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Resumen

Araucaria araucana (Mol.) K. Koch, especie endémica que solo se encuentra en el sur de
Chile y Argentina, es un arbol dioico que tiene un ciclo reproductivo de un afio y medio. Esta
especie en estado adulto puede alcanzar alturas de 50 m y diametros de fuste de 2,5 m. Es
una especie de lento desarrollo y larga vida, alcanzando aprox. 1300 afos. Araucaria
araucana es una especie de conifera que se encuentra en la Cordillera de los Andes vy
Cordillera de la Costa, la cual esta expuesta a eventos naturales como: viento, vulcanismo,
incendios y bajas precipitaciones que se han acentuado en los ultimos afios debido al
cambio climatico. Las poblaciones de araucaria presentan una extraordinaria capacidad de
adaptacion, ya que sobreviven a menudo bajo condiciones extremas, al considerar factores
tan complejos como el clima y las caracteristicas fisico-quimicas del suelo. Por lo tanto, las
araucarias generan asociaciones mutualistas con microorganismos del suelo que les
permiten tolerar estos ambientes extremos, dentro de estos organismos se encuentran los
hongos micorricicos arbusculares (HMA) y hongos enddfitos (HE). El objetivo de este trabajo
es conocer las interacciones de estos microorganismos con A. araucana bajo estrés por
sequia. Mediante el cultivo de plantulas en invernadero. Esto se realizé inoculando las
plantulas con un consorcio de HMA y cuatro especies de HE aislados de araucarias del
Parque Nacional Nahuelbuta. Los in6culos se agregaron de tres formas diferentes, un grupo
con solo HE, otro con solo HMA y un ultimo grupo con HE y HMA, las plantulas fueron
sometidas a sequia durante 2 meses para su posterior evaluacion. Los resultados mostraron
un impacto positivo por parte de los HMA y su interaccién con HE, manteniendo estable
variables como: fotosintesis, asimilacion de CO2y contenido relativo de agua, ademas, de
una alta concentracién del osmolito prolina. Por otra parte, la inoculacion de HE tuvo efectos
negativos sobre las plantulas, disminuyendo su capacidad fotosintética, asimilacién de CO2
y una alta tasa de mortalidad. Se concluye que la inoculacion de HMA por si solo, o su
interaccion con HE usados en este estudio, son beneficiosas para las plantulas de A.
araucana. En cambio los hongos endéfitos en ausencia de micorrizas arbusculares, y bajo
condiciones abidticas estresantes como sequia, presentan un efecto nulo o neutro en las

plantulas de A. araucana, sin mejorar la capacidad de tolerar la sequia prolongada.



Abstract

Araucaria araucana (Mol.) K. Koch Endemic species that is only found in southern Chile and
Argentina, it is a dioecious tree that has a reproductive cycle of a year and a half. This adult
species can reach heights of 50m and shaft diameters of 2.5m. It is a kind of slow
development and long life, reaching approx. 1300 years. Araucaria araucana is a species of
conifer that is found in the Cordillera de Los Andes and Cordillera de la Costa, which is
exposed to natural events such as: wind, volcanism, fires and low rainfall that have
accentuated in recent years due to climate change. Araucaria populations have an
extraordinary capacity to adapt, since they often survive under extreme conditions,
considering factors as complex as the climate and the physical-chemical characteristics of
the soil. Therefore, araucarias generate mutualistic associations with soil microorganisms
that allow them to tolerate these extreme environments, within these organisms are
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and endophytic fungi (EF). The objective of this work is
to know the interactions of these microorganisms with A. araucana under drought stress. By
growing seedlings in the greenhouse. This was done by inoculating the seedlings with a
consortium of AMF and four species of EF isolated from araucarias from the Nahuelbuta
National Park. The inoculums were added in three different ways, one group with only EF,
another with only AMF and last group with EF and AMF, the seedlings were subjected to
drought for 2 months for later evaluation. The results showed a positive impact on the part
of the AMF and their interaction with EF, maintaining stable variables such as:
photosynthesis, CO: assimilation and relative water content in addition to a high
concentration of proline osmolyte. On the other hand, the inoculation of EF had negative
effects on the seedlings, decreasing their photosynthetic capacity, CO> assimilation and a
high mortality rate. It is concluded that the inoculation of AMF alone, or its interaction with
EF used in this study, are beneficial for A. araucana seedlings. In contrast, endophytic fungi
in the absence of arbuscular mycorrhizae, and under stressful abiotic conditions such as
drought, present a null or neutral effect on A. araucana seedlings, without improving the

ability to tolerate prolonged drought.



. INTRODUCCION

Araucaria araucana (Mol.) K. Koch (Araucaria, Pehuén) perteneciente a la familia
Araucariaceae es una especie de importancia cientifica, cultural, alimenticia y recurso
genético unico en el mundo por su alto grado de endemismo y longevidad (Herrmann 2006).
Su poblacion se encuentra en la Cordillera de los Andes entre el sur de la Region del BioBio
37°20°S y al norte de la Region de los Lagos 40°00’S, y otras dos sub-poblaciones en la
Cordillera de Nahuelbuta, ubicada en la zona centro-sur de la Cordillera de la Costa, entre
las Regiones del BioBio y la Araucania entre los 37°40’S y 38°29’S (Hechenleitner et al.
2005). En la actualidad esta prohibida la corta o explotacion de esta especie, en 1997 fue
catalogada como especie “rara” y entre 1998-2000 como especie en “estado vulnerable”;
sin embargo, actualmente la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) la ha clasificado en la categoria de especie “En peligro” (Premoli et al. 2013).
Araucaria araucana ha sido expuesta a una intensa explotacion de la tala y extraccion de
sus semillas. Ademas, de los eventos naturales como: viento, vulcanismo e incendios
(Aagesen 1998; Valderrama et al. 2018). Dentro de los eventos naturales la disminucion de
precipitaciones se ha convertido en una variable importante a tomar en cuenta, debido a
qgue Chile en los ultimos 10 afos ha experimentado cambios drasticos a nivel del clima,
reduciendo las precipitaciones anuales y aumentando las estaciones calidas. Todo esto
provocado por el cambio climatico, que se manifiesta con mayor fuerza en regiones con un
clima mediterraneo, como lo es el centro y centro-sur de Chile (IPCC 2013; Boisier et al.
2016). Debido a esta prolongaciéon de las estaciones mas calidas ha existido una mayor
recurrencia de incendios forestales los cuales han afectado gravemente diferentes especies
nativas del centro-sur de Chile (Conaf 2017; Valderrama et al. 2018). Sin embargo, la falta
de precipitaciones no solo promueve incendios forestales, también genera una disminucion
importante de agua en rios, lagos y embalses, producto de largos periodos de sequia como
el ocurrido entre los afios 2010-2015 presentando la mayor sequia registrada hasta ahora
en Chile, llamandose a este periodo como la megasequia, provocando toda una serie de
dificultades tanto para el area agricola, forestal y ganadera (Stolpe y Undurraga 2016;
Garreaud et al. 2017). Para enero del ano 2016 se detectd una enfermedad desconocida en
Araucaria, afectando a la Reserva Nacional Ralco ubicada en la Region del Biobio y Parque



Nacional Conguillio ubicado en la Region de la Araucania, presentando sintomas como
secado de hojas y copa de arboles de coloracion rojo intenso. Se han realizado diversas
investigaciones y desarrollado diferentes hipotesis que van desde el cambio climatico,
régimen de hambre provocado por sequia prolongada o problemas en el genoma de
Araucaria entre otros (Riess et a.l 2016; BCN 2017; CONAF 2017; Besoain et al. 2017;
Saavedra y willhite 2017; Velez et al. 2018). Se ha comprobado que A. araucana genera
asociaciones mutualistas con otros organismos presentes en el suelo, asi como la mayoria
de las plantas terrestres, otorgandoles beneficios para su salud, estos organismos son los
llamados hongos micorricicos arbusculares (HMA), y se encuentran en las raices de
Araucaria los cuales les permiten una mejor absorcion de nutrientes y agua, ademas de
proteger a la planta de ataques de organismos patégenos, a cambio estos hongos reciben
los productos fotoasimilados de parte de la planta formando una sociedad mutualista (Diehl
y Fontenla 2010; Wu y Zou 2017). También estan los hongos enddfitos (HE) los cuales se
encuentran al interior de los tejidos de la planta como: hojas, tallos, raices, semillas y frutos,
estos hongos hasta la fecha se sabe que también pueden mejorar la absorcion de nutrientes
y el desarrollo de las plantas (Sanchez et al. 2013; Dastogeer y Wylie 2017). Sin embargo,
nuevos estudios indicarian que este tipo de beneficios por parte de estos organismos varia
segun las condiciones ambientales y nutricionales, afectando sus interacciones con las
plantas que podrian provocar un cambio de mutualismo a parasitismo, donde los hongos
endofitos serian los mas sensibles a estos cambios (Ahlholm et al. 2002; Hardoim et al.
2015). Los efectos negativos provocados por algun factor ambiental adverso o por la
presencia de hongos enddfitos, pueden ser atenuados o regulados por la presencia de
hongos micorricicos arbusculares y ectomicorricicos como ya se ha descrito en la literatura
(Reininger y Sieber 2012; Wezowicz et al. 2017). Por lo tanto, Los avances en el
conocimiento de los HMA y HE permitirian mejorar los planes de restauracion vy
conservacion de especies nativas, aumentado las probabilidades de supervivencia en A.
araucana. El objetivo de este trabajo es conocer las interacciones de los HMA y HE en la

supervivencia y crecimiento de Araucaria araucana sometidas a estrés por sequia.



II. Marco tedrico

2.1 Araucaria araucana (Mol.) K. Koch

Especie endémica que solo se encuentra en el sur de Chile y Argentina, en Chile habita
desde la Region del Biobio hasta la vertiente sur del Volcan Villarrica, Regién de los Lagos,
en dos zonas delimitadas: la primera en la Cordillera de Nahuelbuta (37°40’-38° 40°S) y la
segunda ocurre en la Cordillera de Los Andes (37° 03’- 40° 03 'S) (Donoso 1998). En Chile
alrededor del 97% de su poblacién se encuentra en la Cordillera de los Andes conformando
bosques desde los 800 hasta los 1.700 msnm. Una segunda area de desarrollo natural se
presenta en la Cordillera Costera de Nahuelbuta en dos poblaciones, entre los 37°40' y

37°50'S, por sobre los 1.000 y hasta los 1.400 msnm, y alrededor del paralelo 38°40'S a 600
m de altitud (Fig.1) (Hechenleitner et al. 2005).
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Fig. 1. Localizacion de A. araucana en la Cordillera de Los Andes y dos poblaciones en la Cordillera de la

costa (Nahuelbuta). Ver flechas rojas (adaptado de Zamorano-Elgueta et al. 2012).

Araucaria araucana es un arbol dioico con individuos machos y hembras, los conos
masculinos son terminales, ovoides y erectos. Los femeninos también son terminales, pero
son esféricos (Donoso et al. 2014). Segun Caro (1995), el ciclo reproductivo dura un afio y
medio, desde la formacion de los conos femeninos hasta la diseminacion de las semillas.
La araucaria es un arbol que en estado adulto puede alcanzar alturas de 50 m y diametros

de fuste de 2,5 m. Es una especie de lento desarrollo y larga vida, alcanzando aprox. 1300



anos (Gonzalez et al. 2006; Aguilera-Betti et al. 2017). Debido a que esta especie crece y
se concentran en mayor cantidad hacia la Cordillera de los Andes, las poblaciones de A.
araucana estan asociadas a suelos poco profundos sobre depdsitos de cenizas volcanicas,
material de escoria y piedra pdmez de gran fragilidad y susceptibilidad a la erosion
caracteristica de la Cordillera de los Andes. En general, las poblaciones de A. araucana
presentan una extraordinaria capacidad de adaptacion, ya que sobreviven a menudo bajo
condiciones extremas, al considerar factores tan complejos como el clima y las
caracteristicas fisico-quimicas del sustrato (Peralta 1980). La falta de agua predominante
en los suelos que crece araucaria es un factor determinante que puede afectar el
crecimiento y supervivencia de esta especie, siendo la sequia una de las causas en la
disminucién a gran escala en los bosques templados (Allen 2009). Donde el efecto del estrés
hidrico influye en parametros como el crecimiento del arbol, la expansion celular, transporte
de floema, nutrientes y la funcion metabdlica (Woodruff y Meinzer 2011). Estudios realizados
en coniferas de las especies de Cupressaceae muestran como estas especies tienen una
mayor resistencia a la cavitacion, con un xilema mas resistente que les permite soportar
mayores tensiones hidraulicas, debido a que la falta de agua pueden generar burbujas de
aire en el xilema dificultando el transporte de agua en la planta (Choat et al. 2012; Carnicer
et al. 2013; Brodribb et al. 2014). Un estudio realizado por Zimmer et al. (2016), en 4
especies de araucarias, A. bidwillii, A. cunninghamii, A. heterophylla y Wollemia nobilis en
Australia, mostré que estas especies son predominantemente isohidricas, esto quiere decir
un control estricto del potencial hidrico de la hoja, cerrando los estomas y restringiendo el
intercambio de gases para evitar un dafio en el xilema. Por otra parte el autor Brodribb et al.
(2014) realizo estudios en la familia Araucariaceae donde mostraron que el xilema era
vulnerable a la sequia, pero producen altos niveles de acido abscisico manteniendo

cerrados los estomas bajo sequia.

2.2 Hongos micorricicos arbusculares (HMA)

Los bosques de A. araucana que han evolucionado en suelos provenientes de cenizas
volcanicas presentan bajas concentraciones de nitrégeno y fosforo (Donoso et al. 2008;
Huygens et al. 2008). Bajo este escenario de restriccion nutricional esta especie ha

desarrollado una estrategia funcional compensatoria, las asociaciones simbidticas con



hongos micorricicos arbusculares (HMA), que permiten suplir gran parte de estas
deficiencias nutritivas en estos ecosistemas (Smith y Read 2008; Diehl y Fontenla 2010).
Los HMA confieren beneficios directos a las plantas hospederas, vinculados principalmente
con la nutricién mineral, las relaciones con el agua y la resistencia a estrés bidtico y abidtico,
y a cambio la planta provee al hongo de fotoasimilados (Fernandez 2012; Toju y Sato 2018).
Los hongos micorricicos se caracterizan por tener un crecimiento inter e intracelular en la
raiz de la planta, generando dos tipos de estructuras, arbusculos y vesiculas (Barrer 2009).
Los arbusculos son hifas que se dividen dicotomicamente, son invaginados por la membrana
plasmatica de las células corticales y presentan periodos de vida cortos, mientras que las
vesiculas son estructuras de almacenamiento, principalmente glicbgeno y grasas que se
forman en la parte terminal de las hifas (Barker et al. 1998). Ademas, los HMA producen
una glicoproteina insoluble de elevado peso molecular denominada glomalina, que se ha
encontrado en suelos de diversos ecosistemas y con relativa abundancia (Borie et al. 2006;
Chavez et al. 2020). Esta glicoproteina presenta una fuerte capacidad cementante y alta
estabilidad en el suelo (Rillig et al. 2002). Por lo tanto, el comportamiento recalcitrante de la
glomalina junto a su naturaleza glicoproteica y, su aparente caracteristica hidréfoba que
protege las hifas de las pérdidas de nutrientes y agua, sugieren que es una biomolécula
muy estable con una alta capacidad de humectacién, permitiendo con esto disminuir la
erosion y perdida de nutrientes, por lo que estas proteinas fungicas otorgarian gran
estabilidad estructural en los suelos (Rillig 2005). Los mecanismos por los cuales los HMA
permiten una mayor tolerancia al estrés, es mediante el control de las caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas, genéticas y bioquimicas de las plantas (Bahadur et al. 2019), a
nivel morfolégico se produce un desarrollo de raices adventicias, a nivel fisiolégico
regulacion de fitohormonas, donde la molécula sefalizadora de importancia que regula la
interaccién entre planta y hongo seria la estrigolactona (Ruiz-Lozano et al. 2016). Ademas,
de estimular la expresion de genes de aquaporina en las células corticales de la raiz (Li et
al. 2013) y a nivel bioquimico se mejora la produccion de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos (Bahmani et al. 2018). Al respecto, estudios ecofisiologicos han demostrado
que los HMA aumentan el ingreso de agua a las plantas (Augé et al. 2001; Ruiz-Lozano
2003). También se ha observado una mayor tolerancia al estrés por sequia en Cupressus
atlantica inoculada con HMA, la cual fue cultivada en macetas bajo diferentes regimenes de

agua donde la inoculacidén promovié el crecimiento y un mayor contenido relativo de agua



en hojas (Zarick et al. 2016). Otras aplicaciones de los HMA ha sido para procesos de
fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados, mejorando la fitoextraccion
y fitoestabilizacién de Plomo, Zinc y Cadmio en plantas de Robinia pseudoacacia y Populus
simonii, permitiéndole a la planta tolerar mayores cantidades de metales pesados
acumulandolos en hojas y raices (Yang et al. 2015). Debido a que la asociacion mas comun
es la de HMA la cual involucra a mas del 80 % de las plantas terrestres incluyendo
angiospermas, gimnospermas, pteridofitas, y musgos (Harrier 2001; Wang y Qiu 2006;
Pressel et al. 2010), se han podido aplicar y estudiar en diferentes especies de interés
comercial, forestal y ornamental. Por ejemplo, en plantulas de Zea mays donde se mejoro
la tolerancia al estrés salino, manteniendo estable parametros fisiolégicos como capacidad
fotosintética, concentracion de pigmentos, actividad de la rubisco e intercambio de gases
(Yan Lu y Tong 2018). Otros estudios realizados en Cenostigma pyramidale y Zelkova
serrata de interés medicinal y ornamental mostré que la simbiosis con HMA produjo un
aumento significativo de la biomasa de brotes y tolerancia al estrés salino (Frosi et al. 2017;
Wang et al. 2019). Otras aplicaciones de los HMA de gran interés son los cultivos agricolas
y horticolas, proporcionando a los cultivos una mayor absorcion y traslaciéon de nutrientes
minerales mas alla de la zona de agotamiento de la rizosfera de la planta con una mejoria
en la absorcion de nutrientes y agua. Ademas, de afectar el equilibrio fitohormonal actuando
como biorregulador (Rouphael et al. 2015). A parte de los cultivos de interés agricola y
forestal que pueden verse beneficiados por la aplicacion de HMA, hay otros potenciales
usos que se han propuesto en el area de reforestacion, restauracion, conservacion vy
paisajismo de especies nativas y endémicas (Sanon et al. 2010; Chen et al. 2018). Sin
embargo, los proyectos de restauracion y conservacion tienen un éxito muy limitado o
fracasan (Thomas et al. 2014). Estudios pertinentes al tema se han hecho en Araucaria
angustifolia micorrizada con Glomus clarum, mejorando significativamente el crecimiento de
plantulas mostrando esta especie una alta dependencia a la asociacion micorricica, lo que
permitiria una reintroduccién de plantulas a campo con mayor éxito (Zandavalli et al. 2004).
Aunque en su mayoria estos estudios se enfocan en los posibles beneficios aplicados a la
restauracion y conservacion ecolégica de especies y mejoramiento de suelos degradados.
Hasta el momento los HMA no se han convertido en una herramienta biotecnolégica masiva

en planes de restauracion ecolégica (Asmelash et al. 2016; Chen et al. 2018).



2.3 Hongos endéfitos (HE)

Las plantas terrestres ademas de generar asociaciones simbidticas con hongos micorricicos
también presentan en sus tejidos hongos endofitos, organismos que habitan al interior de la
planta en cualquiera de sus 6rganos sin causar dafio aparente al huésped (Petrini 1991;
Terhonen et al. 2019). ). Los HE pueden ser beneficiosos para las plantas, aunque esta
relacion mutualista puede cambiar y convertirse en patdgena bajo ciertas condiciones
ambientales adversas para el huésped, ademas las interacciones con otros
microorganismos Yy los diferentes genotipos que presentan las plantas generan variadas
respuestas que van desde el mutualismo al parasitismo (Redman et al. 2001; Eaton et al.
2011; Hardoim et al. 2015). Un estudio realizado con Phialocephala fortinii en interaccion
con ectomicorrizas inoculadas en las especies de abeto Pseudotsuga menziesii y Picea
abies mostraron que la presencia de P. fortinii reducia el crecimiento de las especies de
abeto a medida que aumentaba la temperatura, pero a la vez protegia las raices de ataques
de patoégenos (Reininger y Sieber 2012). Phialocephala fortinii es una especie que abunda
en coniferas donde un estudio realizado en abetos de noruega mostro un efecto virulento
que vario de neutro a patégeno y afectaba de manera diferencial al rendimiento de la planta
(Tellenbach et al. 2011).Por otra parte, las investigaciones que se han realizado en hongos
enddfitos tienen multiples aplicaciones como lo son medicina, agricultura, industria de la
madera, mineria y conservacion ecologica (Tiwari 2015; Yadav et al. 2017; Settu et al. 2018).
Por ejemplo, Estudios realizados en cebada inoculadas con endéfitos extraidos de parientes
silvestre de la cebada, creciendo en habitats con deficiencia de agua, han demostrado un
incremento en el rendimiento y aumento de peso seco en grano (Murphy et al. 2018). Sin
embargo, como se ha mencionado las condiciones ambientales adversas influyen en el
comportamiento de los endofitos sobre la salud y desarrollo de las plantas. Un estudio
realizado en Festuca rubra graminea nativa de Europa, mostro que en condiciones como
falta de agua y un suelo pobre en nutrientes provocaban un comportamiento parasito en los
HE inoculados, donde se obtuvo una disminucion de la biomasa total de la planta (Ahlholm
et al. 2002). Debido a las respuestas contradictorias por parte de los enddfitos un estudio
de meta-analisis demostré que las plantas colonizadas con HE experimentaban una
reduccion en la tasa de supervivencia y crecimiento con respecto a las plantas no

colonizadas, independientemente de los simbiontes adicionales que se agregaran al
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huésped (Larimer et al. 2010). Al respecto, un trabajo realizado en Verbascum lychnitis
mostro que la interaccion de HMA mas HE proporcionaba mayor biomasa en las plantas.
Sin embargo, la inoculacién de HE en ausencia de HMA afecté negativamente el desarrollo
de la planta y disminuyo la tasa de supervivencia, las cuales fueron sometidas a estrés por
metales pesados (Wezowicz et al. 2017). Por otra parte, investigaciones realizadas en A.
araucana en relacion a los microorganismos que habitan en esta especie, han tenido
diferentes enfoques que van desde encontrar organismos de interés biotecnoldgico, analisis
filogenéticos y posibles organismos que puedan ser la causa de la enfermedad que esta
presentando A. araucana, como lo fue un estudio realizado en argentina en el Parque
Nacional Lanin, en este estudio se analizaron diferentes variables como insectos fitéfagos,
hongos enddfitos y analisis de suelos, segun los autores la enfermedad de araucaria no se
deberia a una sola causa, si ho que a un proceso de multiples factores asociados a sequia
prolongada, ya que no se encontraron organismos potencialmente patolégicos en las
araucarias estudiadas (Velez et al. 2018). Otro estudio realizado en araucarias por Besoain
et al. (2017) aislaron el enddfito Diplodia mutila, el cual causa la enfermedad llamado cancro
gomoso, consistente en lesiones necroéticas de color naranja en las hojas y exudacion
gomosa blanca. También en otro estudio se encontr6 una nueva especie asociada A.
araucana llamado Ophiostoma pehueninum basado en analisis filogenéticos de las
secuencias ITS, B-tubulina y EF-1a (Zapata et al. 2018). Ademas, se han hecho analisis
filogenéticos de un hongo parasito llamado Uleiella chilensis el cual ocasiona la pudricion
de las semillas de araucaria (Riess et al. 2016). Uno de los ultimos estudios publicados
sobre araucaria, se aislé un hongo a partir de ramas parcialmente muertas del Parque
Nacional Conguillio, el cual fue identificado mediante herramientas moleculares, el hongo
fue identificado con la especie llamada Diploidia Africana el cual es patdégeno, la
patogenicidad se probo inoculando plantulas de araucaria las cuales presentaron necrosis
foliar y lesiones de floema marron (Zapata y Schafer 2019).
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lll. Hipétesis

H1: La inoculacién de un consorcio de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y hongos
endofitos (HE) en plantulas de Araucaria araucana aumentaran la tolerancia al estrés por

sequia.

H2: La inoculacion de un consorcio de hongos enddfitos (HE) en ausencia de micorrizas
arbusculares afectara negativamente las variables morfo-fisiolégicas de plantulas de

Araucaria araucana sometidas a estrés por sequia.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y hongos endodfitos (HE) en

variables morfo-fisioldgicas de plantulas de Araucaria araucana bajo estrés por sequia

4.2 Objetivos especificos

e Determinarla presencia de HMA y HE en raices de A. araucana previo a la aplicacion
de estrés por sequia.

e Evaluar el efecto de los HMA y HE en variables morfo-fisiolégicas en plantulas de A.
araucana bajo estrés por sequia.

e Cuantificar diferencias en la produccion del osmolito prolina en hojas de plantulas de

A. araucana posterior al estrés por sequia.
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V. Metodologia

5.1 Obtencion de las muestras de suelo y material vegetal

Para la obtencion de micorrizas arbusculares se recolectaron muestras de suelo a partir de
la rizosfera de arboles adultos de Araucaria araucana del Parque Nacional Nahuelbuta
(PNN: 37°47'00"S 72°59'00"0). Las muestras vegetales como hojas y raices se extrajeron
de plantas adultas de araucarias metodologia descrita por Chavez et al. (2020). para
posteriormente las muestras ser trasladadas al laboratorio de Biotecnologia de Hongos de

la Universidad de Concepcién campus Los Angeles para su posterior anlisis.
5.2 Separacidn de esporas a partir de las muestras de suelo

Para la separacion de esporas se procedid segun metodologia de Brundrett (1996), se
preparé 200 ml de una solucion de sacarosa al 70% con agua destilada diluyendo en
agitador magnético, luego se pesaron 25 g de muestra de suelo en tubos falcon. Las
muestras se filtraron a través de cuatro tamices (500, 250, 150 y 53 yM respectivamente).
El material retenido en el tamiz de 53 yM fue dividido en cuatro tubos de centrifuga mas 25
ml de agua destilada. Posteriormente, se agregaron 25 ml de solucién de sacarosa en el
fondo de los tubos de centrifuga utilizando una jeringa unida a una sonda. Luego se procedio
a centrifugar las muestras a 3000 rpm por 10 min. El sobrenadante que contenia las esporas
fue vaciado en un tamiz de 53 uM para lavarlas con agua de grifo y asi eliminar el exceso
de sacarosa, las esporas fueron colocadas en nuevos tubos de centrifuga mas agua
destilada con lactoglicerol para su posterior identificacion mediante taxonomia (datos no
mostrados). Se identificaron especies de Acaulospora laevis; A. scrobiculata; A. punctata;
Scutellospora calospora; Claroideoglomus cloroideum; C. etunicatum; Funneliformis
mosseae; Paraglomus occultum; Glomus badium; G. intrarradices; Glomus sp. y Gigaspora
margarita. . Posteriormente las esporas de estas especies fueron cultivadas en consorcio

en plantas trampas.
5.3 Cultivo de plantas trampas

Para la activacion de los HMA presentes en las muestras de suelo (identificadas en el punto
5.2) que luego se usarian como indculo, se utilizaron plantas trampas de la familia

Asteraceae (Tajetes patula) conocida comunmente como margarita, cultivadas en sustrato
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compuesto por arena, vermiculita y turba en una proporcién 2:2:1 mas 25 g de suelo nativo
mas esporas aisladas Después de 6 meses se evaluo la colonizacién de las raices, las
cuales fueron cortadas y mezcladas con el sustrato obteniendo asi el inoculo para ser

aplicado en plantulas de araucaria.
5.4 Aislamiento de hongos endoéfitos

Para el aislamiento de hongos enddfitos se utilizaron aciculas (hojas) y raices de Araucarias
obtenidas del Parque Nacional Nahuelbuta, para ello se utilizé la metodologia de Vaz et al.
(2014). Para ello, la raices fueron lavadas cuidadosamente para eliminar toda la tierra, luego
lavadas con agua destilada estéril, posteriormente se esterilizaron superficialmente
utilizando hipoclorito de sodio al 10% por 10 min y etanol al 70% por 1 min, y para las
aciculas hipoclorito de sodio al 2% por 3 min y etanol 75% por 30 s. Las raices y aciculas al
finalizar la esterilizacidn superficial fueron lavadas con abundante agua destilada estéril. Las
raices y aciculas ya esterilizadas se cortaron de unos 5 mm aproximadamente y se
colocaron en placas Petri con extracto de malta agar (EMA) 1% durante 7 dias, luego se
aislaron las cepas obteniéndose un total de 37 hongos enddfitos, los cuales fueron
identificados mediante herramientas moleculares (datos no mostrados) de los 37 enddfitos
se utilizaron 4 especies para ser inoculadas en A. araucana. Phialocephala fortinii,
Penicillium melinii, Umbelopsis dimorpha y Preussia cymatomera, estas especies fueron
cultivadas en 250 ml de medio liquido de extracto de malta 1% durante 1 mes,
posteriormente el micelio fue filtrado y la biomasa micelial se mezclé con agua destilada y

se trituro durante 5 s. utilizando minipimer para utilizar posteriormente como inoculo.
5.5 Inoculacién de plantulas de A. araucana y ensayo de estrés hidrico

Se utilizaron 96 plantulas de A. araucana obtenidas de semillas (pifilones) germinadas en el
invernadero de Universidad de Concepcion, después de 8 meses desde la germinacion las
plantulas de A. araucana se trasplantaron a bolsas de plasticos con suelo esterilizado
compuesto de turba y perlita en proporcion 1:1. Para la inoculacion de A. araucana se
utilizaron 25 g de in6culo de HMA (ver 5.3) aplicados directamente en las raices de las
plantulas. Para la inoculacion del consorcio de HE las plantulas de Araucarias fueron
inoculadas con 10 ml de micelio triturado (1.5792 g de inoculo/planta) aplicadas con un
jeringa directamente en el sistema radical de la planta (en tres puntos) dejando colonizar las
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raices durante 5 meses. Las 96 plantulas se organizaron en diferentes tratamientos (Fig.2),
siendo distribuidas de manera aleatoria en el invernadero con rotaciones sucesivas. Los
ensayos fueron mantenidos a riego 1 a 2 veces por semana durante 5 meses.
Posteriormente se sometieron a diferentes tratamientos hidricos al 100%, 75% y 25% segun
metodologia de Zarik et al. (2016). Para ello se pes6 una maceta con suelo seco
obteniéndose (P1) luego esta maceta se rego hasta saturacion dejandola escurrir por 24 h
para luego obtener P2, la diferencia entre P2-P1 correspondié al 100% de capacidad de
campo, para obtener el volumen de agua para los tratamientos de 75% y 25% se calcularon
de la siguiente manera: 0.75 x (P2 — P1),0.25 x (P2 — P1). Las plantulas fueron regadas 3

veces por semana durante 2 meses bajo estos tratamientos de agua.

HMA+HE HMA HE Control
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Fig. 2. Esquema de tratamientos hidricos y sus respectivos indculos. HMA: hongos micorricicos arbusculares;
HE: hongos enddfitos.

5.6 Evaluacién del porcentaje de colonizacién de HMA y presencia de endéfitos

Terminado los 5 meses de colonizacion se retiraron muestras de raices de las plantulas
inoculadas con HMA y HMA+HE. Se procedié segun la metodologia de Padamsee et al.
(2016). Las raices fueron lavadas con agua de grifo y almacenadas con etanol al 70% en
tubos de centrifuga, luego se eliminé el etanol para colocar las raices en KOH al 10% por 1
hr a 95°C en un calefactor, terminado ese tiempo se lavaron tres veces con agua destilada
mas hipoclorito de sodio para eliminar KOH y se cortaron las raices dejandolas de 1 cm

aprox. Luego se agrego HCI al 10% en las raices por 3 min, después se eliminé el HCl y se
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agrego azul de tripano por 1 h a 95°C en baifo de agua. Posteriormente se elimino el exceso
de tincion colocando las raices en lactoglicerol diluido y finalmente observadas en
microscopio 6ptico motic BA-310. El porcentaje de colonizacién de HMA y la presencia de
HE se estimé observando vesiculas, arbusculos y micelio para los HMA y micelio de septo
oscuro mas microesclerosios para los HE, mediante el método de intercepcidon de linea
(Phillips y Hayman 1970).

5.7 Eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il (Fv/Fm)

Finalizada las 8 semanas de estrés hidrico se midio la eficiencia cuantica maxima del
fotosistema Il (Fv/Fm) de las hojas de Araucaria, usando un fluorimetro Hansatech modelo
pocket PEA Chlorophyll fluorimeter. Las mediciones se realizaron en hojas adaptadas a la
oscuridad usando clips de hojas durante 20 min. El calculo fue realizado por el instrumento
a partir de la relacion de fluorescencia de clorofila (Fv/Fm) que refleja la eficiencia cuantica
maxima del PSII (Aghai et al. 2019).

5.8 Contenido relativo de agua (CRA)

De acuerdo a la metodologia de Yamasaki y Dillenburg (1999) con modificaciones para
obtener el CRA, las hojas se recolectaron de la seccién media de las plantulas, se pesaron
inmediatamente obteniendo el peso fresco (PF). El peso fresco obtenido de cada muestra
estuvo por encima del minimo de 0.5 g. Para la obtencién del peso turgente (PT) se
colocaron las hojas en agua destilada durante 24 h dentro de placas Petri cerrada. Luego
se pesaron periédicamente hasta peso constante, finalmente las hojas fueron secadas en
horno durante 48 h a 72°C obteniéndose el peso seco (PS). La ecuacion utilizada para el

calculo fue:

CRA (%) = [(PF — PS)/ (PT — PS)] * 100.

5.9 Concentracién de pigmentos fotosintéticos

Para la obtencion de los pigmentos fotosintéticos se utilizé la metodologia de Aroca (2001),
se extrajeron 3 discos foliares de 5mm cada uno de la tercera hoja, siendo sumergidos en
1 ml de acetona (80% v/ v). Posteriormente, se calent6 a 80 ° C durante 10 min para extraer

los pigmentos. La absorbancia de los extractos se midié a 470, 646,8 y 663,2 nm con un
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espectrofotometro. Los coeficientes de extincidon y las ecuaciones utilizadas fueron
reportados por Lictenthaler (1977). Dichos ensayos fueron llevados a cabo en CIMYSA

(centro de investigacion y sustentabilidad agroambiental) de la Universidad de la Frontera.
6.0 Asimilaciéon de CO;

Para la asimilaciéon de CO: se utilizé el equipo targas-1, las mediciones fueron realizadas
durante la mafana (entre las 9:00 y 12:00 h) y se utilizaron 3 réplicas por tratamiento. Para
las mediciones de CO2 de las aciculas de araucaria se adapté uno de los accesorios del
equipo, la camara de respiracion de suelo SRC-2 (en modo CPY), obteniendo la asimilacion
de CO2 (valores negativos) o respiracion (valores positivos). Las condiciones de las medidas
fueron 1000 pmol m? s, temperatura 22°C y una concentracion de CO2 de 400 umol.

6.1 Variables morfolégicas y tasa de mortalidad

Para realizar las respectivas mediciones alométricas se utilizo regla métrica y pie de metro,
las plantas fueron diseccionadas con bisturi, la raiz fue cortada desde su primera proyeccién
en el tallo, el tallo fue considerado entre el meristema apical y antes de la primera proyeccion
de la raiz. Para la medicién del diametro del tallo (DAC: diametro a la altura del cuello) se
realizd la medida en la zona inferior, antes de la primera proyeccion de una raiz.
Posteriormente las plantulas fueron diseccionadas, separando la parte aérea y radicular las
cuales fueron secadas en estufa a 72 °C por 48 horas obteniéndose el peso seco (g). Para
obtener la mortalidad de las plantulas se calculé como la frecuencia de plantulas que

murieron al finalizar el experimento.
6.2 Determinacion de prolina foliar

La determinacién colorimétrica de la prolina se realiz6 de acuerdo a Bates et al. (1973)
basado en la reaccion de la prolina con la ninhidrina. Se obtuvieron muestras de 0,5 g de
hojas de la seccién media de la plantula, las cuales fueron molidas usando nitrégeno liquido
y almacenadas en tubos de centrifuga. Para comenzar la extraccion de prolina se agregaron
10 ml de acido sulfosalicilico al 3% a cada tubo, luego se agitaron las muestras en shaker a
250 rpm por 60 min. Posteriormente, se filtr6 cada muestra usando papel filtro Whatman
n°1, al filtrado se agregaron 2 ml de ninhidrina mas 2 ml acido acético glacial dejando las
muestras durante 1 hora en agua a 100° C. A continuacion las muestras se enfriaron en

agua con hielo dejando reposar por 15 min, luego se agregaron 4 ml de tolueno y se agitaron
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en vortex por 60 s, se colecto fase superior de la reaccion y finalmente se midio la
absorbancia a 520 nm. La concentracién de prolina se calcul6é utilizando la curva de

calibracion obtenida previamente (Anexo1).

6.3 Analisis estadisticos

La normalidad de los datos y la homogeneidad de la varianza se evaluaron mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. La significacion estadistica se
determin6 usando el test de tukey (p < 0.05), Ademas, se realiz6 un ANOVA factorial para
evaluar el efecto de la doble inoculacién y niveles de riego en las plantulas. Para lo analisis,
los valores porcentuales fueron transformados a través de ArcosinV(x/100). Los analisis

estadisticos se realizaron utilizando el software STATISTICA ver. 10 (Statsoft).
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VIl. Resultados

7.1 Porcentaje de colonizacion

Los porcentajes de colonizacion obtenidos en raices de araucaria, mostraron una alta
colonizacion por parte de las plantas inoculadas con HE y HMA+HE después de 5 meses
de su inoculacion (Fig.3) alcanzado un 58% para el grupo HE y 60% para los HMA+HE,
siendo estos valores significativamente mas altos en comparacion con las plantas
inoculadas solo con HMA, las cuales presentaron un 33% de colonizacidon. Las raices
inoculadas con HMA presentaron escasa cantidad de arbusculos y vesiculas, pero una gran
cantidad de micelio en las células. Sin embargo, la colonizacién por parte de los HE mostro

gran cantidad de estructuras como microesclerosios e hifas melanizadas (Fig 4).
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60 1

40 1

% Colonizacion
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Fig. 3. % Colonizacion en plantulas de A. araucana previo al tratamiento de sequia. Letras diferentes en cada
barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P < 0.05 (ANOVA, test de tukey)

Fig. 4 Estructuras del hongo enddfito Phialocephala fortinii. M: microesclerocios; H: hifas melanizadas.
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7.2 Variables morfolégicas y tasa de mortalidad

Las plantulas inoculadas con HMA y HMA+HE al 100% de riego, presentaron una altura
significativamente mayor en comparacion al grupo control. La altura obtenida en plantulas
de araucaria no presento diferencias significativas en ninguno de los tratamientos aplicados
al 25y 75% de riego (Fig.5) (comparado en forma independiente). Sin embargo, al 100% de
riego se observé que HMA y HMA+HE presentaron mayor altura siendo esta diferencias
significativas. Por otro lado, para el diametro de las plantulas en general se observé mayores
valores al 100 % de riego, siendo estas diferencias significativas si se comparar con el 25

% de riego, a excepcion del grupo control que no presento diferencias significativas (Fig.6).
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Fig.5. Altura de plantulas de A. araucana bajo diferentes tratamientos hidricos e in6culos fungicos, Letras
diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P < 0.05 (ANOVA, test

de tukey)
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Fig. 6. Diametro altura de cuello (DAC) en plantulas de A. araucana bajo diferentes tratamientos hidricos e
indculos fungicos, Letras diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un
P < 0.05 (ANOVA, test de tukey)

La biomasa aérea en general mostro mejor respuesta en los tratamientos que contaban con
la aplicaciéon de HMA y HMA+HE al 100 y 75% de riego. Sin embargo, el grupo control al
25% de riego se observo la menor produccion de biomasa aérea, siendo estas diferencias
significativas si se comparan con riego al 25% con los tratamientos de HMA y HMA+HE
(Fig.7). Para los resultados de biomasa radical el grupo HE al 25% de riego presento una
menor biomasa, siendo esta significativamente mas baja en comparacion con las plantas
inoculadas con HMA y HMA+HE al 25% de riego.
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Fig.7. Biomasa de plantulas de araucaria, a: Biomasa aérea; b: Biomasa radicular. Letras diferentes en cada
barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P < 0.05 (ANOVA, test de tukey)

La tasa de mortalidad obtenida al finalizar el experimento mostro que las plantulas
inoculadas con HMA+HE, presentaron solo un 25% de mortalidad ante el estrés por sequia
seguido del grupo inoculado con HMA alcanzando 50% de mortalidad. En cambio las
plantulas inoculadas con HE obtuvieron la mayor tasa de mortalidad de un 87,5% finalizado

el experimento (Tabla 1).
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Tabla. 1. Tasa de mortalidad en porcentaje para plantulas de Araucaria araucana bajo diferentes tratamientos
hidricos e indculos fungicos,

Tratamiento Control HE HMA HMA+HE
hidrico

100% 0% 0% 0% 0%

75% 0% 0% 0% 0%

25% 75% 87,5% 50% 25%

7.3 Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm)

Las mediciones realizadas después de dos meses de tratamiento hidrico con diferentes
niveles de riego, mostraron que el grupo de plantulas de Araucaria inoculadas con HE y el
grupo control a un 25% de riego, obtuvieron el menor rendimiento fotosintético sin
diferencias significativas entre estos dos grupos, con un Fv/Fm de 0.39 y 0.44
respectivamente (Fig.8). Sin embargo, los grupos de plantulas inoculadas con HMA y

HMA+HE a un 25% de riego, presentaron valores de Fv/Fm dentro del rango éptimo.

1,0

I 100%
1 75%
I 25%
a a
0,8 - a , a 2
T . I a
a
% a
0,6
£
; ; b
'8
0,4
0,2
0,0 - T e am T
control HE HMA HMA+HE
Inoculo

Fig.8. Rendimiento cuantico maximo del Pll en plantulas de A. araucana bajo diferentes tratamientos hidricos
e inoculos fungicos, Letras diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre tratamientos con
un P < 0.05 (ANOVA, test de tukey)
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7.4 Contenido relativo de agua

El contenido relativo de agua obtenido de las hojas de araucaria, mostro que las plantulas
inoculadas con HE bajo estrés por sequia (25% de riego) presento la mayor pérdida del
contenido de agua foliar, siendo estadisticamente significativo con todos los demas
tratamientos excepto con el grupo control al 25% de riego. El porcentaje de agua perdida
del grupo HE fue del 25% en comparacion con las plantulas regadas al 100% usando el
mismo inoculo, y de un 33% para el grupo control (Fig.9). Sin embargo, las plantulas
inoculadas con HMA y HMA+HE regadas con un 25% de agua, mantuvieron un contenido
relativo de agua foliar del 61% y 66% respectivamente, en comparacion con las plantulas

regadas al 100% y 75%, sin mostrar diferencias significativas.
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Fig.9. Contenido relativo de agua (CRA) bajo diferentes tratamientos hidricos e inéculos fungicos, Letras
diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P < 0.05 (ANOVA, test de
tukey)
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7.5 Concentracion de pigmentos fotosintéticos

Los resultados obtenidos para la concentracion de clorofila total, mostro que el grupo control
y las plantulas inoculadas con HE y HMA, no presentaron diferencias significativas al 25%
de riego. En cambio el grupo inoculado con HMA+HE al 25% de riego, fue significativamente
mayor en comparacion con los demas tratamientos, alcanzando una concentracién de
pigmentos totales de 9,5 mg cm? (Fig.10). Por otro lado, el grupo inoculado con HMA al
100% de riego, fue el que obtuvo la menor concentracion de pigmentos en comparacion con

los demas tratamientos al 100% de riego.
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Fig.10. Contenido de clorofila total en aciculas de araucaria bajo diferentes tratamientos hidricos e indculos
fungicos, Letras diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P < 0.05
(ANOVA, test de tukey)

Los resultados para la clorofila a, b y carotenoides se muestran en la (Tabla 2). El grupo
inoculado con HMA+HE con un 25% de riego, presento la mayor concentracion de clorofila
a, siendo significativamente mayor a los demas tratamientos. En cambio, para el contenido
de clorofila b al 25% de riego no se obtuvieron diferencias significativas entre todos los
grupos expuestos a estrés por sequia. Sin embargo, la concentracion de carotenoides
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obtenida por el grupo HMA+HE fue significativamente mayor a los demas grupos expuestos

a estrés por sequia.

Tabla. 2. Efecto de la sequia en plantulas inoculadas con HE y HMA y su incidencia en los pigmentos
fotosintéticos de aciculas de A. araucana.

Inoculo Clorofila a (mg) Clorofila b (mg) Carotenoides (mg)
Control  100% 5.96 £ 0.3 abc 2.62+0.24 ab 2.6 £0.15 bc
Control  75% 5.48 + 0.4 bcde 1.73+0.09d 2.4 +£0.17 cde
Control  25% 5.14 + 0.6 cde 1.84+£0.24 cd 1.8+0.06 f
HE 100% 6.04 + 0.7 abc 2.41 +0.25 abcd 24+0.19cd
HE 75% 5.92 £ 0.3 abc 2.33 £ 0.20 abcd 25+0.23 cd
HE 25% 4.55 + 0.6 cde 1.94 + 0.32 bcd 1.8 +0.10 ef
HMA 100% 393+04e 1.73+0.14d 1.7+025f
HMA 75% 4.79 + 0.5 cde 1.90+0.11cd 2.1 £ 0.10 cdef
HMA 25% 4.28 + 0.3 de 1.80£0.18 cd 1.9 £0.10 def
HMA+HE 100% 7.12+04 a 2.83+0.26 a 35+0.16 a
HMA+HE 75% 5.55 + 0.3 abcd 2.11 £ 0.02 bed 25+0.13 cd
HMA+HE 25% 7.04+0.2ab 2.49 + 0.07 abc 3.2+0.21ab

Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas entre tratamientos con un P < 0.05
(ANOVA, test de tukey)

7.6 Asimilacion de CO,

Las tasas de asimilacion de CO2 para los grupos de plantulas con 75% de riego mostraron
la mejor respuesta a la asimilacion de COa. Por otra parte las plantulas con 25% de riego
como el grupo control (32.7 ppm) y HE (16.3 ppm) fueron afectadas por el estrés por sequia
presentando fotorrespiracion. El grupo inoculado con HMA y HMA+HE al 100% y 25% de
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riego presentaron tasas de asimilacion de CO: similares (-28.0 y -28.6 ppm; -48.3 y -46.0
ppm respectivamente) de estos grupos las plantulas al 25% de riego mostraron asimilacion
de CO:2 estable ante el estrés por sequia en comparacion con los grupos control y HE
(Fig.11).
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Fig.11. Asimilacion de CO2 en partes por millén de plantulas de Araucaria. Valores negativos indican
asimilacion de CO: y valores positivos liberacion de CO-.

7.7 Determinacién de prolina foliar

Las concentraciones de prolina obtenidas después de 2 meses de tratamiento, mostraron
que el grupo control, HE y HMA+HE al 25% de riego, obtuvieron las mayores
concentraciones de prolina, siendo estas significativamente superiores en comparacion a
los demas tratamientos (Fig.12). Sin embargo, el grupo de plantulas de araucarias
inoculadas con HMA al 25% de riego, presento bajas concentraciones de prolina bajo estrés
por sequia. En general los tratamientos hidricos aplicados al 100% y 75% de agua de todos

los tratamientos obtuvieron bajas concentraciones de prolina.
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Fig.12. Contenido de prolina de aciculas de araucarias bajo diferentes tratamientos hidricos e indéculos
fungicos. Letras diferentes en cada barra indican diferencias significativas entre tratamientos con un P < 0.05

(ANOVA, test de tukey)

7.8 Analisis correlacion de variables

En resumen de todas las variables estudiadas y sus interacciones se realiz6 un analisis
de correlacion Tabla 3. Se observaron correlaciones altamente significativas de las cuales
se destacan las variables mas importantes: Se obtuvieron correlaciones positivas entre
rendimiento fotosintético (Fv/Fm), contenido relativo de agua, asimilacion de CO2, pigmentos
totalesy variables morfoldgicas. Por otra parte, las correlaciones negativas obtenidas fueron

entre la prolina, rendimiento fotosintético, contenido relativo de agua y diametro del tallo.
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Tabla 3. Analisis de correlaciéon de variables. ns: P>0,05; *: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001

Valores de p en verde correlacion positiva, en amarillo correlacion negativa.

Fv/Fm
Carot
CloT
Clora
Clorb
CRA
Cco2
Altura
DAC

Bio
Aer

Bio
Rad

VIIL.

Carot

,2701
ns
1,0000

CloT

,3508

*

,7917

% %k %k

1,0000

Discusion

Clora

,1450
ns
,8970

% %k %k

,8182

% %k %k

1,0000

Clorb

,1739
ns
,7509

% %k %k

,7619

% %k %k

,8280

% %k %k

1,0000

CRA

, 7739

k% %

,3825
*
,2505
ns
,2029
ns
,1558
ns
1,0000

co2

,6536

k% %

,5145

%k %k %

,3936
*
,3145
Ns
,2389
ns
,6313

k% %

1,0000

Altura

,4390
%k %k %
,1162
ns
,0900
ns
-,0358
ns
,1099
ns
,3586
*
,2745
ns
1,0000

DAC

,5159

k% %

,3876
*
,2416
ns
,2555
ns
,3181
ns
,5274

% %k %k

4977

* ¥

,6365

k% %

1,0000

Bio
Aer
,3479

*

,3461
*
,1727
ns
,0946
ns
,1963
ns
4167

*

,5080

* ¥

,6194

k% %

,6173

k% %

1,0000

Bio
Rad
,5384

k% %

,5230

% %k %k

/4486

* ¥

,3500

*

,3790

*

,5876

k% %

,5737

k% %

4847

* ¥

4245

* ¥

,6062

% %k %k

1,0000

Prolina

-,6262

% %k %k

-,0062
ns
,0995
ns
,1913
ns
,0468
ns
-,5825

* %k %k

-,4844

* ¥

-,4662

* ¥

-,5413

* %k %k

-,4601

* ¥

-,4887

* ¥

El estrés hidrico es un factor predominante de los suelos donde crece Araucaria

araucana, con suelos poco profundos y material de escoria volcanica, dichas caracteristicas

edaficas estan mas expuestas a la actual sequia (Garreaud et al. 2017). Se sabe que las

diferentes especies de Araucarias son altamente resistentes a la sequia, con mecanismos

que involucran altos niveles de acido abscisico (ABA) convirtiéndolas en especies

fuertemente isohidricas, con un eficiente cierre estomatico (Brodribb et al. 2014; Zimmer et

al. 2016). Ademas de generar asociaciones simbioticas con microorganismos del suelo, que

les permiten tolerar episodios de sequia prolongada (Wu 'y Zou 2017). Para esto se realizo
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una investigacion con plantulas de araucaria sometiéndolas a estrés por sequia durante 2
meses. Los porcentajes de colonizacion de HMA obtenidos fueron bajos en comparacion
con los hongos endodfitos, esto podria explicarse debido a que los porcentajes de
colonizacion por parte de los HMA estan sujetos a multiples factores ambientales,
fisiologicos y fenologicos de las plantas (Bueno et al. 2018), uno de esos factores es el
aumento de humedad en el suelo y una disminucion del oxigeno inhibiendo el desarrollo de
micorrizas en raices (Xue 2004; Wu et al. 2013 ), este factor podria explicar la baja
colonizacion presentada en raices de araucaria, debido a que fueron inoculadas en otofio
pasando por la temporada de invierno con riego de 1 a 2 veces por semana lo que podria

haber provocado un exceso de retencion de humedad en el suelo.

Las plantulas inoculadas con HE, HMA y HMA+HE presentaron el mayor incremento
en altura bajo condiciones éptimas de riego (100%), en comparacion con los controles, en
cambio, las plantulas expuestas al 25 % de riego (independiente del in6culo aplicado) no
presentaron ningun efecto significativo en la altura y el diametro de las plantas, esto podria
deberse a que A. araucana es una especie de lento crecimiento donde se ha reportado un
crecimiento en altura entre 3.10 y 3.55 cm al afno (Gonzales 1998). Sumado a ello, los 7
meses que duro el estudio (5 meses de colonizacion y 2 meses de estrés hidrico) no fue
tiempo suficiente para observar cambios morfolégicos importantes en los grupos sometidos

a estrés (entendiendo el lento crecimiento de Araucaria).

La biomasa aérea presentd mayor incremento en las plantulas de araucaria inoculadas
con HMA y HMA+HE al 100% de riego e incluso al 25% de riego presentaron mayor
produccion de biomasa en comparacién al grupo control, esto puede estar dado por el efecto
beneficioso que pudiese generar la asociacion con HMA en una mayor captura de agua y
de nutrientes que estimulen su crecimiento (Toju y Sato 2018), esto no se observo para el
grupo de los HE los cuales no presentaron diferencias con el control. Situacion similar se
observo con la produccidén de biomasa radicular donde los tratamientos que contemplaron
aplicacion de HMA independiente del tipo de riego presentaron la mayor produccién de
biomasa radicular. Los efectos de un consorcio de hongos enddfitos, sobre la biomasa de
las plantulas sometidas a estrés (25% de riego) fueron negativos, afectando principalmente
a las raices (Fig.7). Pero en situacion de riego optimo (100% y 75%) los HE no tuvieron
efectos negativos sobre las plantulas de araucaria. Sin embargo, los efectos de los enddfitos
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mejoraron al interaccionar con los HMA, obteniéndose diferencias significativas sobre la
biomasa en comparacién con el grupo control. Los estudios realizados en endofitos fungicos
como P. fortinii, han mostrado una disminucién en la biomasa de las plantas relacionada
con el aumento de temperatura y la sequia. Sin embargo esta cepa protege las raices de
ataques de patdgenos e incrementa el nivel de cera en las aciculas, debido a una regulacion
de los diferentes nutrientes necesarios para la planta (Tellenbach et al. 2011; Reininger y
Sieber 2012;). Otras cepas fungicas que se han aislado de coniferas son las especies de
Penicillium spp, estas cepas son dominantes en las raices de las coniferas junto a las
especies de Phialocephala spp, segun el estudio realizado por Ridout et al. (2017), estas
especies serian xerotolerantes soportando ambientes secos, pero se desconoce si esta
capacidad de tolerar ambientes secos, puede ser otorgada via simbiosis a la planta.
Estudios al respecto se han realizado solo en gramineas, donde se ha obtenido esta
tolerancia via simbiosis utilizando HE del grupo clavicipitaceous, que solo pueden colonizar
pastos y no especies lefiosas (Rodriguez et al. 2008; Redman et al. 2011). Por otro lado los
estudios realizados en especies de Umbelopsis spp. reportan que es un enddéfito que crece
en tejidos del xilema de la raiz frecuentemente en especies de coniferas, con resistencia al
calor, aunque los roles ecolégicos de Umbelopsis aun son indeterminados (Hoff et al. 2004).
Los resultados obtenidos en plantulas de araucaria sometidas a sequia sugieren que los HE
no le otorgaron una mayor biomasa radicular y tolerancia a dicho estrés. Sin embargo, Los
analisis realizados en la eficiencia del fotosistema Il (Fig.8) mostraron que las plantulas de
araucaria, son altamente dependientes de la simbiosis micorricicas. Estas asociaciones han
mostrado en diferentes estudios que las plantas toleran el estrés por sequia, al aumentar la
biosintesis de componentes antioxidantes enzimaticos como superoxido dismutasa,
catalasa y peroxidasa, protegiendo del dafo oxidativo a los centros de reaccion fotoquimico
(Zhang et al. 2010; Abbaspour et al. 2012; Zarik et al. 2016). Como se pudo observar en los
grupos que contenian HMA y HMA+HE bajo un estrés por sequia, mantuvieron estable el
rendimiento fotosintético (Fv/Fm) mejorando la tolerancia al estrés, resultados similares se
han obtenido en Robinia pseudoacacia inoculada con Rizofagus irregularis, la cual obtuvo
valores estables de Fv/Fm sometida a estrés por sequia (He et al. 2017). Por otro lado, los
efectos de la sequia en los grupos de plantulas inoculadas con HE redujeron drasticamente
el Fv/Fm, a pesar de tener una alta colonizacién en raices. Segun Murata y Takahashi
(2008) al producirse una disminucion de la fotoquimica aumenta la absorcion de la energia
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fotdnica, la cual desencadena la produccidn de especies reactivas de oxigeno, dificultando
la sintesis de la proteina D1 fundamental para el funcionamiento del fotosistema Il. En este
caso se sugiere que los hongos enddfitos no presentaron funcion protectora para la plantula,
aumentando la evidencia que los hongos enddfitos que colonizan plantas sometidas a estrés
abioticos, pueden actuar como parasitos oportunistas o en este caso como hongos
comensalistas (efecto neutro) incrementando la carga metabdlica de la planta (Ahlholm et
al. 2002; Kogel et al. 2006). Este tipo de comportamiento disminuiria la tolerancia de las
plantas al estrés abiotico como se ha verificado en el estudio realizado con HE y HMA por
Wezowicz et al. (2017).

Los resultados con respecto al contenido relativo de agua, mostraron que las plantulas
inoculadas con HMA y HMA+HE presentaron mayor porcentaje de agua bajo estrés por
sequia, en comparacion con el grupo control y HE (Fig. 9). Resultados similares se han
obtenido en trabajos realizados en Cupressus atlantica, Casuarina equisetifolia y Citrus
tangerine (Wuy Xia. 2006; Ouahmane et al. 2007; Zhang et al. 2010) los cuales muestran
porcentajes de agua estables ante el estrés por sequia. Estos resultados son debido a que
las micorrizas mejoran la adsorcion de agua a través de la red de hifas, que se extienden
mas alla de la propia raiz de la planta, ademas de generar cambios morfolégicos en las
raices de las plantas (Liu et al. 2017). También un mayor contenido de agua foliar podria
explicarse mediante la produccion de glomalina como se ha descrito por Chavez et al. (2020)
en suelos donde se desarrolla A. araucana, sustancia que podria retener una mayor
humedad favoreciendo el status hidrico de la planta (Zou et al. 2013). Ademas, un estudio
indica que la inoculacion con HMA muestran una produccion mejorada de ABA (acido
abscisico), fitohormona relacionada con el cierre de estomas, regulando de manera eficiente

la evapotranspiracion (Calvo et al. 2013).

Las concentraciones de pigmentos fotosintéticos que se obtuvieron no mostraron
diferencias significativas entre los grupos control, HE y HMA bajo estrés por sequia (25%
de riego), donde el efecto del inoculo no tuvo ningun impacto sobre el contenido de clorofila
a, b y carotenoides (Tabla 2). Estos resultados concuerdan con lo encontrado en un estudio
en citrus, donde el contenido de pigmentos no aumenta en presencia de HMA bajo estrés
por sequia (Wu y Xia 2006). En otro estudio realizado en abeto y cedro inoculados con
consorcio de endofitos bajo estrés por sequia, no mostro diferencias significativas entre
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tratamientos con y sin inoculo después de 180 dias de tratamiento (Aghai et al. 2019). Por
otro lado, las plantulas de araucaria inoculadas con HMA+HE tuvo un impacto significativo
bajo estrés por sequia (riego 25%), obteniéndose las mayores concentraciones de clorofila
a y carotenoides. Resultados similares se encontraron al inocular plantas de Verbascum
lychnitis con HMA y HE, en este estudio se verifico que el aumento en los pigmentos
depende con qué tipo de enddfito interaccionan los HMA, ya que otras interacciones no
obtuvieron concentraciones de pigmentos significativas (Wezowicz et al. 2017). Se sabe que
mayores concentraciones de carotenoides permiten a las plantas mejorar la capacidad
antioxidante bajo un estrés abiotico, ademas, de proporcionar precursores para la sintesis
de ABA y estrigolactonas, fitohormonas esenciales para tolerar un estrés abiético y mejorar
la colonizacion de HMA en las raices de las plantas (Al-Babili y Bouwmeester 2015; Pandey
et al. 2016).

La capacidad de asimilacion de CO2 por parte de las plantas esta influenciada por
diferentes factores ambientales que les rodea. Donde altas temperaturas, sequia y salinidad
pueden provocar una reduccién en la tasa de asimilaciéon de CO: (Qaderi et al. 2019). El
estrés por sequia induce el cierre de estomas para minimizar la pérdida de agua,
provocando una disminucion en la asimilacion de CO2 (Hamim 2004). Los porcentajes de
agua foliar encontrados en los grupos control y HE bajo sequia, se correlacionan con una
baja eficiencia fotosintética y reducida asimilacion de CO: (Fig. 11), se sabe que una
reduccion en la fotosintesis es provocada por la limitacion estomatica, como cierre de
estomas o limitacion no estomatica, basado en alteraciones bioquimicas como regeneracion
de la rubisco y proteina D1 del PII (Signarbieux y Feller 2011). Una investigacion realizada
en Robinia pseudoacacia sometidas a salinidad mostraron que las plantas inoculadas con
Rizofagus irregularis mantuvieron una asimilacion de CO: estable sometidas a altas
concentraciones de NaCl (Chen et al. 2017) estos resultados concuerdan con los obtenidos
en araucaria inoculada con HMA, debido a que el estrés por sal y sequia provoca el mismo
efecto, una disminucion en la entrada de agua a la planta (Sanchez-Blanco et al. 2014). Por
otro lado, estudios realizados por Manter et al. (2000) en Abeto Douglas colonizados con el
hongo enddfito Phaeocryptopus gaeumannii encontraron una disminucion en la asimilacion
de CO,, afectando el crecimiento de la planta, esto debido a que las estructuras del hongo
como hifas y cuerpos fructiferos se alojaban en los estomas bloqueando el ingreso del COa.
Ademas, Kimberley et al. (2010) encontraron una relacion entre la patogenicidad del hongo
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con el aumento de humedad y temperatura. Estos estudios podrian correlacionarse con los
resultados obtenidos en este trabajo, donde las cepas de enddéfitos no mostraron una
simbiosis mutualista para mejorar la asimilacion de CO: en plantulas de araucaria, las cuales

fueron sometidas a altas temperaturas (25°C a 37°C) ademas de la restriccion hidrica.

Las interacciones entre plantulas de araucaria con HE y HMA sometidas a un 25% de
agua, presentaron altas concentraciones de prolina. Se sabe que las plantas bajo
condiciones estresantes acumulan diferentes tipos de osmolitos (Serraj y Sinclair 2002). La
prolina es uno de los osmolitos que aumentan bajo condiciones de sequia o salinidad, esto
permite utilizarlo como biomarcador indicativo de estrés abiotico (Schiop et al. 2015), este
osmolito mantiene la turgencia celular y el equilibrio osmaético evitando la fuga de electrolitos
(Hayat et al. 2012). En este estudio las plantulas del grupo control y HE fueron las mas
afectadas bajo un tratamiento de 25% de agua, presentando altas concentraciones de
prolina (Fig.12), resultados similares se obtuvieron en un estudio realizado en la conifera
Picea abies sometida a sequia sin inoculacion de HMA o HE, presentando un importante
incremento de prolina a los 48 dias de tratamiento (Ditmarova et al. 2009). Por otra parte el
grupo inoculado con HE también presento una alta concentracion de prolina, pero con una
alta tasa de mortalidad, estos resultados podrian indicar que los HE solo aumentaron el
estrés en las plantulas, como se observé en un trabajo realizado por Kia et al. (2018) en
Arabidopsis thaliana y Hordeum vulgare usando un consorcio de enddfitos bajo diferentes
condiciones abioticas, en este estudio los HE competian por los nutrientes y agua
presentando dependencia trofica, afectando la aptitud del huésped. Sin embargo, se
observo que el grupo de plantulas de araucaria inoculado con HMA presento la menor
concentracion de prolina. Resultados similares se obtuvieron en plantas de ciprés
inoculadas con HMA regadas con 25% de agua mostrando un bajo contenido de prolina
(Zarik et al. 2016). Estudios al respecto han encontrado que las plantas inoculadas con HMA
inhiben la sintesis de prolina, disminuyendo la actividad de la 1-pirrolina-5-carboxilato
sintetasa, a la vez que aumenta la actividad de la prolina deshidrogenasa (Zou et al. 2013;
Wu et al. 2017). Aunque estudios al respecto muestran resultados contradictorios, donde se
indica que al tener plantas inoculadas con HMA bajo estrés por sequia, aumentaria los
niveles de prolina en comparacion con las plantas no inoculadas (Zhang et al. 2014;



34

Hazzoumi et al. 2015), en cambio otros estudios muestran una disminucién de prolina en
plantas inoculadas con HMA bajo estrés por sequia o salinidad y un incremento de prolina
en plantas no inoculadas (Fan y Liu. 2011; Abbaspour et al. 2012). En este caso, los
resultados que se obtuvieron en las plantulas de araucaria mostraron una baja
concentracion de prolina inoculadas con HMA, mostrandose como un buen indicador de que
las plantas mejoraron su tolerancia al estrés por sequia segun los resultados obtenidos para
este tratamiento. Por otro lado la inoculacién de HMA+HE presento la mayor concentracion
de prolina a un 25% de riego, siendo este grupo el que obtuvo la menor tasa de mortalidad,
y variables fisioldgicas estables ante el estrés por sequia. Estos resultados sugieren que la
interaccién entre estos microorganismos son beneficiosas para las plantulas de araucaria,
debido a que los HE estimulan la sintesis de prolina (Saddique et al. 2018) y los HMA
atenuan los posibles efectos negativos de los enddfitos bajo estrés abiotico (Mrnka et al.
2009; Larimer et al. 2010; Reininger y Sieber 2012) manteniendo altos porcentajes de agua
en las hojas, ademas de nutrientes importantes para el desarrollo de las plantas, mejorando
notablemente la tolerancia al estrés por sequia (Begum et al. 2019). Estos resultados
sugieren la importancia de las interacciones entre microorganismos simbiontes, presentes
tanto en la rizosfera como en los 6rganos de las plantas, mejorando la tolerancia ante un

estrés abiotico.

Para finalizar, los analisis realizados en las diferentes variables mostraron una
correlacidn positiva entre las variables morfo-fisiologicas y el rendimiento fotosintético
(Fv/Fm) siendo altamente significativo, mostrando con esto que al haber un aumento en el
rendimiento fotosintético se produce un aumento de biomasa, lo mismo para el contenido
de agua foliar el cual aumenta a medida que mejora el Fv/Fm y la asimilacion de COx,
mostrando con esto una relacion directa en estas variables. Sin embargo la concentracion
de prolina presento una correlacion negativa la cual al aumentar provoco en la mayoria de
los tratamientos una disminucion en la biomasa, Fv/Fm, contenido de agua foliar, DAC y
altura, bajo estos resultados la prolina seria un buen bioindicador de estrés en plantulas de
araucaria. Aunque el grupo HMA+HE no mostro esta tendencia de correlacion negativa en
las variables, mostrando con esto una interaccion positiva entre ambos inéculos y sus
efectos en las diferentes variables morfo-fisiolégicas de las plantulas de araucaria,

mejorando la tolerancia al estrés por sequia.
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IX. Conclusién

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que los efectos de la sequia prolongada
en plantulas de Araucaria araucana sin inoculacion de HMA, afecta seriamente las variables
fisiolégicas con una alta tasa de mortalidad. Sin embargo, la inoculacion de HMA y
HMA+HE, presenta efectos positivos en Araucaria araucana, manteniendo estable variables
fisiolégicas tan esenciales como fotosintesis, asimilacion de CO.y contenido de agua foliar,

mejorando notablemente la tolerancia ante el estrés producido por sequia prolongada.

En cambio la inoculacién de un consorcio de HE en plantulas de araucaria, no presentaron
un aumento en la tolerancia al estrés por sequia, teniendo las plantas un comportamiento
muy similar al grupo control, donde se vieron afectadas variables fisiologicas de importancia
para las plantas. En este estudio la inoculacion de HE produjo una alta tasa de mortalidad,
al igual que el grupo control, sugiriendo con estos resultados, que este tipo de
microorganismos no mejorarian la tolerancia de las plantas de Araucaria al estrés por

sequia.

Se concluye que la inoculacion de HMA por si solo, o su interaccion con HE usados en este
estudio, son beneficiosas para las plantulas de A. araucana. Bajo estos resultados no se
rechaza la hipotesis 1. En cambio los hongos enddfitos en ausencia de micorrizas
arbusculares, y bajo condiciones abidticas estresantes como sequia, presentan un efecto
nulo o neutro en las plantulas de A. araucana. Bajo estos resultados se rechaza la hipotesis
2.
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XI. Anexo

Anexo 1.

Concetracion prolina
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Fig. 1. Curva de calibracion para prolina mediante el método de Bates et al. (1973)
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