. Posteriormente se realizo el agrupamiento jerarquico a partir de la funcién hclust() aplicando el
método Ward.D2, el cual fusiona clusteres de forma reiterada minimizando el aumento de la varianza total
dentro del cluster. Se utiliz6 el método de medida de agrupacion (Silhouette) para determinar el numero
de k. El diagrama de arbol fue visualizado a través del paquete factoextra por medio de la funcion
fviz_dend().

Posteriormente se aplico un andlisis de componentes principales (PCA) s6lo a las cepas que se logro
identificar esporas asexuales, el cual se realizd con las variables cuantitativas (largo conidia, ancho
conidia) con la funcion prcomp(). Se estandarizaron las variables a través de la funcion scale() y
posteriormente se defini6 la distancia euclidiana a través de la funcidn dist() y se aplicd el método de
Ward.D2, posteriormente se determin6 el porcentaje de varianza explicada de cada componente principal
utilizando summary(res.pca)$importance. La representacion bidimensional se grafico a través de la
funcion ggplot.

Para evaluar la eficiencia del muestreo realizado se construyé una curva de rarefaccion y
extrapolacion utilizando el paquete iNEXT, para ello se utiliz6 una matriz de abundancia por géneros de
hongos endofitos, considerando el numero de Hill de orden q = 0 (Chao et al. 2014). El grafico fue
visualizado a través de la funcion ggplot?.

Se estim¢ la diversidad solo para las morfoespecies identificadas a nivel molecular, mediante los
indices de Shannon-Wiener (H’) y Simpson (1-D) se estim¢ la diversidad tanto a nivel general de la
comunidad de hongos endoéfitos, como individualmente para cada arbol muestreado. Los valores del indice
de Shannon-Wiener varian entre 0 a 5, mientras mas alto el valor mayor es la diversidad, para su calculo

se utilizo la siguiente formula:

H = —Zpi In pi

Donde pi es la proporcion de individuos de cada especie segin el total de individuos por el logaritmo
natural de la misma proporcion (Magurran 2004).

Se utilizo el indice de Simpson (D), el cual indicé si hay una dominancia de género por arbol, si su
valor es cercano a 1 existe un género dominante, por el contrario, si es cercano a 0 hay un balance en los
géneros. Para su calculo se utilizo la siguiente formula:

D =Ypi*

Esta formula indica la sumatorio de la proporcion de individuos de cada especie al cuadrado
(Magurran 2004).
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Se calcul¢ el indice de Equitatividad de Pielou (J°) el cual represent6 la uniformidad en la abundancia
de géneros, su rango varia entre valores de 0 a 1, siendo 1 mds equitativo. Para su calculo se utiliz6 la
siguiente formula:

J = H/Hmax = H/nS

Se genero6 un grafico de dispersion con el fin de observar si existia correlacion entre el DAP de cada
arbol y la diversidad de Shannon calculada para cada uno, para ver si existia una tendencia a tener mas
diversidad de hongos endéfitos a un mayor didmetro de arbol. Se evalud normalidad a través de la prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk para los datos de DAP de los arboles y del indice de Shannon
correspondiente a los géneros identificados. Se aplico el coeficiente de correlacion de Spearman puesto
que los datos no cumplieron el supuesto de normalidad. El grafico se visualizo con la funcion ggscatter()

del paquete ggpubr.

3. RESULTADOS

Se obtuvo un total de 102 aislados de hongos endofitos provenientes de los 20 tarugos de madera
colectados de A. araucana. Algunos aislados fueron descartados del total final debido a la contaminacion
de la placa Petri con bacterias o por los propios tiempos de crecimiento entre hongos endoéfitos, en donde
hongos de crecimiento mas rapido pudieron detener el crecimiento de otros hongos perdiéndose en la

placa.

3.1 Caracterizacion morfologica macroscopica

Los aislados fueron separados en base a las diferentes caracteristicas macroscopicas descritas (anexo
2) donde se describio la diferenciacion entre el tipo de micelio, textura y coloracion de micelio y agar,
obteniendo un total de 33 morfotipos, cada uno con un codigo Unico para su posterior identificacion
(figura 2), lo que se realizd de igual manera con el reverso (anexo 1). La agrupacion se definié como
morfotipo ya que segun su taxonomia son visualmente similares, pero podrian pertenecer a diferentes

especies 0 géneros.
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Figura 2. Anverso de cepas de hongos endofitos aislados de tarugos de 4. araucana.

3.2 Caracterizacion morfologica microscopica de los hongos endoéfitos

A nivel microscopico se logrd visualizar en 26 morfotipos de esporas asexuales y estructuras
vegetativas de los hongos endofitos, principalmente hifas correspondientes a micelios caracteristicos de
la division Ascomycota, en ningun aislado se observo estructuras sexuales debido a la condicidon propia
de cultivo in vitro de los hongos endoéfitos. En siete morfotipos no se logré diferenciar estructuras
reproductivas debido a la ausencia de esporulacion, solo visualizandose de micelio o hifas (anexo 3).

A partir del dendrograma, los morfotipos se agruparon preliminarmente en 12 clasters por medio del
agrupamiento jerarquico (figura 3), los caracteres determinantes de la agrupacion fueron el color anverso

y reverso de la placa, ya que no todos presentaban esporas asexuales (largo y ancho de conidia).
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Figura 3. Dendrograma del andlisis de agrupamiento jerarquico que delimita 12 morfotipos de hongos
endofitos en funcion de sus principales caracteristicas morfologicas (color anverso y reverso de la placa,

largo de conidias y ancho de conidias).

A partir del analisis de componentes principales (PCA) (figura 4), se obtuvieron dos dimensiones
correspondientes a las variables analizadas, la dimension 1 (92,3%) present6 la mayor parte de la
variabilidad (largo de conidia), mientras que la dimension 2 (7,7%) aportd una parte menor de la
variabilidad (ancho de conidia). En cuanto al agrupamiento jerarquico, este determind un total de ocho
clusters, obteniendo tres grupos aislados (4, 6 y 8), mientras que los demds grupos se concentraron mas

cercanamente a los valores mas bajos de la proyeccion PCA.

15



Hierarchical clustering + Proyeccion PCA
Distancia euclidea, K =8

1.0 o
cluster
05 [e] 1
£, of
= I s
P Gl
00 Tat + 4
(6
% 8

0hs

0 2 4
Dim1 (92.3%)

Figura 4. Proyeccion bidimensional del analisis de componentes principales (PCA) del agrupamiento de

morfotipos de hongos endofitos, delimitado seglin sus caracteristicas microscopicas.

3.3 Caracterizacion molecular de los hongos endofitos

De los 33 morfotipos agrupados se logro extraer ADN del micelio de 31 morfotipos, ya que en el
proceso de cultivo de dos morfotipos se contaminaron con bacterias (C2 y C4). La cuantificacion de
concentracion de ADN extraido para cada cepa se presenta en el anexo 4.

En cuanto a la amplificacion por medio de PCR, se logr6é amplificar la mayoria de morfotipos con el
primer LROR, obteniendo 26 amplificaciones con banda unica. Tres morfotipos fueron amplificados con
los primers ITS4 e ITS5 y otros dos morfotipos amplificaron con los primers ITS1 e ITS2. Solo un
morfotipo (C8) presentd multibanda con los primers ITS4 e ITSS5, el cual fue descartado para la
secuenciacion.

Mediante la comparacion homologa de secuencias realizadas en Genbank, NCBI y su herramienta
BLAST, se consigui6 identificar 28 cepas de hongos endofitos de A. araucana, mientras que dos
secuencias pertenecientes a los morfotipos C17 y C23 no lograron ser identificadas debido a la mala

calidad de la secuencia.
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Cuadro 2. Identificacion molecular de hongos endofitos de tarugos de 4. araucana.

Morfotipo Especie Query Cover Per.lIdent Locus Acceso GenBank
C1 Pragmopora cf. Piceae 100% 99.82% LSU  MN547971.1
C3 Cladosporium sp. 100% 100% LSU  MT636935.1
Cs Coprinellus sp. 100% 99.60% ITS MT367259.1
Cé6 Mucor plumbeus 100% 100% LSU  LT984548.1
C7 Coniochaeta acaciae 100% 99.78% LSU  PP407617.1
C9 Coniothyrium pyrinum 100% 99.57% LSU  MHS870597.1
C10 Clonostachys rosea 100% 100% LSU  PQ385860.1
Cll1 Coniochaeta sp. 99% 100% LSU  PV190942.1
C12 Ganoderma australe 99% 99.42% LSU  MT537112.1
C13 Eurotiomycetes sp. 100% 98.91% LSU  MT863868.1
Cl4 Tolypocladium sp. 100% 99.74% LSU KU183703.1
C15 Trichoderma scalesiae 100% 100% LSU NG _069886.1
Clé6 Kabatiella microsticta 100% 99.87% LSU  MTI07181.1
C18 Penicillium radiatolobatum  100% 100% LSU NG 069773.1
C19 Alternaria alstroemeriae 100% 99.52% LSU  PV397443.1
C20 Preussia sp. 100% 100% LSU  OR431717.1
C21 Penicillium lanosum 99% 100% LSU  MHS869647.1
C22 Pragmopora cf. piceae 100% 99.77% LSU  MN547971.1
C24 Allantophomopsis 100% 89.63% ITS CP103029.1
cytisporea
C25 Hormonema macrosporum 100% 99.87% LSU NG 064169.1
C26 Talaromyces atricola 100% 97.27% LSU  MH866653.1
C27 Cladosporium crousii 100% 97.65% LSU NG _070044.1
C28 Penicillium neomiczynskii 100% 98.93% LSU NG 069963.1
C29 Penicillium sp. 100% 99.62% LSU  PV580701.1
C30 Coniochaeta sp. 100% 96.73% LSU  ON193766.1
C31 Coniochaeta sp. 100% 99.62% LSU  MZ475062.1
C32 Penicillium expansum 100% 100% LSU NG _069649.1
C33 Resinogalea araucana 99% 99.76% LSU  OP508134.1
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Todas las secuencias consultadas presentaron un porcentaje de cobertura entre 99% a 100%, lo que
indica que casi todas las secuencias fueron representadas en la coincidencia. El porcentaje de identidad
(Per. Ident) representd el porcentaje de nucledtidos que son idénticos entre las secuencias de cada
morfotipo con las secuencias de la base de datos dentro de la region alineada. Todas las secuencias se
encontraron en un porcentaje alto entre 90% a 100%, lo que indica que las secuencias de las cepas
coinciden con las de la base de datos comparada.

La mayoria de las especies pertenecieron a la division Ascomycota con excepcion de una especie
perteneciente a la division Basidiomycota (Ganoderma australe) y una especie de la division
Mucoromycota (Mucor plumbeus). El morfotipo C13 a excepcion de las demas identificaciones fue
clasificado como Euromycetes sp., sin embargo, esta identificacion corresponde a una clase de hongos y
no a un género o especie. EI morfotipo C5 identificado como Coprinellus sp. fue descartado para los

analisis posteriores debido a la inconsistencia con su tipo de colonizacion.
3.4 Analisis de diversidad

Para los analisis de diversidad se agruparon los morfotipos en base a los géneros que comprendian,
a excepcion de la clase Eurotiomycetes, la cual se dejo tal como fue identificada a nivel molecular, dado
que no se podia asumir que corresponda a un género en especifico. En total se obtuvieron 17 géneros:
Allantophomopsis, Alternaria, Cladosporium, Clonostachys, Coniochaeta, Coniothyrium, Ganoderma,
Hormonema, Kabatiella, Mucor, Penicillium, Pragmopora, Preussia, Resinogalea, Talaromyces,
Tolypocladium y Trichoderma.

En cuanto al calculo de indices de diversidad y abundancia para la comunidad completa de hongos
endofitos (cuadro 3), se obtuvo un indice de Shannon (H’ = 2,38), el cual reflej6 una diversidad
relativamente alta, indicando la existencia de multiples géneros, complementariamente el indice de
Simpson de D = 0,87, representd una alta diversidad con baja dominancia por parte de algiin género,

mientras que el indice de Pielou (J = 0,83) indic6 que los géneros fueron equilibrados en sus abundancias.

Cuadro 3. Indices de diversidad y abundancia a nivel de comunidad de hongos endéfitos
Shannon (H’)  Simpson (D) Pielou (J)
2,38 0,87 0,83

Se graficd la abundancia de aislados de hongos endofitos por cada arbol muestreado (figura 5),

reflejando que arboles como el 1, 15 y 19 presentaron una mayor abundancia de aislamientos, seguido de
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los arboles 17 y 18. La abundancia fue relativamente parecida en el resto de los arboles variando entre los
3 y 5 aislados, mientras que en arboles como el 3, 5 y 14 hubo presencia de un solo aislamiento de hongo

endofito.
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Figura 5. Abundancia de aislamiento de hongos endofitos por arbol de A. araucana.

Por otro lado, al calcular el indice de Shannon para cada arbol se pudo observar una diferencia notoria
entre la composicion de géneros hongos (figura 6). El arbol 17 fue el que presenté una mayor diversidad,
teniendo la mayor cantidad de géneros colonizando, seguido de los arboles 15 y 20. La mayoria de los
arboles presentaron valores intermedios entre 0,64 y 0,95, lo que indico la presencia de pocos géneros
dominantes, con una distribucion desigual en la abundancia relativa de estos mismos. De manera
contrastante, arboles como el 3, 5, 14 y 18 presentaron un indice de 0, lo que evidenci6 una nula diversidad
debido a la presencia de un tnico género. Finalmente, el arbol 10 no fue graficado debido a la no deteccion

de hongos.
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Figura 6. Diversidad de géneros por arbol a través del indice Shannon-Wiener.

Al representar la abundancia de géneros identificados (figura 7), se observaron variaciones notables,
se reconocid que Penicillium fue el género mas representado en la comunidad (n=20), siendo el género
mas comun entre los aislados. Le siguieron Pragmopora (n=11), Coniothyrium (n=10), Cladosporium
(n=8) y la clase Eurotiomycetes (n=8), mientras que Coniochaeta, Tolypocladium, Mucor y Kabatiella
representaron una abundancia mas baja en la comunidad variando entre seis a tres aislamientos. Por
ultimo, los géneros de Allantophomopsis, Alternaria, Clonostachys, Ganoderma, Hormonema, Preussia,

Talaromyces, Trichoderma y Resinogalea solo se comprendieron en un aislado.
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Figura 7. Abundancia de aislados por género de hongos endofitos presentes en 4. araucana.
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Con respecto a la correlacion entre el DAP y el indice de diversidad de Shannon para cada arbol
(figura 8), se observo una correlacion positiva moderada (R = 0,43), aunque esta no fue estadisticamente
significativa (p = 0,064). Se determiné usar el coeficiente de correlacion de Spearman debido a que no se

obtuvo una distribucion normal para los datos de diversidad (p = 0,0218) (anexo 5).
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Figura 8. Correlacion de Spearman entre DAP y diversidad de hongos presentes en A. araucaria.

La curva de rarefaccion (basada en g = 0) (figura 9), representd la riqueza observada de géneros en
funcion del incremento de numero de aislamientos (anexo 6), el punto naranjo marco el total de
aislamientos alcanzados dentro del rango muestreado (82 aislamientos), con una riqueza de 18 géneros.
Mientras que la extrapolacion (linea discontinua) estimé la riqueza esperada al duplicar el nimero de

aislamientos, ensefiando que la curva no aumentaria considerablemente.
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Figura 9. Curva de rarefaccion (linea continua) basada en la riqueza de géneros (nimero de Hill q=0) y

su extrapolacion (lineas discontinuas).

Con respecto a la diversidad de gremios tréficos del ensamble de hongos (figura 10), se observo que
saprofitos/endofitos fueron los mas abundantes (43,9%), seguido de endodfitos (30,5%), saprofito por el
19,5%, mientras que el 6,1% de la comunidad estuvo compuesta por hongos con un rol patéogeno. Cabe
destacar que diversos géneros que componen la comunidad fingica son facultativos, comportandose como

endofitos, patdgenos o saprofitos segun el contexto ecologico (figura 10).
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Figura 10. Frecuencia de rol ecologico en porcentaje por géneros identificados en 4. araucana.
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4. DISCUSION

En cuanto a la diversidad de la comunidad fungica asociada al fuste de A. araucaria, se obtuvo una
diversidad moderadamente alta y una comunidad equitativamente abundante. Con respecto a los géneros
identificados, el morfotipo C5 identificado como Coprinellus sp., no fue considerado dentro de los
resultados debido a su forma de colonizacion, las especies del género Coprinus son saprofitos de
distribucion cosmopolita, que suelen crecer en praderas y zonas baldias, en grupos o cerca de tocones de
arboles en descomposicion (TeSanovic ef al. 2017), por lo que no coincide con la aislacion por medio de
tejido vivo del tarugo. Es posible que esta inconsistencia se deba a que la region ITS corresponde a solo
un fragmento del marcador, lo que se reafirma al revisar la secuencia y observar que es mucho mas corta
comparada con el resto de las secuencias utilizadas, esto pudo derivar en una asignacion taxondmica poco
fiable.

El género mas abundante en la comunidad fue Penicillium, su alta frecuencia se asocia a su ecologia,
siendo uno de los hongos mas comunes de encontrar en diversos habitats, se ha descrito en plantas como
filosférico, rizosférico y endofitico, asi como, en diferentes frutos en descomposicion (Yadav et al. 2018).
En su rol como endofito representa un potencial biotecnologico, como la produccion de enzimas, agentes
de biocontrol, agentes promotores del crecimiento de las plantas y biorremediacion (Yadav et al. 2018).
En el presente estudio también se identifico la clase Eurotiomycetes (morfotipo C13), esta clase alberga
diversos géneros entre ellos Penicillium, sin embargo, no se puede afirmar que este morfotipo pertenezca
a aquel género, ya que se sabe que comprende un conjunto morfoldgico y ecoldégicamente dispar de hongos
(Geiser et al. 2006).

Otro género presente correspondio a Talaromyces el cual esta emparentado con Penicillium, pero con
una abundancia mucho menor en este estudio, ambos pertenecen al orden de los Eurotiales, muchas de las
especies de Talaromyces eran clasificadas formalmente en el subgénero Penicillium Biverticillium, sin
embargo, desde el 2011 se clasificaron en Talaromyces (Zhai et al. 2016). Este género presenta
metabolitos secundarios los cuales incluyen principalmente alcaloides, péptidos, policetidos y diversos
compuestos estructurales (Zhai et al. 2016). Un estudio de Strobel et al. (2004) sefialan que especies
longevas tienen mas probabilidades de albergar endofitos con productos naturales activos, como puede
ser el caso de 4. araucaria al ser una especie muy longeva y que presenta aquellos géneros con produccion
de metabolitos secundarios.

Un hallazgo interesante fue la presencia del género Resinogalea, especificamente la especie
Resinogalea araucana, esta especie fue aislada tan s6lo en un arbol del total muestreado. Estudios

recientes sobre este género como Balocchi et al. (2023), determinaron que R. araucana reside en la
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subclase Cryptocaliciomycetidae, la cual representa un linaje discreto de hongos calicioides dentro de
Eurotiomycetes, misma clase a la que pertenecen Penicillium y Talaromyces. Dentro de este estudio se
describe que R. araucana esporula en la resina que cubre las ramas de A. araucana (Balocchi et al. 2023),
en este caso el hongo fue aislado desde un disco de tarugo de 4. araucana, por lo que podria haber estado
colonizando una zona interna del arbol que presente resina al momento de haber realizado la extraccion
del tarugo.

Es importante mencionar que, dependiendo de las condiciones, muchos hongos son capaces de
generar estrategias de vida multitréficas como biotrofia y saprotrofia, o necrotrofia y saprotrofia, o
endofitismo y saprotrofia, ya que estas no son necesariamente "mutuamente excluyentes" (Terhonen ef al.
2019). Varios de los géneros identificados en este estudio se han reportado con roles endéfitos con un
potencial como agentes antagdnicos contra hongos fitopatdogenos como Coniothyrium, Cladosporium,
Clonostachys y Trichoderma. Coniothyrium minitans es un prometedor agente de control biologico
fungico del fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum (de Vrije et al. 2001), especies de Cladosporium como
Cladosporium cladosporioides 'y C. sphaerospermum resultaron ser patdgenos para larvas de Duponchelia
fovealis (Amatuzzi et al. 2017), mientras que Clonostachys rosea actiia contra hongos fitopatdgenos, como
Alternaria dauci (Sun et al. 2020). Trichoderma por su parte, ademas de generar control bioldgico contra
hongos fitopatdogenos, participa en la produccion de enzimas celuloliticas (Sun et al. 2020).

En cuanto al género Coniochaeta, varias de sus especies se presentan como endofitos de huéspedes
filogenéticamente diversos, y algunas especies producen metabolitos secundarios antimicrobianos que
ayudan en la proteccion contra especies patogenas de plantas de Colletotrichum (Campos-Quiroz et al.
2023). Géneros como Pragmopora, cuentan con poca informacion bibliografica sobre su rol ecoldgico o
relacion con coniferas como A4. araucana, a pesar de eso, se pudo averiguar que ciertos endofitos
pertenecientes a Heliotales tienen preferencia por coniferas (Terhonen et al. 2019), en este caso se
condice con que Pragmopora pertenece al orden de los Heliotales y fue aislado de manera
relativamente abundante (n=11) en 4. araucana.

A modo de comparacion, el estudio de Groff er al. (2024) también identificd géneros como
Coniochaeta, Preussia y Trichoderma, pero en A. angustifolia. El género Preussia ha sido aislado
de madera, suelo, material vegetal muerto y ocasionalmente como endofito (Mapperson et al. 2013).
Este género presenta metabolitos secundarios, Gonzalez et al. (2017) identificd cuatro supuestos
nuevos metabolitos secundarios, sugiriendo un potencial para el descubrimiento de nuevos productos
naturales.

Los géneros Alternaria, Ganoderma y Kabatiella tiene roles mayormente patdogenos, en

Araucaria cunninghamii se evalud la actividad antifingica de extractos de metanol frente a cepas de
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Alternaria alternata, evidenciando que los extractos mostraron actividad contra los hongos
patdgenos (Sati ef al. 2013). Al relacionar los géneros endofitos con esta informacion, la evidencia
sugiere que A. araucana podria poseer una actividad antimicrobiana debido a metabolitos
secundarios producidos por los hongos endoéfitos que presenta, para confirmar esto se deben realizar
estudios que aislen e identifiquen aquellos componentes de la planta. Por otro lado, métodos
moleculares basados en el ADN han identificado a Ganoderma philippi como el agente causante de
la pobredumbre roja de la raiz en 4. mangium (Mohammed et al. 2006). Mientras que Kabatiella
caulivora es causante de la enfermedad de la quemadura del trébol, es el patdégeno foliar mas
importante del trébol subterraneo (Barbetti 1995). Si bien la presencia de estos géneros no fue
abundante en individuos de 4. araucana, se debe considerar su importancia en su salud, puesto que
algunos de estos hongos endofitos pueden encontrarse en latencia y por medio de algun factor externo
podrian afectar a la salud de la planta tomando un rol patdégeno. Algunos endofitos son potencialmente
patogenos, pero la enfermedad s6lo se produce en combinacion con otros factores desencadenantes, en su
mayoria desconocidos (Sieber 2007).

La diversidad de géneros enddfitos demuestra una alta capacidad de desarrollarse en una amplia
variedad de hospedantes, esta diversidad se puede deber a condiciones o variables especificas del
hospedante, en este caso se quiso relacionar el DAP de los arboles muestreados con la diversidad de
géneros, sin embargo, esta correlacion no fue positivamente alta, se observd una tendencia a que los
arboles con mayor DAP presenten una mayor diversidad de hongos endoéfitos, sin embargo, esta no fue
una relacion significativa, la correlacion no implica causalidad, por lo que no se puede asegurar que el
DAP tenga una influencia en la diversidad de la comunidad de hongos para el area de muestreo. La
diversidad de hongos endofitos esta influenciada por la fisiologia del hospedador, factores ambientales e
interacciones con otros organismos (Groff et al. 2024), en este contexto, se plantea la posibilidad de que
la longevidad de 4. araucaria tenga influencia con el establecimiento de comunidades fungicas diversas,
al ofrecer un hébitat estable en el tiempo. Estudios revelan que la composicion de especies y la abundancia
relativa de hongos endoéfitos en las hojas de plantas de hoja ancha pueden variar ampliamente entre las
etapas de desarrollo de los diversos hospedantes (Helander et al. 2006).

También se sabe que una tendencia consistente, confirmada repetidamente para los endoéfitos foliares
y del tallo, es que la frecuencia general de infeccion aumenta con la edad de los érganos o tejidos
hospedantes (Stone et al. 2004). A su vez, también se puede considerar la vegetacion circundante asociada
a A. araucana como un factor que influya en la diversidad de hongos endofitos, los hongos endoéfitos no
solo pueden asociarse a un Unico hospedador, por ejemplo, hongos endoéfitos del orden Xylariales tienen

amplios rangos de hospedantes que abarcan multiples linajes de plantas terrestres (Franco ef al. 2022). Por
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lo que la longevidad de A. araucana sugiere mas tiempo para acumular comunidades fungicas diversas,
que a la vez pueden ser influenciadas por otras especies que coexisten con A. araucana en el area de
muestreo.

En total se identificaron una clase y 15 géneros pertenecientes a la division Ascomycota,
correspondiente al 88,9% de la comunidad fungica, un género perteneciente a la division
Basidiomycota (5,6%) y un género perteneciente a la division Mucoromycota (5,6%). Otros estudios
con relacion a la diversidad y abundancia de hongos endoéfitos han tenido resultados similares, Song
et al. (2002), evaluo la diversidad de hongos endofitos aislados de Eunymus japonicus, en donde el
99,4% de aislados correspondieron a la division Ascomycota. De igual manera, da Silva et al. (2021)
estudiaron la diversidad de hongos filamentosos saprotroficos en A. angustifolia, si bien su relacidon
ecoldgica tiene que ver mas con descomposicion de sustratos, la comunidad fungica asociada a 4.
angustifolia también estuvo representada principalmente por la division Ascomycota. Estudios en
otras regiones del mundo con ecosistemas totalmente distintos también albergan hongos endéfitos
con resultados comparables con los de este estudio, el estudio de Jain ef al. (2021) se investigo la
diversa microbiota endofita cultivable asociada con Arnebia euchroma, especie vegetal del desierto
frio del Himalaya, donde Ascomycota fue la division mas abundante (72,73%), dominado por la clase
Eurotiales (42,42%) y el género Penicillium entre los endofitos flingicos aislados. Todos estos
antecedentes demuestran que los hongos endofitos pueden colonizar en diversos ecosistemas y en una
amplia variedad de hospedantes, el hecho de que géneros como Penicillium sean aislados de multiples
hospedantes en distintos tipos de vegetacion sugiere una colonizacion mas generalista. Géneros con menos
abundancia pueden sugerir un tipo de colonizacion mas especializada, por lo que en este contexto es
importante seguir estudiando géneros menos frecuentes en A. araucana como Allantophomopsis,
Hormonema o Resinogalea, que ademas cuentan con poca bibliografia que sugieran el tipo de asociacion
con esta conifera.

En cuanto al andlisis de rarefaccion, este proyectd una curva que aumentaba al inicio, lo primeros
aislados aportaron muchos géneros nuevos, para luego estabilizarse en el 80, a los 82 aislamientos se
pudieron apreciar 17 géneros mas la clase Eurotiomycetes. La extrapolacion sugiere que aun duplicando
el nimero de aislamientos la riqueza de géneros esperada no aumentaria significativamente. Los estudios
realizados hasta la fecha sugieren que un muestreo mas intensivo aumenta la recuperacion de especies
raras, que probablemente también se encuentren en muchos hospedantes (Stone et al. 2004), esto no
asegura que la diversidad aumente notablemente ya que un mayor nimero de aislamientos no
necesariamente indica mayor riqueza. Este patron es coherente ya que incluso con grandes niimeros de

aislamiento no necesariamente la riqueza de géneros alcanza un punto de saturacion, tal como en el
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estudio de Arnold y Lutzoni (2007), donde a pesar de generar curvas de acumulacién con 1403 cepas
de hongos endofitos, indicaron un muestreo estadisticamente incompleto. En el presente estudio el
esfuerzo de muestreo para los 20 arboles demuestra que se consigui6 capturar la mayoria de los géneros
presentes, sin embargo, el muestreo s6lo se basa en una pequefia muestra de una zona de bosque de 4.
araucana mucho mas amplia del sector Puesco en el Parque Nacional Villarrica.

Es importante mencionar que se presentaron diversas limitaciones en cuanto a la realizacion de
algunos analisis, con respecto la caracterizacion morfologica, tanto a nivel macroscopico como
microscopico, en este estudio se demuestra que estas técnicas no fueron determinantes por si solas para
lograr identificar los géneros a los que correspondian los morfotipos, si bien se podia inferir posibles
géneros, las variables cualitativas resultaban muy ambiguas. Esto se evidenci6 a través del dendrograma,
ya que el agrupamiento jerarquico soélo contempld variables de largo y ancho de conidias, los
agrupamientos no fueron exactos ya que representaban muchos morfotipos con tamafnos similares, pero
que al ser visualizados microscdpicamente la mayoria eran distintos entre si, para una mayor exactitud se
deberia haber contemplado mediciones de otras estructuras como fialides.

Esto también se vio mediante el andlisis PCA, ya que, al no haber logrado medir conidias en todos
los morfotipos, la base de datos quedd incompleta agrupando principalmente a los morfotipos por el
caracter color. La variacion mas importante fue el largo de conidia, el ancho no fue determinante de los
clusteres ya que todas las conidias tenian medidas similares, por lo que de igual manera se necesitan mas
variables de estructuras asexuales para una mayor exactitud. Estos métodos deben complementarse con el
analisis de secuencias de ADN, ya que la evidencia molecular aporta una mayor precision y permite
confirmar o corregir las identificaciones obtenidas mediante métodos clasicos (Hernandez et al. 2024). El
analisis molecular por su parte también presentd ciertas limitaciones, si bien resultd ser el método de
identificacion mas exacto para la mayoria de morfotipos, algunos presentaron multibandas o una nula
amplificacion. En este contexto, lo ideal siempre es utilizar distintos marcadores moleculares con mayor
variabilidad para abarcar con mayor exactitud los géneros, sin embargo, debido a las limitantes de tiempo

el analisis no pudo ser mas exhaustivo.

5. CONCLUSIONES

Por medio de la identificacion morfoldgica y molecular de cepas de hongos endofitos extraidos
de tarugos de 4. araucana, se lograron identificar 17 géneros y una clase de hongos endofitos,
reconociendo por primera vez su diversidad para el Sector Puesco. Por medio de los indices de

diversidad designados para la comunidad fungica descrita del sitio de estudio, se reconocid una alta
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diversidad y abundancia de hongos end6fitos asociados al fuste de 4. araucana para el sector Puesco
del Parque Nacional Villarrica.

La diversidad de la comunidad fungica comprendid hongos mayoritariamente con roles
endofitos, pero también una minoria presentd roles patogenos, los cuales dependiendo de las
condiciones en las que se encuentre el hospedante pueden llegar a ser de importancia de manejo y
control, se destaca la presencia de especies poco conocidas como Resinogalea araucana y
Pragmopora sp., las cuales requieren de un mayor estudio para comprender su relacion ecoldgica
con A. araucana, mientras que geéneros identificados como Coniochaeta, Coniothyrium,
Cladosporium, Clonostachys y Trichoderma presentan un rol endéfito interesante para el estudio de sus
potenciales usos como biocontroladores.

Los bosques de A. araucana han permanecido poco estudiados en términos de biodiversidad
microbiana, existe una amplia gama de interacciones complejas que ain no se comprenden del todo entre
los hongos endofitos y sus hospedantes. El presente estudio permiti6 identificar la diversidad que existe
en el area muestreada dentro del Parque Nacional Villarrica y caracterizar los principales roles ecoldgicos
que comprenden sus principales géneros, finalmente, con la informacion abarcada se plantean nuevas
proyecciones que vinculen la diversidad de hongos endoéfitos presentes en A. araucana con un potencial

uso beneficioso y que genere nuevas puertas para mejoras en su salud fitosanitaria.
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ANEXOS

Anexo 1. Reverso de cepas de hongos endofitos aislados de tarugos de 4. araucana.

Anexo 2. Caracterizacion morfoldgica macroscopica para morfotipos aislados de tarugos de 4. araucana.

Morfotipo Color anverso Color reverso Aspecto Superficie Consistencia
Cl1 Café con tonos crema Rojo oscuro con tonos amarillos  Rugoso Plana Dura

C2 Café claro con tonos oscuros Café claro con tonos crema Zonado Plana Blanda

C3 Caf¢ grisaceo oscuro Negro Aterciopelado  Plana Blanda

C4 Cafeé claro Amarillo con tonos grisaceos Rugoso Plana Dura

C5 Caf¢ amarillento claro Amarillo Liso Plana Blanda

C6 Café Gris Pulverulento Plana Blanda

C7 Amarillo claro Amarillo Rugoso Plana Dura




C8 Amarillo claro Amarillo Pulverulento Plana Dura

C9 Amarillo con tonos crema Café amarillento Pulverulento Convexa Blanda
C10 Blanco Amarillo Algodonoso Plana Blanda
Cl1 Blanco Rosado con tonos crema Algodonoso Convexa Blanda
C12 Blanco Amarillo con tonos crema Algodonoso Plana Blanda
C13 Blanco Blanco Aterciopelado  Plana Blanda
Cl4 Blanco Crema Aterciopelado  Plana Blanda
C15 Blanco con tonos verdes Blanco Pulverulento Plana Blanda
Cl6 Crema Crema Liso Plana Blanda
C17 Gris Amarillo Aterciopelado  Plana Blanda
C18 Gris Anaranjado Aterciopelado  Plana Blanda
C19 Gris Café grisaceo oscuro Pulverulento Plana Blanda
C20 Gris Café oscuro con tonos amarillos  Pulverulento Plana Blanda
C21 Gris Gris con tonos amarillos Aterciopelado  Plana Blanda
C22 Gris claro con tonos grises oscuros Rojo oscuro Rugoso Plana Dura

C23 Gris con tonos verdes Gris con tonos negros Pulverulento Plana Blanda
C24 Gris oscuro Negro Pulverulento Plana Blanda
C25 Verde Gris Mucilaginoso ~ Plana Blanda
C26 Verde grisaceo Amarillo Aterciopelado  Plana Blanda
C27 Verde grisaceo Gris con tonos crema Cerebriforme  Umbonada Dura

C28 Verde grisaceo Amarillo Pulverulento Plana Blanda
C29 Verde grisaceo Café amarillento Pulverulento Plana Blanda
C30 Verde oscuro Verde oscuro Liso Plana Blanda
C31 Gris claro Amarillo con tonos crema Liso Plana Blanda
C32 Gris con tonos verdes Amarillo con tonos grisaceos Aterciopelado  Plana Blanda
C33 Blanco Blanco Liso Plana Blanda




Anexo 3. Caracterizacion morfoldgica microscopica para morfotipos aislados de tarugos de A. araucana.

Morfotipo

Microscopia (40x)

Cl

Descripcion

C2

Hifa con ramificaciones.

C3

Conidios  globosos en  grandes
agrupaciones, sin presencia de fialides.
Largo promedio: 4,0 um
Ancho promedio: 3,9 pm

C4

Conidios oscuros con formas ovaladas o
en forma de limon, en cadenas simples
y ramificadas.

Largo promedio: 4,7 um

Ancho promedio: 2,7 um

.
. 2

(O8]

Conidios ovoides sin presencia de
fialides.

Largo promedio: 6,2 um

Ancho promedio: 2,3 pym

Hifa con ramificaciones.
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C6

C7

Esporangios globosos,
esporangiosporas ovoides y esféricas.
Largo promedio: 7,3 pm

Ancho promedio: 7,0 um

C8

Conidios ovoides sin presencia de
fialides.

Largo promedio: 6,3 pm

Ancho promedio: 2,1 pm

C9

Conidios ovoides sin presencia de
fialides.
Largo promedio: 2,8 um

Ancho promedio: 1,2 um

C10

Conidios ovoides hialinos.
Largo promedio: 4,4 um
Ancho promedio: 2,9 ym

Conidios hialinos ovoides y
elipsoidales.

Largo promedio: 4,2 pm

Ancho promedio: 2,3 pm
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Cl1

Conidios ovoides sin presencia de
fialides.
Largo promedio: 5,1 pm

Ancho promedio: 1,3 pm

Cl12

Hifas septadas con  tabiques

transversales.

C13

Cl4

Conidios globosos u ovoides en
cadenas.
Largo promedio: 3,2 um

Ancho promedio: 1,7 pum

Hifas septadas y delgadas.

CI5

Conidioforos hialinos muy ramificados,
conidios ovoides.

Largo promedio: 3,4 um

Ancho promedio: 3,3 um
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Cl6

Conidios ovoides y elipsoidales, sin
presencia de fialides.

Largo promedio: 10,6 um

Ancho promedio: 5,2 pm

C17

Conidioforos ramificados penicilados,
conidios globosos u ovoides en cadenas.
Largo promedio: 2,5 ym
Ancho promedio: 2,4 pm

CI8

Conidioforos ramificados penicilados,
conidios globosos u ovoides en cadenas.
Largo promedio: 2,1 um

Ancho promedio: 2,1 um

C19

Conidioforos oscuros, conidios
obclavados u ovoides separados
longitudinalmente por septos.

Largo promedio: 22,8 pm

Ancho promedio: 10,5 pm

C20

Hifas septadas con tabiques

transversales.

C21

Conidioforos ramificados penicilados,
conidios globosos u ovoides en cadenas.
Largo promedio: 2,3 pm
Ancho promedio: 2,2 ym
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C22

Conidios ovoides sin presencia de
fialides.

Largo promedio: 3,0 pm

Ancho promedio: 1,2 pm

C23

Hifas septadas y ramificadas

C24

Hifas septadas con tabiques

transversales.

C25

Conidias hialinas, grandes vy
elipsoidales.

Largo promedio: 9,7 um

Ancho promedio: 4,4 ym

C26

Conidioforos ramificados penicilados,
conidios globosos u ovoides en cadenas.
Largo promedio: 2,5 pm
Ancho promedio: 1,9 pm

C27

Conidios oscuros con formas ovaladas o
en forma de limén, en cadenas simples
y ramificadas.

Largo promedio: 2,3 pm

Ancho promedio: 2,1 ym

40




C28

Conidioforos ramificados penicilados,
conidios globosos u ovoides en cadenas.
Largo promedio: 2,1 pm

Ancho promedio: 2,0 pm

C29

Conidios globosos en cadenas largas,
sin presencia de fialides.
Largo promedio: 3,3 pm
Ancho promedio: 3,2 pm

C30

C31

Conidios ovoides sin presencia de
fialides.
Largo promedio: 3,5 um

Ancho promedio: 1,3 um

C32

Conidios ovoides sin presencia de
fialides.
Largo promedio: 6,3 um

Ancho promedio: 2,2 ym

Conidioforos ramificados penicilados,
conidios globosos u ovoides en cadenas.
Largo promedio: 3,8 pm

Ancho promedio: 3,6 pm

C33

Conidios globosos sin presencia de
fialides.
Largo promedio: 5,1 um

Ancho promedio: 4,6 pm
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Anexo 4. Concentraciones de ADN extraido para morfotipos aislados de tarugos de A. araucana.

Morfotipo Concentracion (ng/pl)
Cl1 64,5
C3 190
C5 17,7
Co 12,5
C7 157
C8 125,5
C9 85,1
C10 63,3
Cl11 34
C12 58,8
C13 14
Cl4 94,2
C15 15,2
C16 1,5
C17 2,1
C18 135,5
C19 101,5
C20 11,6
C21 21,7
C22 12,3
C23 10,7
C24 31,1
C25 4,3
C26 34,1
C27 11,2
C28 134
C29 26,6
C30 405,5
C31 182
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C32

2,

0

C33

55,7

Anexo 5. Anadlisis de normalidad para indice de Shannon y DAP.

Histograma - Shannon

Histograma - DAP
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Anexo 6. Géneros aislados a partir de tarugos de 4. araucana y su abundancia.

Género

Abundancia

Pragmopora

—

Cladosporium

Mucor

Coniochaeta

Coniothyrium

o

Clonostachys

Ganoderma

Eurotiomycetes

Tolypocladium

Trichoderma

Kabatiella

Preussia

Alternaria

—_ = (W = [N (00| === N (W oo =

Penicillium

[\
(e

Allantophomopsis

Hormonema

Talaromyces

Resinogalea

—_— | | —
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