Universidad de Concepcion

Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas

EFECTOS DE HONGOS ENDOFITOS EN EL METABOLISMO DEL

NITROGENO EN ARAUCARIA ARAUCANA (MOLINA) K. KOCH

POR JOSE MANUEL RETAMAL HERNANDEZ

Tesis presentada a la Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogréficas para

optar al grado académico de Magister en Ciencias con mencién Botanica

Dra. Luisa Bascunan — Profesora Guia
Dra. Marcia Gonzalez — Profesora Co-Guia
Junio 2026

Concepcidn, Chile



Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier

medio o procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento






AGRADECIMIENTOS

Quisiera expresar mi agradecimiento al Programa de Magister, por darme la oportunidad

de aprender sobre Botanica.

A mi tutora, la Dra. Luisa Bascunan, le agradezco por aceptarme como estudiante y
ensefarme este mundo de la Fisiologia Vegetal. Gracias por su confianza, dedicacion y

paciencia durante todo este proceso.

A mi cotutora, Dra. Marcia Gonzalez, por ser parte nuevamente en el proceso

académico, y apoyar en todo lo necesario para que finalizara con éxito esta etapa.

Agradezco también a los profesores de mi comisién, quienes contribuyeron
significativamente con sus valiosos comentarios, colaboraciones y orientacion desde el

inicio hasta la finalizacion de esta tesis.

Al Laboratorio de Fisiologia Vegetal, gracias por recibirme con generosidad y por crear
un ambiente de trabajo cercano, respetuoso y colaborativo. Un agradecimiento especial
a Paz, Eli y Enrique, quienes participaron activamente en el desarrollo de esta

investigacion.

A mi familia, especialmente a mi madre, Marilyn, por su amor y esfuerzo. A mi pareja,
Fernanda, por su apoyo, contenciéon y amor incondicional, junto a Dulce y Darin, quienes
fueron una fuente constante de alegria y motivacion. A mis amigos de toda la vida,

gracias por su carifio y apoyo permanente.

Finalmente, agradezco el financiamiento otorgado por los proyectos FONDECYT
1250741, Beca Magister Nacional ANID 2025 y Proyecto ANID 20CEIN2-142131, cuyo

respaldo hizo posible el desarrollo de esta investigacion.



INDICE DE CONTENIDOS

RESUMEN ... sssnssssssssnnnnnssnnnnnnnns 2
1.1 Metabolismo del N en plantas ... e 4
1.2 Hongos endofitos en el metabolismo de laplanta...................iee 10
1.3 Araucaria araucana (Molina) K. Koch (Araucariaceag)............cccccccvvueenennn.. 13

[ [T 0T0 (=T 1 U USPPPPRRPR 19

ODJEtiVO GENETAL ... 20
ODbjetivos ESPECITICOS ...uuuiii i 20

2 METODOLOGIA. ...ttt 21
2.1 Disefio experimental............coooiiiiiiiii e 21
2.2 Germinacion de pifiones de A. araucana...............cccceeeeeeeeeeieeiiiiiieee e, 22
2.3 Inoculacion de cepas fUNQICAS.........ceiiiieiiiiiiiicee e 22
24 Tratamiento NUEFCIONAL .............ooviiiiiice e 23
2.6 Condiciones de CreCimIiENtO .........oceviiiiiiiiiias e eeeeeeeees 25
2.7 Mediciones de crecimiento y biomasa...........cccuveiiiiiiiiii i 25
2.8 Determinacién de azucares totales, almidén y carbohidratos no estructurales.

26
2.9 Aminoacidos libres y proteinas solubles totales. .........cccccceeiiiiiiiiiiiiicennee, 27
2.10 Mediciones de la actividad enzimatica de NR, GS y GDH. ........................... 30
211 Contenido de Nitrégeno, carbono y composiciones isotopicas ..................... 32
212  Pigmentos fOtOSINTEICOS. ... ..uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 33
213  Analisis MetabolOmICO.........ooiiieii e 34
2.14  Amplificacion de ADN fUNgiCO €N raiCes...........uuuuuuummmmurmminiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnnnnns 37
2.15  Analisis eStadiStiCOS ......uuiiiiiiiiiiic e 39

3 RESULTADOS ..., 40
3.1 Efecto del nivel de N y de los HE en la biomasa aérea y radicular de
ArauUCAlr@ @raUCANA. ............ciii e e e e e e et e e e e e e e e e e e tata e e e e e aeeeeannan 40

3.3 Efecto del nivel de N y de los HE en aminoacidos libres totales (AAL) y
proteinas solubles totales (PST) ... 44

3.4 Efecto del nivel de N y de los HE en Pigmentos fotosintéticos ..................... 45



5
6

7.

VI

3.6 Efecto de los HE y nivel de N en el perfil metabolémico del tejido foliar de

plantulas de A. @raucCana ................uuuuiiii i 49
3.7 Efecto del nivel de N y de los HE en el contenido de nitrégeno, carbono y
relacion estequiométrica C/N Yy N/C ... 53
3.8 Efecto del nivel de N y de los HE en los isotopos 8'°N y 8'3C en hoja.......... 55
3.9 Colonizacion fangica en raices de Araucaria araucana................................ 56
3.10 Analisis multivariado de los efectos inducidos por los HE en las variables
relacionadas con el metabolismo de Ny C. ... 57
3.11  Resumen estadistico de los efectos de HE y nivel de N sobre variables
relacionadas con el metabolismo de Ny C en A. araucana .............cccccceeeeeeeeennennnn, 60
DISCUSION ..ottt 61
4.1 El incremento de biomasa en condiciones de LN no estuvo asociado a una
mayor acumulacion de N 0 C foliar ... 61

4.2 Los HE aumentaron la eficiencia de utilizacion de nitrdgeno mas que su
acumulacion €N tEJIAOS. .....i i 63

4.3 La Co-inoculacion incremento la actividad GDH desaminante y redujo
metabolitos claves del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA). .......ccvvvvviviiiiiiiinnnn. 65

4.4 Los HE modularon rutas asociadas al metabolismo del carbono, aminoacidos
y compuestos fendlicos en funcién de la disponibilidad de nitrégeno. ...................... 66

4.5 La respuesta diferencial del 515N en relacion con la colonizacién fungica... 71

4.6 Colonizacion diferencial entre Beauveria y Metarhizium segun la

disponibilidad de NItFOGENO ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 73
CONCLUSION ...t e e e e e e e e e e e e 75
BIBLIOGRAFIA ..ottt 77
ANEXOS ... e a e e e e e e e reees 90



VI

INDICE DE FIGURAS
EN TEXTO

Figura A. Esquema de la Asimilacién de Nitrogeno (N) y su relacion con el
Metabolismo del CarbonO............oiiii s 7

Figura B. Plantulas de A. araucana 30 dias aproximadamente después del
trasplante y tratamiento fUngiCo............coooii i, 24

Figura 1. Efecto de la inoculacion con HE y nivel de N sobre el crecimiento de
las plantulas. (A) Biomasa aérea; (B) Biomasa radicular, en condiciones de alto
nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). Los tratamientos corresponden a plantulas
no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y
Co-iNoCUlaCIiON (CO-l)..une 41

Figura 2. Contenido de carbohidratos en plantulas inoculadas con HE en
condiciones de alto nitrogeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). (A) azucares solubles
totales en tejido foliar; (B) azucares solubles totales radiculares; (C) almidon en
tejido foliar; (D) almiddn en raices; (E) carbohidratos no estructurales en tejido
aeéreo; (F) carbohidratos no estructurales enraices.............ccovviiiiiiiiinnnn... 43

Figura 3. Concentracién compuestos nitrogenados en hojas y raices de plantulas
inoculadas con HE en condiciones de alto nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN).
(A) aminoacidos libres en hojas; (B) aminoacidos libres en raices; (C) proteinas
solubles totales en hojas; (D) proteinas solubles totales en raices................. 45

Figura 4. Contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas de plantulas inoculadas
con HE en condiciones de alto nitrogeno (HN) y bajo nitrdgeno (LN). (A) clorofila
a; (B) clorofila b; (C) clorofila total; y (D) carotenoides..............cccovviiiiinnnn. 46

Figura 5. Actividad enzimatica relacionada con la asimilacion de nitrogeno en
hojas y raices de plantulas inoculadas con HE, en condiciones de alto nitrogeno
(HN) y bajo nitrogeno (LN). (A) actividad de nitrato reductasa, NR en hojas; (B)
NR en raices; (C) actividad de glutamina sintetasa, GS en hojas y (D) GS en
7= 1= 48

Figura 6. Actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) asociada a la asimilacion
del N en hojas y raices de plantulas inoculadas con HE, evaluadas en condiciones
de alto nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). (A) actividad GDH en hojas, NADH
oxidado; (B) GDH en raices, NADH oxidado; (C) GDH en hojas, NAD+ reducido
y (D) GDH en raices, NAD+ reduCido...........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeeeeeeeeeee 49

Figura 7. Perfil metabolémico foliar basado en metabolitos anotados de plantulas
de Araucaria araucana inoculadas con HE en condiciones de alto nitrégeno



VI

(HN) y bajo nitrégeno (LN). Los mapas de calor muestran (A) la abundancia
relativa de los 24 metabolitos descritos en HN y; (B) los 23 metabolitos descritos
en LN. La barra de escala representa los valores estandarizados de abundancia
relativa, desde baja (azul) hasta alta (rojo). Los analisis de componentes
principales (PCA) para (C) HN y; (D) para LN, fueron realizados exclusivamente
utilizando los metabolitos anotados. ... 52

Figura 8. Contenido de nitrégeno, carbono en hojas de plantulas inoculadas con
HE en condiciones de alto nitrogeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). (A) contenido de
N foliar; (B) contenido de carbono foliar.............cooviiiiiiii e 54

Figura 9. Composicion isotdpica foliar de 8'°N y 6'*C en plantulas de Araucaria
araucana inoculadas con HE en condiciones de alto nitrogeno (HN) y bajo
nitrogeno (LN). (A) composicion isotdépica de &'*N foliar; (B) composicion
isotopica de 8™C foliar...... ..o 55

Figura 10. Colonizacidon radicular de Beauveria sp. y Metarhizium sp. en
plantulas de Araucaria araucana determinada mediante gPCR. (A) cuantificacion
de ADN gendmico de Beauveria; (B) cuantificacion de ADN gendmico de
Metarhizium. Los datos representan ng de ADN fungico por cada 100 mg de peso
fresco de raices bajo condiciones de alto nitrdgeno (HN) y bajo nitrogeno

Figura 11. Analisis de componentes principales (PCA) de las variables
fisiologicas y bioquimicas evaluadas en plantulas de Araucaria araucana
inoculadas con HE bajo condiciones de alto nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN).
(A y B) Ordenacion de los tratamiento segun los dos primeros componentes
principales PC1 y PC2, mostrando las elipses de confianza de los tratamientos.
(C y D) Circulo de correlacion que muestra la direccion y contribucion relativa de
las variables a la separacion observada en los componentes
PIINCIPAIES. ..t 59



EN ANEXO

Figura S1. Efecto de la inoculacion con HE y nivel de N sobre la biomasa total
de las plantulas de Araucaria araucana, en condiciones de alto nitrogeno (HN) y
bajo nitrogeno (LN). Los tratamientos corresponden a plantulas no inoculadas
(Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculacion

Figura S2. Analisis global del perfil metabolémico foliar de plantulas de Araucaria
araucana inoculadas con HE en condiciones de alto nitrogeno (HN) y bajo
nitrogeno (LN). Los mapas de calor muestran (A) la abundancia relativa de los
334 metabolitos detectados en HN y; (B) los 259 metabolitos detectados en LN.
Los analisis de componentes principales (PCA) realizados utilizando la totalidad
de los metabolitos detectados se presentan para (C) HN y; (D) LN, mostrando la
variacion global del perfil metabolémico entre tratamientos fungicos y niveles de
10T =T T 1P 91

Figura S3. Validacién de la especificidad de los cebadores de gPCR para hongos
endofitos (HE) utilizando cultivos fungicos puros. Se obtuvieron productos de
amplificacion por PCR de 122 pb para Beauveria spp. (Bs) y de 127 pb para
Metarhizium spp. (Ms). (A) Productos de amplificaciéon por PCR de Beauveria
spp. y Metarhizium spp., junto a un marcador de ADN de 100 pb. (B) Curva de
amplificacion obtenida con los cebadores de qPCR para Beauveria spp. (C)
Curva estandar generada con los cebadores de gPCR para Beauveria spp. (D)
Productos de amplificacion por PCR de Metarhizium spp. y Beauveria spp., junto
a un marcador de ADN de 100 pb. (E) Curva de amplificacion obtenida con los
cebadores de qPCR para Metarhizium spp. (F) Curva estandar generada con los
cebadores de qPCR para Metarhizium SPP...........cccoueiiiiiiiiiiiiiiiiiiinanan, 92



iINDICE DE TABLAS

Tabla 1. Valores de p (p<0.05) para los efectos de HE, N y su interaccion
determinados por analisis ANOVA de dos vias sobre atributos fisiolégicos en A.
araucana inoculadas con HE ydos nivelesde N.................oooi, 60



RESUMEN

Araucaria araucana (Molina) K. Koch es una especie nativa de Chile y Argentina
que crece en suelos caracterizados por una baja disponibilidad de nitrégeno (N).
Los hongos endofitos (HE) promueven la transferencia de N desde suelos hacia
las plantas. En este contexto, se estudio el efecto de los HE: Beauveria sp. (Bs),
Metarhizium sp. (Ms) y su Co-inoculaciéon (Co-l) sobre el metabolismo de N en A.
araucana crecidas a dos niveles de N: Alto N (HN, 4 mM) y Bajo N (LN, 0,4 mM).
Las plantulas inoculadas con HE promovieron el crecimiento, especialmente bajo
condiciones de LN, sin incrementar el contenido total de N en hojas. Sin embargo,
modificaron la actividad de enzimas clave de la asimilacion de N (NR y GS), la
acumulacién de aminoacidos libres (AAL), proteinas solubles totales (PST),
carbohidratos no estructurales (CNE) y metabolitos asociados a las rutas del
shikimato y los fenilpropanoides, evidenciando respuestas especificas de cada
cepa. Beauveria favorecio principalmente respuestas asociadas al metabolismo
secundario y a la acumulacion de reservas carbonadas a condiciones HN, las
plantas Co-inoculadas mostraron respuestas intermedias en ambas condiciones
de N, mientras que Metarhizium promovié el crecimiento, la actividad enzimatica
y el metabolismo primario, con mayores abundancias de arginina y triptéfano bajo
condiciones de LN. Estos resultados demuestran que los HE modulan el
metabolismo de A. araucana y respaldan la hipétesis de que, bajo condiciones

de limitacién de nitrégeno, favorecen la asimilacion y utilizacién de este nutriente.



ABSTRACT

Araucaria araucana (Molina) K. Koch is a native conifer of Chile and Argentina
that grows in soils characterized by low nitrogen (N) availability. Endophytic fungi
(EF) have been shown to facilitate N transfer from the soil to plants. In this context,
the effects of Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms), and their co-inoculation
(Co-l) on N metabolism were evaluated in A. araucana seedlings grown under
two contrasting N levels: high N (HN, 4 mM) and low N (LN, 0.4 mM). EF
inoculation promoted seedling growth, particularly under LN conditions, without
increasing total foliar N content. However, inoculated seedlings exhibited changes
in the activity of key N assimilation enzymes (NR and GS) as well as in the
accumulation of free amino acids (FAA), total soluble proteins (TSP), non-
structural carbohydrates (NSC), and metabolites associated with the shikimate
and phenylpropanoid pathways, revealing strain-specific physiological responses.
Beauveria primarily enhanced responses related to secondary metabolism and
carbon reserve accumulation under HN conditions, whereas co-inoculated
seedlings displayed intermediate responses under both N levels. In contrast,
Metarhizium promoted growth, enzymatic activity, and primary metabolism, with
higher abundances of arginine and tryptophan under LN. These results
demonstrate that endophytic fungi modulate the metabolism of A. araucana
seedlings and support the hypothesis that, under nitrogen-limiting conditions, they

enhance nitrogen assimilation and utilization.



1 INTRODUCCION

1.1 Metabolismo del N en plantas

El nitrégeno (N) es un macronutriente esencial para las plantas, desempefando
un papel crucial en todas las etapas de su crecimiento y desarrollo, junto con el
fésforo (P) y el potasio (K) (Krapp, 2015). Entre los macronutrientes necesarios
para las plantas el N se requiere en mayor cantidad porque forma parte de los
acidos nucleicos, aminoacidos, metabolitos secundarios y pigmentos que son
esenciales para la funcion y regulacién celular (Kishorekumar et al., 2020).
Aunque el N es un elemento de gran abundancia en la atmédsfera, suele ser un
factor limitante en los ecosistemas debido a su baja disponibilidad como

moléculas asimilables (Ruan et al., 2000).

La actividad microbiana del suelo juega un papel crucial en la transformacién del
N atmosférico (N;) hacia formas mas accesibles, mediante el ciclo global del N
(Sharma et al., 2021). Este ciclo comienza con la fijacion biolégica, donde
bacterias especializadas (diazétrofas) convierten el N, atmosférico en amonio
(NH,*). Luego ocurre el proceso de nitrificacién, donde el amonio se oxida a
nitrato (NO3™) a través de la actividad de bacterias nitrificantes y finalmente se
vuelve a reducir a N, por parte de bacterias desnitrificantes, en el proceso de
desnitrificacion, devolviendo el N, a la atmdésfera (Courty et al.,, 2015). En

consecuencia, la principal fuente de N para la mayoria de las plantas corresponde



a formas inorganicas presentes en el suelo, principalmente amonio (NH,*) y
nitrato (NOs™) (Wagner, 2011). No obstante, se ha demostrado que algunas
especies de plantas también pueden absorber compuestos nitrogenados
organicos, tales como urea, aminoacidos y péptidos, aunque esta capacidad
depende de factores segun su evolucién, variabilidad genética y las condiciones
edafoclimaticas (Okamoto et al.,, 2003). Independientemente de la fuente
utilizada, el N incorporado debe ser transformado en formas metabdlicamente
utiles para la planta. Esta serie de procesos coordinados incluyen la absorcién
desde el suelo, la asimilacion en compuestos organicos y la posterior

translocacion hacia los distintos 6rganos de la planta (Eshel y Beeckman, 2013).

La absorcion de nitrégeno constituye la primera etapa del proceso y depende de
transportadores especializados de las familias AMT (ammonium transporter) y
NRT (nitrate transporter), responsables de movilizar amonio (NH,*) y nitrato
(NO3"7), respectivamente, desde el suelo hacia las células de la raiz (Guo et al.,
2001). Sin embargo, una vez incorporado, el N inorganico no puede ser utilizado
directamente para el crecimiento y desarrollo vegetal, por lo que debe ser
transformado en compuestos organicos capaces de integrarse al metabolismo
celular. Este proceso conocido como asimilacion, permite incorporar el N
absorbido a moléculas organicas esenciales, involucrados en el crecimiento,
desarrollo y respuestas al estrés. La ruta de asimilacion depende de la forma
quimica del N absorbido. Mientras que el NH,* puede incorporarse directamente

al metabolismo vegetal con un menor costo energético, el NO3;~ debe ser reducido



previamente a NH,* mediante una serie de reacciones enzimaticas (Zayed et al.,
2023). La primera etapa de este proceso corresponde a la reduccion del NO3™ a
nitrito (NO,"), catalizada por la enzima nitrato reductasa (NR, EC 1.7.1.2), que
utiliza NAD(P)H como fuente de electrones. Esta reaccion ocurre en el citosol, y
el NO,™ generado es posteriormente transportado hacia los plastidios, donde la
enzima nitrito reductasa (NiR, EC 1.7.1.4) lo reduce a NH,* (Bucher y Kossmann,
2007; Taiz y Zeiger, 2002; Miflin, 1974). Una vez disponible, ya sea por absorcion
directa desde el suelo o por la reduccion del NO;~, el NH,* es incorporado al
metabolismo organico principalmente mediante el ciclo GS/GOGAT. En esta via,
la glutamina sintetasa (GS, EC 6.3.1.2) cataliza la incorporacion de NH,* al
glutamato para formar glutamina utilizando ATP. De esta forma, la glutamina se
convierte en el principal punto de entrada del nitrégeno al metabolismo vegetal.
Posteriormente, la glutamato sintetasa (GOGAT, EC 1.4.7.1) transfiere el grupo
amida de la glutamina al 2-oxoglutarato, generando dos moléculas de glutamato,
molécula estrechamente involucrada en el ciclo tricarboxilico (TCA) (Lea y Miflin,

1974; Lea y Forde, 1994).

Ademas de la via GS/GOGAT, existen rutas complementarias que contribuyen al
metabolismo del nitrégeno. Entre ellas destaca la NADH/NAD+-glutamato
deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2), una enzima capaz de catalizar de forma
reversible la interconversion entre glutamato y 2-oxoglutarato, participando en el
mantenimiento del balance carbono-nitrogeno celular y en la respuesta a cambios

en la disponibilidad de nitrégeno (Skopelitis et al., 2006). Asimismo, la asparagina



sintetasa (AS, EC 6.3.5.4) cataliza la formacion de asparagina a partir de
glutamina y aspartato, generando uno de los principales compuestos de
transporte y almacenamiento de nitrégeno en las plantas (Lam et al., 2003). En
conjunto, estas enzimas permiten ajustar el metabolismo nitrogenado frente a

variaciones ambientales y condiciones de estrés (Ye et al., 2022).
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Figura A. Esquema de la Asimilacion de Nitrégeno (N) y su relaciéon con el Metabolismo del
Carbono

La asimilacion de N se encuentra estrechamente acoplada al metabolismo del
carbono. Mas del 70% del N foliar se destina a la sintesis de biomoléculas
esenciales, particularmente de RuBisCO (EC 4.1.1.39), la enzima responsable
de la fijacion de CO, en el ciclo de Calvin y una de las proteinas mas abundantes
en los tejidos vegetales (Bascunan-Godoy et al., 2018). A su vez, los
carbohidratos generados durante la fotosintesis son metabolizados mediante la
glicdlisis y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), una ruta central del

metabolismo energético que oxida los compuestos carbonados para producir



ATP, poder reductor (NADH y FADH,) y diversos intermediarios metabdlicos, uno
de ellos (2-oxoglutarato) participando activamente en la asimilacién de N. Debido
a este estrecho acoplamiento, los cambios en la disponibilidad de N repercuten
directamente sobre la particion del carbono y la asignacion de recursos dentro de

la planta.

En condiciones de alta disponibilidad de N, la mayor parte del N asimilado se
incorpora al metabolismo primario (Stitt and Krapp, 1999; Foyer et al., 2006;
Nunes-Nesi et al., 2010; Avila et al., 2025), favoreciendo la sintesis de
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos y clorofilas, compuestos indispensables
para la divisién celular y la acumulacion de biomasa. En consecuencia, el
crecimiento y fotosintesis constituyen uno de los principales destinos del
nitrégeno absorbido. En contraste, cuando existe limitacién de N en las plantas,
se induce una reprogramacién metabdlica que modifica la asignacion de carbono
y nitrégeno entre distintas rutas metabdlicas, favoreciendo la adaptacién de la
planta a condiciones de baja disponibilidad de este nutriente (Masclaux-
Daubresse et al., 2010; Kiba y Krapp, 2016; O'Brien et al., 2016). Esta
reorganizacion favorece la sintesis de metabolitos secundarios, especialmente
aquellos derivados de las vias del shikimato y de los fenilpropanoides (Ninkuu et
al., 2025). Entre estos compuestos destacan los flavonoides, que actuan como
moléculas de sefializacion durante el establecimiento de asociaciones con
microorganismos benéficos del suelo y participan en la respuesta frente a

distintos tipos de estrés (Lopez-Raez et al., 2017; Marro et al., 2022; Urcelay et



al.,, 2026), Asimismo, la lignina, un polimero derivado de la via de los
fenilpropanoides, fortalece la pared celular, incrementa la resistencia mecanica
de los tejidos y constituye una importante barrera frente a condiciones

ambientales adversas (Ma., 2024; Peng et al., 2024).

En conjunto, estos ajustes metabodlicos permiten optimizar el uso del nitrégeno
disponible y mantener el funcionamiento fisiolégico de la planta bajo condiciones
limitantes. En este contexto, la eficiencia de utilizacion del nitrégeno (NUtE)
depende no solo de la disponibilidad de este nutriente en el suelo, sino también
de la capacidad de la planta para regular coordinadamente su adquisicion,
asimilacion y redistribucion de acuerdo con sus requerimientos fisiolégicos. Para
hacer frente a estas condiciones de estrés, las plantas han desarrollado diversas
estrategias morfologicas, fisiolégicas y bioquimicas destinadas a mejorar la
adquisicidn y el uso de este nutriente. Entre ellas, una de las mas importantes es
el establecimiento de asociaciones simbidticas con microorganismos del suelo,
particularmente aquellos que colonizan la rizésfera o los tejidos radicales. Estos
microorganismos pueden incrementar la disponibilidad de N, favorecer su
absorcion y asimilacion, modular el metabolismo del carbono y del nitrégeno v,
en consecuencia, promover el crecimiento y la adaptacion de las plantas en

ambientes con baja fertilidad (Newsham, 2011).
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1.2 Hongos enddfitos en el metabolismo de la planta

Los microorganismos del suelo, particularmente los hongos, desempefian
funciones fundamentales en el mantenimiento de los ecosistemas agricolas y
forestales, participando activamente en la descomposicion de materia organica,
el reciclaje de nutrientes y la promocién del crecimiento vegetal (Vega, 2018).
Dentro de esta diversidad microbiana, los hongos endofitos (HE) constituyen un
grupo de especial interés debido a su capacidad para colonizar tejidos vegetales
sin provocar sintomas aparentes de enfermedad (Wang et al., 2024). Se estima
que mas del 80% de las plantas terrestres establecen asociaciones con HE,
principalmente en sus raices, desde ecosistemas articos hasta ambientes
tropicales, incluyendo sistemas agricolas y bosques templados (Sanchez-

Fernandez et al., 2013).

La amplia distribucidon de estas asociaciones sugiere un origen evolutivo antiguo,
posiblemente vinculado a la colonizacion inicial del ambiente terrestre por las
plantas, contribuyendo a su establecimiento en habitats con condiciones
ambientales limitantes (Taylor et al., 2007). Actualmente, se reconoce que los HE
pueden proporcionar numerosos beneficios a sus hospederos, incluyendo una
mejora en la adquisicion de nutrientes, estimulacion del crecimiento, proteccion
frente a patégenos e insectos herbivoros, modulacion de rutas hormonales y
aumento de la tolerancia frente a diversos estreses abidticos, tales como sequia,
salinidad y temperaturas extremas (Mejia et al., 2014; Agbessenou et al., 2020;

Pietro-Souza et al., 2020; Gupta et al., 2021; Sui et al., 2023; Muhorakeye et al.,
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2024). Estas interacciones se sustentan en un intercambio bidireccional de
recursos entre la planta y el hongo. Mientras la planta provee compuestos
carbonados derivados de la fotosintesis, incluyendo carbohidratos, aminoacidos,
proteinas y moléculas sefalizadoras, los hongos contribuyen al acceso y
utilizacién de recursos limitantes presentes en el suelo (Huang et al., 2014;
Massalha et al.,, 2017; Lopez-Raez et al., 2017). Entre estos beneficios, la
facilitacién de nutrientes destaca como uno de los mecanismos mas relevantes,
dado que influye directamente en la sintesis de proteinas estructurales, enzimas

metabdlicas y compuestos asociados a defensa (Christian et al., 2019).

Los efectos de las asociaciones simbidticas con hongos sobre la nutricion vegetal
han sido estudiados principalmente en asociaciones micorricicas. Diversos
trabajos han demostrado que los hongos micorricicos arbusculares (HMA)
incrementan la eficiencia de utilizacion de nutrientes mediante modificaciones
fisiolégicas y moleculares en la planta hospedera. Por ejemplo, Zhang et al.
(2023) observaron que plantulas de morera (Morus alba) inoculadas con
Funneliformis mosseae y Rhizophagus irregularis presentaron una mayor
acumulacién de N y una reduccion en la relacién C foliar bajo condiciones de
desertificacion rocosa, indicando una mejora en la eficiencia de utilizacién del N
(NUE). Del mismo modo, Wu et al. (2023) demostraron que hongos septados
oscuros (HSO) incrementaron la expresion del transportador de nitrato NRT2.1
en plantulas de Gisela sometidas a bajas concentraciones de nitrato. Asimismo,

Koegel et al. (2013) reportaron la induccién del transportador de amonio AMT3.1



12

en raices micorrizadas, mientras que Di Martino et al. (2022) observaron que la
inoculacioén con F. mosseae, R. irregularis y Gigaspora coronatum aumentaron la
actividad de nitrato reductasa (NR) y glutamina sintetasa (GS), promoviendo la
acumulacion de aminoacidos relacionados con el metabolismo del nitrégeno y

mejorando el crecimiento vegetal bajo condiciones de limitacion nutricional.

Si bien los mecanismos asociados a las micorrizas han sido ampliamente
estudiados, durante las ultimas décadas ha emergido un creciente interés por
otros grupos de hongos enddfitos con potencial para modular la nutricion vegetal.
Entre ellos destacan los hongos entomopatdégenos endofitos (HEE), un grupo que
incluye principalmente especies de los géneros Metarhizium y Beauveria. Los
HEE son cosmopolita y de vida libre en el suelo. Tradicionalmente, estos hongos
entomopatdgenos fueron estudiados en un contexto de control bioldgico, por su
capacidad para infectar insectos mediante la adhesion a la cuticula, la
penetracion de los tejidos internos y la posterior colonizaciéon del huésped,
culminando con su muerte y esporulacion sobre el cadaver (Wang et al., 2024).
Sin embargo, se ha demostrado que estos microorganismos también pueden
establecer asociaciones endofiticas con plantas, colonizando raices, tallos y
hojas sin generar sintomas visibles de enfermedad (Hu y Bidochka, 2021). Uno
de los hallazgos mas relevantes asociados a los HEE es su capacidad para
participar activamente en el ciclo del N desde el suelo hacia los tejidos de la
planta. Estudios realizados por Behie et al. (2012) y Behie y Bidochka (2014)

demostraron que Metarhizium spp. pueden transferir N derivado de insectos
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hacia las plantas hospederas, estableciendo un vinculo funcional entre los niveles
troficos del suelo y la nutricién vegetal. Posteriormente, Alquichire-Rojas et al.
(2024) evidenciaron que cepas de Metarhizium y Beauveria incrementan la
acumulacién de N en raices y el crecimiento de Chenopodium quinoa incluso en
ausencia de insectos, mejorando parametros fotosintéticos en condiciones de

baja disponibilidad.

A pesar de estos avances, la mayor parte de la evidencia disponible proviene de
especies agricolas y plantas modelo. Aun se conoce relativamente poco acerca
del papel estos géneros de hongos como endoéfitos en gimnospermas nativas,
particularmente coniferas que habitan ecosistemas naturalmente oligotroficos.
En este contexto, estudiar los mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y
moleculares de las plantas asociados a estas interacciones podria aportar
informacion relevante sobre como los microorganismos modulan el metabolismo

del N.

1.3 Araucaria araucana (Molina) K. Koch (Araucariaceae)

Araucaria araucana - conocida como “pehuén” por el pueblo Mapuche-
Pehuenche - es una conifera nativa exclusiva de Chile y Argentina, que crece
predominantemente en la Cordillera de los Andes y en la Cordillera de la Costa
(Hechenleitner et al., 2005). Esta especie representa una conexion evolutiva con
los periodos Jurasico y Cretacico, cuando la familia Araucariaceae presentaba

una diversidad y distribucion casi cosmopolita (Kunzmann, 2007). Desde finales
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del Cretacico, esta familia redujo paulatinamente su numero de especies y su
alcance geografico, quedando actualmente confinada al hemisferio sur, en parte
debido a eventos geoldgicos y climaticos como el Ultimo Maximo Glacial (UMG),

que definieron su distribucion actual (van der Ham et al., 2010; Villagran, 2018).

Este arbol perenne y dioica, puede superar los 2.000 afos de edad, alcanzar
alturas cercanas a 40 m y diametros de tronco superiores a 2 m (Veblen et al.,
1996; Aguilera-Betti et al., 2017). Su crecimiento es notablemente lento,
registrandose incrementos medios anuales de 0,43 mm en individuos adultos
(>276 anos) y de 1,04 mm en ejemplares jévenes (<120 afos) (Drake et al., 2005;
Hadad et al., 2014). Se desarrolla principalmente sobre terrenos rocosos y
arenosos de origen volcanico, entre los 650 y 1.700 m.s.n.m., donde las
condiciones edaficas y climaticas imponen fuertes restricciones al crecimiento
vegetal (Lusk, 2001; Reis et al., 2014). En comparaciéon con otros bosques
templados de la Patagonia, estos suelos presentan algunos de los contenidos
mas bajos de nitrégeno total (0,24 %) y carbono organico (4,0 %) (Satti et al.,
2003). Asimismo, el N disponible se encuentra predominantemente en formas
organicas disueltas (DON), mientras que las formas minerales son escasas
debido a mecanismos conservativos de retencion del nutriente, lo que limita su
adquisicién directa por las plantas y resalta la importancia del reciclaje interno y
de las interacciones con la microbiota del suelo para sostener la nutricion vegetal

(Diehl et al., 2003; Matus et al., 2025).
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La persistencia de A. araucana en este ambiente ha sido atribuida a una
estrategia funcional conservadora, propia de especies longevas y de crecimiento
lento. Entre sus principales adaptaciones destacan hojas perennes, sésiles, de
disposicion espiralada y consistencia coriacea, provistas de una gruesa capa de
cera, hipodermis lignificada, abundantes tejidos de sostén y una elevada masa
foliar por unidad de area (Leaf Mass per Area, LMA) (Brodribb et al., 2005; Ojeda
et al.,, 2017). Ademas, presenta estomas tetraciticos distribuidos en ambas
superficies de la hoja y organizados en filas paralelas separadas por dos a cuatro
hileras de células epidérmicas (Barrera y Meza, 1991). A nivel fisioldgico, A.
araucana conserva rasgos caracteristicos de especies evolutivamente antiguas,
como una baja densidad estomatica y estomas de gran tamafio. Esta
combinacion disminuye la conductancia estomatica, ralentiza el intercambio
gaseoso frente a fluctuaciones ambientales y limita la difusion de CO, hacia el

mesdfilo (Rivera et al., 2022).

En conjunto, estos rasgos morfoldgicos y fisioldgicos favorecen una baja tasa de
renovacion y descomposicion foliar, promoviendo una utilizacion eficiente de los
recursos y una mayor capacidad de persistencia bajo condiciones ambientales
adversas (Lambers et al., 2008). La elevada inversién en estructuras foliares de
larga duracion, reflejada en sus altos valores de LMA, constituye una estrategia
funcional estrechamente vinculada a la economia de nutrientes. En especies con
estas caracteristicas, una proporcién importante del nitrégeno foliar se destina a

componentes estructurales, como las paredes celulares (lignina), en lugar de
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proteinas fotosintéticas, reduciendo la concentracién de nitrégeno por unidad de
masa (Wright et al., 2004; Onoda et al., 2017; Kuusk et al., 2018). De este modo,
la combinacion de una alta inversion estructural, una lenta dinamica de recambio
foliar y una baja demanda nutricional favorece la supervivencia de A. araucana
en ambientes con disponibilidad limitada de recursos (Berendse, 1994; Wright et

al., 2004).

La Araucaria esta clasificada como “En Peligro” por la Union Internacional para
la Conservacién de la Naturaleza (UICN) desde 2018, luego de haber sido
catalogada como “Vulnerable” desde 2011 (IUCN Red List, 2011). Entre las
principales amenazas que enfrenta se encuentran el cambio de uso de suelo, la
explotacion maderera, los incendios forestales y los efectos del cambio climatico,
los cuales han favorecido ademas la aparicion y propagacion de enfermedades
foliares causadas por microorganismos fitopatdgenos que anteriormente no
afectaban de manera significativa a esta especie (Saavedra y Willhite, 2017;
Lignum, 2017; Sanfuentes et al., 2022; Balocchi et al., 2022; Sanguinetti et al.,
2023; Balocchi et al., 2023). No obstante, el principal desafio para la persistencia
de A. araucana no radica unicamente en la supervivencia de los arboles adultos,
sino en el establecimiento de nuevas generaciones. En condiciones naturales,
solo una pequena proporcion de las semillas producidas logra superar los
multiples filtros ecoldgicos que actuan durante la regeneracion, incluyendo la
limitada dispersion, la depredacion por fauna nativa y exaética, la disponibilidad de

micrositios adecuados para la germinacién y la accion de distintos factores
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bidticos y abidticos que restringen el establecimiento de las plantulas (Sanguinetti
y Kitzberger, 2009; Sanguinetti et al.,, 2023). Una vez emergidas, estas
constituyen la etapa mas vulnerable del ciclo de vida, ya que destinan una parte
importante de sus recursos metabdlicos al crecimiento, reduciendo su capacidad
para responder a condiciones de estrés y disminuyendo sus probabilidades de

supervivencia (Facelli, 2008).

En este contexto, las interacciones con microorganismos benéficos asociados a
las raices han adquirido un creciente interés, debido a su potencial para favorecer
el establecimiento temprano de especies forestales. En A. araucana, Chavez et
al. (2023) demostraron que la inoculacion con un consorcio de hongos
micorricicos arbusculares (Acaulospora laevis, A. scrobiculata, A. punctata,
Scutellospora calospora, Claroideoglomus cloroideum, C. etunicatum,
Funneliformis mosseae, Paraglomus occultum, Glomus badium, G. intrarradices
y Gigaspora margarita) y hongos enddfitos (Phialocephala fortinii, Penicillium
melinii, Umbelopsis dimorpha 'y Preussia cymatomera) incremento
significativamente la tolerancia de las plantulas al estrés hidrico. Las plantas
inoculadas presentaron una mayor acumulacién de biomasa, un mayor contenido
relativo de agua, un sistema radical mas fino y ramificado, asi como una mayor
concentracion de clorofila y una regulacion mas eficiente de prolina, evidenciando
que la microbiota radicular puede modular procesos fisiolégicos clave para la

supervivencia durante las primeras etapas del desarrollo.
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A pesar de estos avances, todavia se conoce poco sobre otros grupos de
microorganismos benéficos asociados a A. araucana. Entre ellos, los hongos
enddfitos (HE) de los géneros Metarhizium y Beauveria podrian desempenar un
papel importante en el metabolismo del nitrégeno de la planta sin depender de
insectos. Por ello, resulta de interés estudiar su efecto sobre procesos como la
actividad de enzimas involucradas en la asimilacion de nitrégeno, la acumulacion
de aminoacidos, proteinas y otros metabolitos relacionados con el metabolismo
primario y secundario. Comprender estos mecanismos permitira ampliar el
conocimiento sobre el funcionamiento fisiolégico de esta conifera relicta y
amenazada, ademas de aportar informacion util para desarrollar estrategias que
favorezcan el establecimiento de plantulas y fortalezcan los programas de

conservacion y restauracion de Araucaria araucana.
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Pregunta de investigacion

) En condiciones de limitacién de nitrégeno, ¢pueden los hongos
Beauveria y Metarhizium modificar el metabolismo del nitrogeno en
plantulas de A. araucana, promoviendo cambios fisiologicos,

bioquimicos y metabdlicos asociados al crecimiento vegetal?

Hipotesis

En condiciones de limitacion de nitrégeno, los HE favorecen la asimilacion

metabadlica y utilizacion del nitrégeno en plantulas de Araucaria araucana.
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Obijetivo general

Evaluar el efecto de HE de los géneros Beauveria y Metarhizium sobre la

asimilacion y utilizacion metabodlica del nitrogeno en Araucaria araucana

sometidas a diferentes niveles de NH4NOs3, como fuente de N.

Objetivos especificos

Evaluar la capacidad de colonizacion radicular de las distintas cepas de
HE y su interaccion con la disponibilidad de N

Evaluar el efecto de la inoculacién entre los HE y el nivel de N en el
crecimiento de A. araucana

Evaluar los cambios en el contenido de N, C y compuestos organicos
asociados al metabolismo nitrégeno y carbono de Araucaria araucana y
su interaccién entre HE y nivel de N.

Evaluar la actividad de enzimas clave en la asimilacién de N en respuesta
a la inoculacién y disponibilidad de N.

Integrar las respuestas fisioldgicas, bioquimicas y metabdlicas de A.
araucana para identificar los mecanismos asociados a la interaccién entre

HE y nivel de N.
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2 METODOLOGIA

2.1 Disefio experimental

El experimento se realiz6 en plantulas de 5 meses crecidas en condiciones
controladas. El disefio fue completamente al azar y con dos factores principales:
(i) Disponibilidad de nitrégeno (N), con dos niveles - alto N (4 mM de NH,NO3) y
bajo N (0.4 mM de NH,NO;) - e (ii) Inoculacion con hongos endoéfitos (HE),
considerando cuatro tratamientos fungicos: Control o No inoculado (Ni),
inoculado con Beauveria sp. (Bs), inoculado con Metarhizium sp. (Ms) y una Co-
inoculacién con ambas cepas (Co-l). En total fueron 8 tratamientos combinados,

cada tratamiento con 15 réplicas sumando 120 plantulas en total.

Al finalizar el experimento, el tejido aéreo y radicular fue cosechado y procesado
segun analisis. Réplicas bioldgicas fueron utilizadas para la determinacion de
biomasa seca, azucares solubles totales, almidén, contenido elemental e
isotopico (N, C, 8"°N y 8'3C), para lo cual las muestras fueron secadas en estufa
hasta peso constante. Fracciones de otras réplicas frescas fueron
inmediatamente congeladas para la cuantificacion de aminoacidos libres,
proteinas solubles, pigmentos fotosintéticos y actividades enzimaticas asociadas
al metabolismo del N. Otra fraccion fue liofilizada para los analisis de
metaboldmica. Adicionalmente, se recolectaron muestras radiculares frescas

para la cuantificaciéon de ADN gendmico fungico mediante qPCR.
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2.2 Germinacion de pinones de A. araucana

Las semillas de A. araucana (pifiones) se obtuvieron de la comunidad recolectora
Mapuche-Pehuenche desde la comuna de Lonquimay (38°26'00"S 71°14'00"0),

region de la Araucania, Chile.

Antes de germinacion, los pifiones fueron desinfectados superficialmente con una
solucién de hipoclorito de sodio (NaCIlO) al 0.5% durante 5 minutos y enjuagados
con agua destilada estéril para eliminar residuos de NaCIlO. Se cort6 la punta de
la cascara sin dafar el embrién y se sumergié en agua destilada estéril durante
24 horas para permitir la entrada de agua. Al dia siguiente los pifiones fueron
sembrados en frascos de vidrio estériles de 1 L, que contenian una mezcla
también estéril de vermiculita y perlita en proporcion 1:1 (v/v). Se enterré la mitad
del piAdn desde la punta en posicion vertical. Para mantener la humedad relativa
al 80% y un leve intercambio gaseoso se reemplazoé la tapa del frasco con papel
aluminio. La temperatura de germinacion fue de 25°C durante 30 dias en donde

aparecieron los primeros cotiledones.

2.3 Inoculaciéon de cepas flingicas

Los hongos enddfitos (HE) Beauveria sp. y Metarhizium sp. fueron colectados de
suelos de Chile Central. Estas cepas fueron aisladas y secuenciadas en el
laboratorio de Ecologia Quimica, Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Los HE
se replicaron in vitro en placas Petri con un medio de cultivo Papa dextrosa agar

(PDA) a 22°C y en oscuridad durante 3 semanas, tiempo en que ocurre la
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produccion de células reproductivas (esporulacién) llamadas conidios. Esta parte
del experimento se realizé en el Laboratorio de Fitoquimica, Departamento de
Botanica, Universidad de Concepcion. Las suspensiones de conidios se
obtuvieron raspando la superficie de cultivo y liberadas en una solucion
esterilizada de Triton X al 0.05%. Se centrifugd dos veces a 5000 rpm por tres
minutos para desechar el micelio y luego se filtré para obtener un inéculo fresco
y homogéneo. Se determind las concentraciones de conidios mediante un
hemocitometro (Fuchs-Rosenthal) y se llevaron a 1 x 107 esporas mL'. La
inoculacion fue realizada una sola vez, aplicando 1 mL de la suspension fungica
directamente en la raiz de cada plantula, al momento del trasplante. Posterior a
ello, para asegurar el éxito de la inoculacién se mantuvieron 30 dias sélo regadas

con agua.

2.4 Tratamiento nutricional

Las plantulas germinadas aun adosadas al tejido interno de su semilla fueron
trasplantadas a macetas de 300 mL de volumen. Se utilizé arena gruesa estéril

como sustrato.
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Figura B. Plantulas de A. araucana 30 dias aproximadamente después del trasplante y
tratamiento fungico.

Luego de 30 dias desde el tratamiento fungico, se inici6 el tratamiento nutricional
con medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) modificado sin nitrégeno.
Los contenidos del medio MS fueron: Acido bérico 6.2 mg L', Cloruro de calcio
anhidro 332.2 mg L', Cloruro de cobalto6H-O 0.025 mg L', Sulfato
cuprico*5H20 0.025 mg L', Na2EDTA<2H20 37.26 mg L', Sulfato ferroso*7H20
27.8 mg L', Sulfato de magnesio anhidro 180.7 mg L', Sulfato de
manganeso*H20 16.9 mg L', Acido molibdicos2H20 0.25 mg L', Yoduro de
potasio 0.83 mg L', Fosfato de potasio monobasico 170 mg L', Sulfato de
Zinc*7H20 8.6 mg L. El nitrégeno adicionado fue con nitrato de amonio
(NH4NO3) en solucién 1M, ajustado a niveles de alto nitrégeno (HN - 4mM) y bajo
nitrégeno (LN - 0.4 mM) segun tratamiento. El tratamiento nutricional con MS

modificado y nitrato de amonio se suplement6 cada 30 dias durante el periodo
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experimental, reemplazando un dia de riego, con el fin de mantener la

disponibilidad de N en el sustrato.

2.6 Condiciones de crecimiento

El experimento se llevd a cabo dentro de una camara de crecimiento con
condiciones controladas equipada con lamparas LED, estableciéndose las
siguientes condiciones de crecimiento: intensidad luminica de 700-800 pmol m™2
s™' de densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD), temperatura diurna de
20 °C, temperatura nocturna de 17 °C, un fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas
oscuridad, y una humedad relativa constante del 80%. Para el riego se calculd la
capacidad de campo del suelo antes del trasplante saturando el sustrato hasta el
drenaje, dejandolo drenar durante 24 h y registrando el contenido gravimétrico de
agua. Este valor se considerd el 100% de la capacidad de campo. Durante el
experimento, las macetas se pesaron periddicamente y para evitar pérdidas de

nutrientes, el riego se ajusto al 70% de la capacidad de campo.

2.7 Mediciones de crecimiento y biomasa

La biomasa seca se determiné luego de cosechar todas las plantas y
fraccionarlas en parte aérea y radicular. Se utilizaron 4 réplicas por tratamiento

que fueron llevadas a la estufa 60°C durante 7 dias para medir su peso seco.
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2.8 Determinacion de azucares totales, almidén vy carbohidratos no

estructurales.

Se utilizé el tejido vegetal previamente secado a estufa y se pesé 100 mg en un
tubo Eppendorf de 2 mL. Se utilizaron 4 réplicas por tratamiento. Se anadié 1 mL
de etanol al 85% en el tubo. Se incubd por 12 h a temperatura ambiente y en
agitacion a 120 rpm. Luego, se centrifugé a 13000 rpm por 5 min a 4°C y se
separo el sobrenadante del pellet. Se uso el sobrenadante para la determinacién
de azucares solubles totales (AST) y el pellet para almidon. Del sobrenadante se

le extraen 50 uL y se siguieron los pasos de determinacidn espectrofotométrica.

Se realizé una curva de calibracion con Sacarosa en etanol al 85% (40 mg de
Sacarosa en 20 mL de etanol al 85%), y se midieron 8 concentraciones [2, 1, 0.5,
0.25, 0.125, 0.625, 0.3125 mg/mL mas el blanco con etanol al 85% que refleja la

concentracion de 0.00 mg/mL] y se realizé la determinacion espectrofotométrica.

Para la determinacion de almidéon (gelatinizacion e hidrdlisis) se evaporé
completamente el etanol del tubo Eppendorf que contenia le pellet en estufa a
50°C por toda una noche. Completamente seco, al tubo se le adicioné 200 pL de
etanol al 85% y 1.2 mL de H20 destilada. Se mezclé y se incubd a 100°C en
estufa por 30 min. Se enfrié en hielo y se prepard dos blancos sin muestras. Se
agregd 400 pL de solucién Amiloglucosidasa (1.45 mg de enzima por mL de

Buffer Acetato de sodio 0.1 M a pH 4.8). Se incubé por la noche a 45°C y luego
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de enfriar los tubos en hielo por 5 min y centrifugar a 13000 rpm por 5 min se

procedié a seguir los pasos de determinacion espectrofotométrica.

Determinacion espectrofotométrica: De cada tubo se toman 50uL y se
afiaden en un nuevo tubo Eppendorf 2 mL. Se anaden 1.5 mL de Reactivo de
Antrona (1.5g/L en H2SO4 72% en etanol al 85%) y agita levemente para
homogeneizar. Se calienta a 90°C (con la tapa del tubo eppendorf abierta) por 10
min y luego se enfria en hielo por 5 min y se mide la absorbancia a 630 nm (Tecan

Infinite 200 PRO multimode microplate reader).

Los carbohidratos no estructurales (CNE) se calcularon como la suma de las
cantidades de azucares solubles totales y almidon. Inicialmente, los resultados
se expresaron como concentracion de metabolitos en el tejido, en unidades de
mg g~' de peso seco. Adicionalmente, se estimo el contenido total de azucares,
almidén y CNE por tejido (aéreo o radicular) multiplicando las cantidades por peso
seco. De esta forma, los resultados fueron expresados como mg por planta,

permitiendo evaluar la acumulacion total de carbohidratos.

2.9 Aminoacidos libres v proteinas solubles totales.

Los aminoacidos libres (AAL) se cuantificaron siguiendo el método de Lépez-
Hidalgo et al. (2021). Para los AAL se utilizaron 4 réplicas por tratamiento. Se
pesaron 10 mg de tejido liofilizado en 1 mL de etanol al 80% a 4 °C en tubos

Eppendorf de 1.5 mL, se centrifugaron (10 000 x g, 10 min).
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Se tomaron 150 uL del sobrenadante y puestos en otros tubos Eppendorf de
1.5mL se le agregaron 75 uL de reactivo de ninhidrina en solucion. Los tubos
fueron calentados a 100°C por 10 min en un incubador de bafio seco (MK200-1
de Allsheng). Se realizé lo mismo para los blancos (control) que consistié en 75uL
de reactivo de ninhidrina en 150 pL de etanol al 80%. Luego, los tubos eppendorf
fueron colocados en hielo y se adicionaron 375 pL de etanol al 95% y se agité

levemente para homogeneizar.

Se realizd una curva estandar a partir de 1 mg mL" de L-prolina y de L-glicina
(AAL) en etanol al 80%. Luego se mezcl6 el mismo volumen de L-prolina y L-
glicina (1:1) para preparar diluciones seriadas (1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625 y
0.03125 mg mL-") en etanol al 80% en agua destilada. También se mantuvo una
solucién de etanol al 80% en agua destilada que refleja 0.00 mg mL" de
aminoacidos. Los estandares tienen que someterse bajo el mismo procedimiento

anterior (adicion de ninhidrina, incubacién y etanol al 95%)

Se tomaron 200 pL de muestra, estandares y blancos para las mediciones
espectrofotométricas en microplacas de 96 pocillos (Tecan Infinite 200 PRO
multimode microplate reader). Las concentraciones de AAL se calcularon
midiendo la absorbancia a 570 nm y expresados como mg de una cantidad
equivalente de L-prolina y L-glicina por mL, utilizando la curva de calibracién

preparada previamente con soluciones estandar de 1 a 0 mg mL™".
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La determinacién de contenido de proteinas solubles totales (PST) se determiné
segun el ensayo de Bradford (1976) utilizando como estandar proteina Albumina
de Suero Bovino (BSA). Para el contenido de proteinas se utilizaron 4 réplicas
por tratamiento. Se pesaron 10 mg de material vegetal liofilizado con 1 mL de
buffer de extraccién (100 mM Tris-HCI, 5mM EDTA, 1%PVP, 50mM NaCly 0.2 3
-mercaptoetanol) en tubos eppendorf de 1.5 mL. Las muestras se disrumpieron
con un homogeneizador Bioprep-24R (All Sheng) y luego se centrifugé a 11.000
rom durante 5 min a 4°C. Luego, se tomaron 150 pL del sobrenadante y se le
adicionaron 600 pL de Bradford diluido 1:3 en agua destilada (v/v). Se incubé a
temperatura ambiente durante 5 min y su concentracibn midié por

espectrofotometria a 595 nm.

La concentracion de proteinas se cuantific6 mediante una curva de calibracion
elaborada con BSA, utilizando concentracionesde 2-1.5-1-0.5-0.3-0.2-0.1
y 0.05 mg mL-" del suero. También se mantuvo una solucion de agua destilada
que refleja 0.00 mg mL-'de proteinas. Los estandares fueron sometidos al mismo
procedimiento descrito para las muestras, mediante la adicion del reactivo de
Bradford y posterior lectura de absorbancia a 595 nm. La concentracion de
proteinas de las muestras se calcul6 a partir de la ecuacidn de regresion obtenida
de la curva estandar y los resultados se expresaron como mg de proteinas

solubles totales por g de peso seco.
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2.10 Mediciones de la actividad enzimatica de NR, GS y GDH.

La asimilacion del N en hojas y raices se midio a través de las enzimas NR, GS
y GDH, utilizando 4 réplicas por tratamiento. La actividad de la enzima Nitrato
Reductasa (NR; EC 1.6.6.1) se midi6 de acuerdo con el protocolo descrito por
Hageman y Hucklesby, 1971, con modificaciones. Se pesaron 100 mg de tejido
foliar y radicular fresco (-80°C) con 1 mL de un Buffer de extraccion (50 mM de
fosfato, 1 mM de EDTA, 25 mM de L-cisteina, 1 mM de PMSF a pH 8.8). Luego,
de homogeneizar con un vortex, la mezcla se centrifugé a 11000 rpm durante 10
minutos a 4 °C. Se extrajeron 100 pL del sobrenadante, los cuales se incubaron
con 900 pL de un tampdn de reaccion (50 mM de fosfato, 10 mM de KNO3s y 0.1
mM de NADH). Se midié la reaccion del NO3 a NO con la oxidacion de NADH
a NAD+ relacionando la cantidad de NADH consumido por el NO-2 formado. Esta
se cuantificé a 340 nm utilizando un espectrofotometro (Tecan Infinite 200 PRO
multimode microplate reader), a tiempo 0, 5, 10, 15 y 20 min. Se realizaron dos
blancos por muestra, el primero en que el extracto enzimatico se incubd con el
tampén de reaccion sin NADH y otro blanco con el extracto enzimatico
previamente desnaturalizado (a 90°C) e incubada con NADH. La actividad
especifica de la enzima NR se expresé como pmol de NO? formado h' mg

proteina™’

La actividad de Glutamina Sintetasa (GS, EC: 6.3.1.2) se realizé siguiendo el
protocolo descrito por Lea (1990) basada en la conversion de hidroxamina

(NH20H) a y-glutamilhidroxamato con el consumo de ATP. Se pesaron 100 mg
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de tejido foliar y radicular fresco (-80°C) con 1 mL de un Buffer de extraccién (100
mM de Tris-HCI, 3.3mM MgCl2, 10mM b-mercaptoetanol, 15% Etilenglicol (v/v)y
1mM DTT a pH 7.8). Luego de homogeneizar con un vortex, se centrifugd a
11.000 rpm por 20 min a 4°C. Se usaron 200 uL del sobrenadante y se agregaron
500 uL de Buffer de reaccién (100 mM Tricina, 80mM &acido glutamico, 20 mM
MgSO4, 8mM ATP, 6mM hidroxilamida, TmM EDTA a pH 7.8). Se dejaron por 15
min a 25°C con un incubador de bafo seco (MK200-1 de Allsheng). Luego la
reaccion se detuvo con 500 uL de Buffer de detencion (0.67M FeCls, 0.37M HCI
y 20% TCA). Por ultimo, el y-glutamilhidroxamato se determind
espectrofotométricamente a 540 nm. Se realizaron dos blancos; una con el
extracto enzimatico y su tampon de reaccion, sin la adicion de ATP; y otro con la
enzima previamente desnaturalizada (a 90°C) e incubada con ATP. La actividad
GS se calculé utilizando una curva de calibracion de hidroxamato y se expreso

como pmol y-glutamilhidroxamato formados h-' mg proteina-'.

La medicion de la actividad enzimatica de aminacidn y desaminacion de la
enzima Glutamato Deshidrogenasa (GDH, EC: 1.4.1.2) se realiz6 siguiendo el
protocolo descrito por Kumar et al., (2000). Se midié la actividad reductora
(aminacién) del a-cetoglutarato utilizando NADH y la actividad oxidativa
(desaminacién) del glutamato utilizando NAD* como oxidante para producir a -
cetoglutarato y NH4*. Para la reaccion de aminacion GDH se pesaron 100 mg de
tejido foliar y radicular fresco (-80°C) con 1 mL de un Buffer de extraccion (100

mM de Tris-HCI, 3.3mM MgCl2, 10mM b-mercaptoetanol, 15% Etilenglicol (v/v)y
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1mM DTT a pH 7.8). Luego de homogeneizar con un vortex, se centrifugd a
11.000 rpm por 20 min a 4°C. Se usaron 100 uL del sobrenadante con 900 uL de
buffer de reaccion (76mM buffer fosfato, 0.1% b-mercaptoetanol, 0.1mM NADH,
200mM a-cetoglutarato, 200mM NH4SO2 a pH 8.1). La oxidacion de NADH se
siguié mediante la disminucion de la absorbancia a 340 nm a tiempo 0, 5, 10, 15
y 20min. Se realizaron dos blancos por muestra, el primero en que el extracto
enzimatico se incubo con el tampdn de reaccion sin NADH y otro con el extracto
enzimatico previamente desnaturalizado (a 90°C) e incubada con NADH. La
actividad especifica de GDH aminacion se expresé como nmol de NADH oxidado
h' mg proteina'. Para la reaccion de desaminacion GDH se pesaron 100 uL de
extracto con 900 pL del buffer de reaccion (76mM buffer fosfato, 0.1% b-
mercaptoetanol, 0.1mM NADH, 200mM a-cetoglutarato, 200mM NH4SO2 a pH
8.1). La reducciéon del NAD+ se siguié mediante el aumento de la absorbancia a
340 nm a tiempo 0, 5, 10, 15 y 20min. Se realizaron dos blancos por muestra, el
primero en que el extracto enzimatico se incubd con el tampon de reaccion sin
NAD+ y otro con el extracto enzimatico previamente desnaturalizado (a 90°C) e
incubada con NAD+. La actividad especifica de GDH desaminacion se expresé

como nmol de NAD+ reducido h-' mg proteina-'.

2.11 Contenido de Nitrégeno, carbono y composiciones isotopicas

El contenido relativo de nitrégeno (%N), composicion isotépica de nitrégeno
(%06'*N), contenido relativo de carbono (%C) y composicion isotopica de carbono

(%0C) en el tejido aéreo fueron determinados utilizando el método de
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espectrometria de masas de ratio isotépico (20-20 IRMS-GSL, SERCON Limited,
Reino Unido), en el Laboratorio de Investigacién de Suelos, Aguas y Bosques,
Universidad de Concepcion. Para el analisis se emplearon aproximadamente de
2 mg de muestra seca en estufa y finamente molida. Las relaciones isotdpicas de
N y C fueron expresadas en unidades de %o (partes por mil), en relacion con
estandares internacionales. Los valores obtenidos fueron calibrados utilizando
estandares de referencia de Iso-Analytical (Crewe, Cheshire, Reino Unido). Este
mismo procedimiento analitico fue aplicado para la determinacién del carbono

(%C) y nitrégeno (%N).

Para estimar el contenido total de N y C por planta (mg elemento planta '), los
valores porcentuales obtenidos fueron convertidos en cantidades absolutas
considerando el peso seco aéreo de cada muestra. Para ello se utilizo la siguiente
relacion. Contenido (mg) = (% elemento / 100) x peso seco aéreo (mg). Este
procedimiento permitié expresar los resultados como acumulacién totalde Ny C

por tejido aéreo del individuo.

2.12 Pigmentos fotosintéticos

Se pesaron 10 mg de tejido aéreo liofilizado y homogeneizada para cuantificar la
concentracion clorofila (a, b y total) y carotenoides. Los pigmentos se extrajeron
con etanol al 99.97% en tubos de tapa rosca de 2 mL y se utilizé un
homogeneizador Bioprep-24R (All Sheng) con dos ciclos de 90 segundos a 4000

rom considerando un ciclo de 15 segundos de descanso entre ciclos. Luego se
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centrifugd (10 000 x g, 10 min). Se tomaron 200 yL del sobrenadante para las
mediciones espectrofotométricas en microplacas de 96 pocillos. Los analisis de
absorbancia (470, 649 y 664 nm) se realizaron con un espectrofotometro (Tecan
Infinite 200 PRO multimode microplate reader). La concentracién de clorofila y
carotenoides fueron expresados en pyg mL-'y se calcularon como como clorofila
a (Chl a) (ug mL™") = 13,36 A664-5,19 A649; clorofila b (Chl b) (ug mL™") = 27,43
AB649-8,12 A664; clorofila total = (Chl a + Chl b) y; carotenoides (ug mL") = (1000

A470-2,13 Chl a - 97,63 Chl b)/209 (Lichtenthaler, 1987).

2.13 Analisis Metaboldmico

La preparacion de las muestras y la extraccion del Metaboloma para su analisis
se realizé segun un protocolo previamente descrito (Riquelme et al, 2022). En
resumen, se afadieron 800 pL de solvente de extraccion que contenia
MTBE/Metanol/Agua (5:3:2) a 100 mg de muestra liofilizada y molida en crioviales
de 2 mL para la extraccion. Se procesaron simultdneamente tres blancos
consistentes unicamente en el solvente de extraccion. Las muestras se
disrumpieron con un homogeneizador Bioprep-24R (All Sheng) con dos ciclos de
90 segundos a 4000 rpm considerando un ciclo de 15 segundos de descanso
entre ciclos. Las muestras se centrifugaron a 13,000xg a 4 °C durante 15 minutos
y los sobrenadantes se transfirieron a nuevos tubos crioviales de 2 mL. Se realizé
una extraccién liquido-liquido afadiendo 400 uL de agua y 400 pL de MTBE a
cada muestra. Las muestras se mezclaron usando un homogeneizador Bioprep-

24R (All Sheng) con un ciclo de 60 segundos a 2500 rpm y luego se centrifugd
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nuevamente a 13,000xg a 4 °C durante 15 minutos. Luego de la centrifugacion
aparecieron 2 fases: fracciones hidrofébicas (capa superior) y fracciones

hidrofilicas (capa inferior), ademas de una interfase que contenia las proteinas.

Las fracciones hidrofébicas (capa superior) e hidrofilicas (capa inferior) se
transfirieron cuidadosamente a nuevos tubos y se secaron durante la noche
usando un Concentrador Refrigerado Centrivap a 4 °C. Los extractos secos e
hidrofébicos se almacenaron a -80 °C y seran conservados para un futuro
analisis de lipiddmica. Por otro lado, los extractos hidrofilicos fueron utilizados

para analisis de metabolomica.

El perfil y analisis de metabolitos se realizé en la Unidad de Espectrometria de
Masas y Secuenciacion (PUC, Santiago, Chile) utilizando una plataforma
metaboldémica global no dirigida con analisis de Cromatografia Liquida de Ultra
Rendimiento - Espectrometria de Masas en Tandem (UPLC-MS). La extracciéon
general se realizdé con acetonitrilo frio al 80%, grado LC-MS. Se aplicd vortex
durante 10 seg. Se colocd en bafo ultrasonido por 10 min en hielo para
posteriormente centrifugar a 10.000 g por 10min y obtener el sobrenadante que
fue transferido a un vial de HPLC. La cromatografia se realizdé en una columna
Kinetex C18 de 2,1 mm x 100 mm, con particula de 1.7um. Las fases moviles
consistieron en (A) agua + 10 mM de formiato de amonio y (B) acetonitrilo. La
elucidn se llevo a cabo mediante un gradiente binario de flujo de 400 yL min-'. La

temperatura de la columna se mantuvo a 30°C, mientras que las muestras se
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conservaron a 8°C durante el analisis. El volumen de inyeccion fue de 3 uL. El
programa de gradiente comenzo6 con 5% de fase mévil Ay 95% de fase movil B
(0-0,2 min), seguido de un aumento progresivo hasta 20% Ay 80% B a los 8 min.
Posteriormente, la composicion se incrementé a 30% Ay 70% B entre los 9y 10
min. Finalmente, las condiciones iniciales (5% Ay 95% B) fueron restablecidas a
los 10,2 min y mantenidas hasta los 11 min para la re-equilibracion de la columna.
La deteccion se realiz6 mediante espectrometria de masas operando en modos
de ionizacién positivo y negativo. La adquisicion de datos se efectud en tres
segmentos: (i) equilibracion del sistema, (ii) calibrante, para la recalibracion
posterior de las mediciones y (iii) adquisicion de los datos correspondientes a las
muestras. El analisis de datos crudos se llevd a cabo utilizando el software
MetaboScape 4.0. Los metabolitos se identificaron usando las librerias
espectrales del RIKEN Center for Sustainable Resource Science : Metabolome
Informatics Research Team vy las librerias Global Natural Product Social
Molecular Networking (GNPS). Posteriormente, las matrices de la abundancia
metabolémica fueron exportadas y procesadas en RStudio (2025.09.2+418)
utilizando scripts personalizados. Los nombres duplicados de metabolitos fueron
corregidos mediante la funcién make.unique (), permitiendo conservar sefiales
repetidas como variables independientes sin pérdida de informacién. Para la
construccion de los mapas de calor, se utilizé el paquete pheatmap de Ry se
calculdé inicialmente el promedio de las cuatro réplicas biologicas de cada

tratamiento (Ni, Bs, Ms y Co-l). Posteriormente, se eliminaron los metabolitos con
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abundancia total nula entre tratamientos. Los datos fueron transformados
mediante logz(x+1) y posteriormente normalizados mediante auto escalado (Z-
score) por metabolito. La normalizacion se realizé utilizando la matriz completa,

conservando la estructura global del Metaboloma.

2.14 Amplificacion de ADN fuingico en raices

El ADN gendémico se extrajo a partir de cultivos puros de micelio fresco de
Beauveria sp. y Metarhizium sp., asi como de muestras de raices de Araucaria
araucana (100 mg de peso fresco), utilizando el kit NucleoSpin® Plant Il
(MACHEREY-NAGEL, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El ADN extraido se almacené a -20 °C hasta su posterior analisis.

Para la deteccién y cuantificacion de los hongos se utilizaron cebadores
especificos dirigidos a regiones ribosomales de Beauveria sp. y Metarhizium sp.
Para Beauveria spp. se empleé el par de cebadores BsF (5-
CAACCCTCGACCTCCCCTTG-3") y BsR (5'-GTCCCGGTGCGAGCTGTATT-3"),
que amplifican un fragmento de 122 pb. Para Metarhizium sp. se utilizé el par de
cebadores MsF  (5-CTTTGAACGCACATTGCGCC-3) y MsR (5-

GACGGCTGTGCTGGAAAACC-3'), que amplifican un fragmento de 127 pb.

Previo al analisis por gPCR, la concentracién de ADN gendémico de las muestras
vegetales fue cuantificada y ajustada para asegurar una cantidad equivalente de

ADN molde entre muestras. Las reacciones de PCR cuantitativa se realizaron en
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un sistema Agilent Mx3000P Real-Time PCR (Agilent Technologies, EE.UU.)
utilizando Brilliant 1l SYBR Green gPCR Master Mix (Agilent Technologies,
EE.UU.). Cada reaccion tuvo un volumen final de 15 pL, conteniendo 7,5 uL de

Master Mix, 5 yL de ADN molde y 10 ng uL™" de cada cebador.

Para Beauveria sp., el programa de amplificacion consisti6 en una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 min, seguida de 40 ciclos de 90 °C
durante 15 s, 57 °C durante 15 sy 72 °C durante 25 s. Para Metarhizium sp., las
condiciones de amplificacion fueron una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante
10 min, seguida de 40 ciclos de 90 °C durante 15 s, 60 °C durante 15sy 72 °C
durante 25 s. En ambos casos, al finalizar la amplificacion se realizé un analisis
de curvas de disociacion (melt curve) con las siguientes condiciones: 95 °C

durante 30 s, 65 °C durante 30 s y 95 °C durante 30 s.

Las curvas estandar de cuantificacion se construyeron a partir de diluciones
seriadas de ADN genomico obtenido de cultivos puros de Beauveria sp. y
Metarhizium sp. Los valores de Ct obtenidos para cada muestra fueron
interpolados en las respectivas curvas estandar, transformandose
posteriormente a cantidad de ADN fungico siguiendo el procedimiento descrito
por Smith y Osborn (2009). Cada muestra fue analizada en triplicado técnico y se

utilizaron tres réplicas biolégicas independientes para la validacién del método.

La especificidad de la amplificacion fue verificada mediante el analisis de curvas

de fusion y confirmada posteriormente por electroforesis en gel de agarosa. La
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colonizacion fungica se expresé como nanogramos de ADN fungico por 100 mg
de peso fresco de raiz (ng ADN fungico 100 mg PF™"), considerando que todas

las extracciones se realizaron a partir de una cantidad inicial estandarizada.

2.15 Analisis estadisticos

Se realiz6 un analisis de varianza de dos vias (ANOVA) usando como factores el
nivel de N y la inoculaciéon con HE. Se realizdé una prueba HDS de Tukey para
identificar las medias con diferencias significativas (nivel de significancia de p <
0.05). Los datos fueron transformados segun fue necesario para lograr
normalidad y homogeneidad y los valores atipicos fueron descartados utilizando
los criterios de las pruebas de Rosner (Rosner, 1975) y Dixon (Barnett y Lewis,
1995). Los analisis univariados y los graficos se realizaron utilizando SigmaPlot
para Windows (version 11.0 Systat Software Inc., San José, CA, USA). Los
analisis multivariados, incluyendo analisis de componentes principales (PCA),
analisis de varianza multivariado permutacional (PERMANOVA) y mapas de calor
(Heatmaps), fueron realizados en RStudio versiéon 2025.09.2+418, utilizando

paquetes especializados para analisis metabolémico y visualizacion de datos.
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3 RESULTADOS

3.1 Efecto del nivel de N y de los HE en la biomasa aérea vy radicular de

Araucaria araucana

La interaccion HE x N (Tabla 1) tuvieron un efecto en la biomasa total de las
plantulas de Araucaria araucana (Fig. S1, Anexo). Las diferencia significativas
entre medias solo se observo a LN, donde las plantulas inoculadas con los tres
tratamientos de HE tuvieron mayor promocién de crecimiento por sobre las no

inoculadas (Ni).

En detalle, en el tejido aéreo (Fig. 1A), la biomasa fue afectada unicamente por
el nivel de nitrégeno (Tabla 1), observandose una menor acumulacién de
biomasa en las plantas cultivadas bajo LN en comparacién con HN. En contraste,
en el tejido radicular (Fig. 1B), la interaccidn entre el nivel de nitrégeno y los EIPF
fue significativa (Tabla 1). Bajo condiciones de LN, las plantas inoculadas
presentaron una mayor biomasa radicular que el tratamiento no inoculado (Ni-
LN), siendo Metarhizium (Ms) el tratamiento con mayor efecto, al incrementar la

biomasa radicular en un 38 % respecto del control.
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Figura 1. Efecto de la inoculacién con HE y nivel de N sobre el crecimiento de las plantulas. (A)
Biomasa aérea; (B) Biomasa radicular; (C) Fotografias representativas de plantulas de A.
araucana cultivada a condiciones de alto nitrégeno (HN) y (D) cultivadas a condiciones de bajo
nitrégeno (LN). Los tratamientos corresponden a plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con
Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculacion (Co-l). Los datos se presentan como
media + error estandar (n = 4). Diferentes letras indican diferencias significativas entre
tratamientos segun ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los
valores de p para los efectos de inoculacion fungica (HE), nivel de N y su interacciéon (HE x N) se
indican en cada gréfico.
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3.2 Efecto del nivel de N v de los HE en el contenido de Azlcares solubles

totales (AST), almiddn y carbohidratos no estructurales (CNE)

Para el contenido de azucares solubles totales (AST) en hojas (Fig. 2A),
unicamente el nivel de nitrégeno tuvo un efecto significativo (Tabla 1). Las
plantulas cultivadas bajo condiciones de LN presentaron un menor contenido de
AST que aquellas mantenidas en HN. En el contenido de azucares solubles
totales (AST) en raices (Fig. 2B), tanto la inoculacién con HE como el nivel de N
afectaron significativamente esta variable, aunque sin interaccion entre ambos
factores (Tabla 1). Las plantas cultivadas bajo condiciones de LN presentaron un
mayor contenido de AST que aquellas mantenidas en HN. Ademas, los
tratamientos con Ms y la Co-l mostraron mayores concentraciones de AST que

el tratamiento no inoculado y Bs.

Para el contenido de almidén foliar (Fig. 2C), la interaccion entre HE y el nivel de
N fue significativa (Tabla 1). Bajo condiciones de HN, las plantulas inoculadas
con Bs presentaron mayores concentraciones de almidén que las plantas Ni. En
cambio, bajo condiciones de LN, las mayores concentraciones se observaron en
las plantulas inoculadas con Ms y en la Co-l en comparacién con el tratamiento
no inoculado. El contenido de almidén en raices (Fig. 2D) también fue afectado
significativamente por la interaccién entre los HE y el nivel de N (Tabla 1). Bajo
condiciones de HN, las plantulas inoculadas con Bs presentaron las mayores

concentraciones de almidén, mientras que en LN el mayor contenido se registré
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en las plantulas inoculadas con Ms, en comparaciéon con el tratamiento no

inoculado (Ni).

Los carbohidratos no estructurales (CNE) en el tejido foliar (Fig. 2E) fueron
afectados por la interacciéon entre HE x N (Tabla 1). Las diferencias se observaron
s6lo a HN, donde todos los tratamientos fungicos presentaron mayores
cantidades de CNE respecto a Ni. En las raices (Fig. 2F) los CNE fueron
significativamente afectados la interaccion entre HE x N (Tabla 1). En HN, las
plantulas inoculadas con Bs presentaron mayores CNE que Ni. En cambio a LN,
fueron las plantulas inoculadas con Ms quienes tuvieron mayores

concentraciones de CNE frente a las Ni.
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Figura 2. Contenido de carbohidratos en plantulas inoculadas con HE en condiciones de alto
nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). (A) azucares solubles totales en tejido foliar; (B) azucares
solubles totales radiculares; (C) almidén en tejido foliar; (D) almidén en raices; (E) carbohidratos
no estructurales en tejido aéreo; (F) carbohidratos no estructurales en raices. Los tratamientos
corresponden a plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp.
(Ms) y Co-inoculacion (Co-l). Los datos se presentan como media + error estandar (n = 4).
Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos segin ANOVA de dos vias
seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los valores de p para los efectos de inoculacion
fungica (HE), nivel de N y su interaccion (HE x N) se indican en cada gréfico.
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3.3 Efecto del nivel de N v de los HE en aminoacidos libres totales (AAL) vy

proteinas solubles totales (PST)

La concentracion de aminoacidos libres (AAL) en el tejido foliar (Fig. 3A) fue
significativamente afectada por la interaccién entre HE y N (Tabla 1). Las
diferencias entre tratamientos fungicos se observaron unicamente bajo HN,
donde las plantulas inoculadas con Bs y Co-l presentaron mayores
concentraciones de AAL respecto a las plantulas Ni. En raices (Fig. 3B), el
contenido de AAL fue afectado significativamente por la interaccion entre HE y N
(Tabla 1). A condiciones de HN, Bs y Co-l también presentaron mayores AAL
respecto a Ni, siguiendo lo observado en el tejido aéreo. En contraste, a LN todos
los inoculados superaron significativamente a Ni, destacando Ms con el mayor
incremento de AAL radiculares (47.54 ug mg peso seco') en comparacion con

Ni (7.08 ug mg peso seco™).

La concentracion de proteinas solubles totales (PST) en el tejido foliar (Fig. 3C)
fue significativamente afectada solo por niveles de N (Tabla 1). Se observé una
mayor concentracion en tratamientos LN por sobre HN. En raices la

concentracion de PST (Fig. 3D) fueron afectadas significativamente sdlo por la
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inoculacion HE (Tabla 1). Las plantulas inoculadas con Ms contuvieron mayores

concentraciones de PST que las plantulas no inoculadas (Ni).
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Figura 3. Concentraciéon compuestos nitrogenados en hojas y raices de plantulas inoculadas con
HE en condiciones de alto nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). (A) aminoacidos libres en hojas;
(B) aminoacidos libres en raices; (C) proteinas solubles totales en hojas; (D) proteinas solubles
totales en raices. Los tratamientos corresponden a plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con
Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculacion (Co-l). Los datos se presentan como
media * error estandar (n = 4). Diferentes letras indican diferencias significativas entre
tratamientos segun ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los
valores de p para los efectos de inoculacion fungica (HE), nivel de N y su interaccién (HE x N) se
indican en cada grafico

3.4 Efecto del nivel de N vy de los HE en Pigmentos fotosintéticos

La concentracion de clorofila a (Fig. 4A) no presenté diferencias significativas
entre tratamientos fungicos ni entre niveles de N (Tabla 1). Para clorofila b (Fig.

4B), la interaccion HE x N afectaron significativamente (Tabla 1), pero entre
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tratamientos fungicos no hubo diferencias con el control (Ni). La clorofila total
(Fig. 4C) no presento solo diferencias entre HE y N (Tabla 1). Los carotenoides
(Fig. 4D) fueron afectados por la interaccion HE x N (Tabla 1). Pero al igual que
en la clorofila B, no se observaron diferencias entre plantas inoculadas con las

no inoculadas.
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Figura 4. Contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas de plantulas inoculadas con HE en
condiciones de alto nitrogeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). (A) clorofila a; (B) clorofila b; (C) clorofila
total; y (D) carotenoides. Los tratamientos corresponden a plantulas no inoculadas (Ni),
inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculacién (Co-1). Los datos se
presentan como media * error estandar (n = 4). Diferentes letras indican diferencias significativas
entre tratamientos segin ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05);
NS, indica ausencia de diferencias significativas (p > 0.05). Los valores de p para los efectos de
inoculacién fungica (HE), nivel de N y su interaccién (HE x N) se indican en cada grafico
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3.5 Efecto del nivel de N y de los HE en la Actividad de enzimas clave

asociadas al metabolismo de N

La actividad nitrato reductasa (NR) en hojas (Fig. 5A) fue significativamente
afectada solo por la inoculacion con HE (Tabla 1), los mayores cambios se
observaron en tratamientos de inoculacion especialmente Co-l y Ms con mayor
actividad respecto a Ni. En raices la NR, se vi6 afectada por la interaccién entre
HE y N (Tabla 1), donde las plantulas inoculadas con Co-l y Ms mostraron
consistentemente las mayores actividades de NR, diferenciandose

significativamente de Ni y Bs.

La actividad de glutamina sintetasa (GS) en hojas se vié afectada por la
interaccion entre HE y N (Tabla 1). En HN, todos los tratamientos inoculados
presentaron una mayor actividad de GS que el tratamiento Ni. Asimismo en LN,

este efecto se observo unicamente en las plantulas inoculadas con Ms y Co-I.

La actividad aminante de GDH (GDH-NADH,; Fig. 6A y 6B) fue significativamente
afectada por la interaccion entre HE y N tanto en el tejido foliar como radicular
(Tabla 1). En hojas, las diferencias entre tratamientos se observaron unicamente
a HN, donde las plantulas inoculadas con Ms presentaron la mayor actividad
enzimatica, superando significativamente a los demas tratamientos. En raices,
Bs present6 consistentemente la mayor actividad aminante en ambos niveles de

N, diferenciandose ampliamente de Ni. Por otro lado, la actividad desaminante
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de la glutamato deshidrogenasa (GDH-NAD+; Fig. 6C y 6D) fue afectada
significativamente por la interaccion entre HE y N (Tabla 1). En hojas, la Co-I
presentd una mayor actividad de GDH-NAD+ que el tratamiento Ni tanto en HN
como en LN. Asimismo, las plantulas inoculadas con Bs también mostraron una
mayor actividad enzimatica que el control, aunque este efecto se observo
unicamente bajo condiciones de LN. En raices, solo se observd que los
tratamientos fungicos Ms y Co-l incrementaron la actividad enzimatica s6lo a HN

siendo diferentes a los Ni.
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Figura 5. Actividad enziméatica relacionada con la asimilacién de nitrégeno en hojas y raices de
plantulas inoculadas con HE, en condiciones de alto nitrogeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). (A)
actividad de nitrato reductasa, NR en hojas; (B) NR en raices; (C) actividad de glutamina
sintetasa, GS en hojas y (D) GS en raices. Los tratamientos corresponden a plantulas no
inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculacién (Co-
I). Los datos se presentan como media + error estdndar (n = 4). Diferentes letras indican
diferencias significativas entre tratamientos segin ANOVA de dos vias seguida de una prueba de
Tukey (HSD, p < 0.05). Los valores de p para los efectos de inoculacion fungica (HE), nivel de N
y su interaccion (HE x N) se indican en cada gréfico.
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Figura 6. Actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) asociada a la asimilacién del N en hojas y
raices de plantulas inoculadas con HE, evaluadas en condiciones de alto nitrdgeno (HN) y bajo
nitrégeno (LN). (A) actividad GDH en hojas, NADH oxidado (aminacién); (B) GDH en raices,
NADH oxidado; (C) GDH en hojas, NAD+ reducido (desaminacion) y (D) GDH en raices, NAD+
reducido. Los tratamientos corresponden a plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con
Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculacién (Co-l). Los datos se presentan como
media * error estandar (n = 4). Diferentes letras indican diferencias significativas entre
tratamientos segun ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los
valores de p para los efectos de inoculacion fungica (HE), nivel de N y su interaccién (HE x N) se
indican en cada grafico

3.6 Efecto de los HE vy nivel de N en el perfil metaboldmico del tejido foliar de

plantulas de A. araucana

El analisis metabolomico permitio detectar un total de 334 metabolitos en
condiciones de HN (Fig. S2A, ANEXO) y 259 metabolitos en condiciones de LN

(Fig. S2B, ANEXO). De estos compuestos 24 metabolitos en HN y 23 metabolitos
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en LN pudieron ser anotados mediante asignacion de identificadores de las bases

de datos PubChem y/o KEGG.

Los mapas de calor revelaron que la respuesta metabolomica foliar a la
inoculaciéon con HE dependio del nivel de nitrégeno disponible (Fig. 7A'y 7B). En
condiciones de HN, los tratamientos inoculados presentaron patrones de
acumulacién de metabolitos distintos al tratamiento no inoculado (Ni). Los tres
tratamientos inoculados compartieron mayores abundancias relativas de
metabolitos secundarios respecto a las No inoculadas, como Shikimato,
Fenilalanina, Acido Cumarico, Catequina, Galocatequina y Afzelequina. Sin
embargo, también se observaron diferencias entre tratamientos fungicos. Las
plantulas inoculadas con Beauveria sp. (Bs) se caracterizaron por una mayor
acumulacion de acido quinico, acido malico y acido 5-p-cumaroilquinico. Las
plantulas inoculadas con Metarhizium sp. (Ms) presentaron mayores
abundancias relativas de galocatequina, catequina y arginina. Las plantulas Co-I
presentaron mayores abundancias de Shikimato, Acido dodecilbencenosulfénico
y Canrenona, pero no muy diferente que Ms y también del metabolito Hipaforina

(Lenticina), pero no muy diferente que Ni.

A condiciones de LN, la inoculacion con HE también modificé el perfil de
metabolitos en hojas (Fig. 7B). En comparacion con las plantulas no inoculadas
(Ni), los tratamientos inoculados presentaron menores abundancias relativas

de timol beta-D-glucdsido, acido quinico, acido malico, acido 2-isopropilmalico,
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acido citrico y triptéfano. En contraste, varios compuestos fendlicos y
aminoacidos mostraron incrementos relativos dependiendo del tratamiento
fungico. Las plantulas inoculadas con Ms presentaron mayores abundancias
relativas de afzelequina, leucdsido, gentibiosa y derivados del acido
cumaroilquinico, mientras que las plantulas inoculadas con Bs mostraron
mayores niveles de shikimato y derivados del acido cumaroilquinico. Por su parte,
la Co-inoculacion presentd mayores abundancias relativas de epigalocatequina,
catequina, epicatequina, lenticina, 5-B-glucosilpiridoxina y picrdsido respecto a

los demas tratamientos fungicos, pero no diferente a Ni.

El analisis de componentes principales (PCA) realizado sobre los metabolitos
anotados mostrd que los componentes PC1y PC2 explicaron el 23,4 % y 11,5 %
de la variacion total en HN (Fig. 7C), y el 17,7 % y 9,9 % en LN (Fig. 7D),
respectivamente. En condiciones de HN se observé una tendencia a una mayor
separacion espacial entre las plantulas no inoculadas (Ni) y los tratamientos
inoculados, mientras que en LN los grupos presentaron un mayor grado de
solapamiento. El analisis PERMANOVA no detecté diferencias significativas
entre tratamientos (p>0.05), indicando que las variaciones observadas en la
ordenacion multivariada no fueron suficientes para evidenciar una diferenciacion
del perfil metabolémico foliar. Este mismo patrén fue observado al realizar el PCA
utilizando la totalidad de los metabolitos detectados para cada condicion de N
(Fig. S2C y Fig. S2D, ANEXO), donde las tendencias de agrupamiento fueron

similares estadisticamente para cada tratamiento fungico.
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Figura 7. Perfil metabolomico foliar basado en metabolitos anotados de plantulas de Araucaria
araucana inoculadas con HE en condiciones de alto nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). Los
tratamientos corresponden a plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs),
Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculacion (Co-l). Los mapas de calor muestran (A) la abundancia
relativa de los 24 metabolitos descritos en HN y; (B) los 23 metabolitos descritos en LN. La barra
de escala representa los valores estandarizados de abundancia relativa, desde baja (azul) hasta
alta (rojo). Los analisis de componentes principales (PCA) para (C) HN y; (D) para LN, fueron
realizados exclusivamente utilizando los metabolitos anotados.
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3.7 Efecto del nivel de N vy de los HE en el contenido de nitrégeno, carbono y

relacion estequiométrica C/N y N/C

El contenido de nitrégeno relativo (%N; Fig. 8A) fue significativamente afectada
por la interaccion entre HE y N (Tabla 1). S6lo en LN se detectaron diferencias
significativas, donde las plantulas no inoculadas (Ni) acumularon mayores de N,
pero soélo diferente de Ms. De la misma forma el contenido total de nitrégeno foliar
(mg N planta™'; Fig. 8C) fue igualmente afectada por la interaccién HE x N (Tabla
1), pero sblo se encontraron diferencias por suministro de N acumulandose
mayores cantidades en HN igual para todos los HE. Por otro lado el contenido de
carbono foliar (%C; Fig. 8B) no presentd diferencias significativas en ningun
factor ni interaccion (Tabla 1), manteniéndose relativamente constante. El
contenido total de carbono foliar (Fig. 8D) fue afectado significativamente solo por
la inoculacién con HE y por el nivel de N (Tabla 1). En general, las plantulas a
HN acumularon mayores cantidades de C que LN. Y las plantulas inoculadas con

Ms tuvieron mayor cantidad de C en sus tejidos y diferente que Ni.

La relacion estequiométrica N/C (Fig. 8E) fue afectada por la interacciéon HE x N
(Tabla 1). Las plantulas cultivadas a LN presentaron una disminucion de la
relacion N:C, y los tratamientos fungicos Bs y Ms exhibieron valores mas bajos
de N respecto a Ni. La relacién C: N foliar (Fig. 8F) fue afectada significativamente

por la interaccion HE x N (Tabla 1). Consistentemente a LN, se registré un
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aumento significativo de la relacién C: N en comparacion con HN, y las plantulas

inoculadas con Bs y Ms presentaron los valores mas alto respecto a Niy Co-l.
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Figura 8. Contenido relativo, total y estequiometria foliar de carbono y nitrégeno en plantulas de
A. araucana. (A) Contenido relativo foliar de nitrégeno (%N); (B) contenido relativo de carbono
(%C); (C) contenido total de nitrégeno foliar (mg N planta'); (D) contenido total de carbono (mg
C planta); (E) relacion estequiométrica N:C foliar; y (F) relacién estequiométrica C: Los
tratamientos corresponden a plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs),
Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculacion (Co-l). Los datos se presentan como media + error
estandar (n = 4 para todas las variables, excepto la relacion C: N (F), donde n = 3). Diferentes
letras indican diferencias significativas entre tratamientos segun ANOVA de dos vias seguida de
una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los valores de p para los efectos de inoculacion fungica
(HE), nivel de N y su interaccion (HE x N) se indican en cada grafico.
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3.8 Efecto del nivel de N vy de los HE en los isotopos 8'°N y 8'3C en hoja

La composicion isotopica foliar de 8'°N (Fig. 9A) fue afectada significativamente
por la interaccion HE x N (Tabla 1). A condiciones de HN, todos los tratamientos
presentaron valores positivos, pero sin diferencias significativas. En contraste, a
condiciones LN se observaron cambios marcados en la sefial isotopica. Las
plantulas no inoculadas (Ni), incrementaron significativamente su composicion
con valores cercanos a 3.49 %o, mientras que las plantulas inoculadas con Bs,
Ms y Co-l presentaron valores negativos entre -2.51 %o y -0.95 %o siendo
diferentes muy diferentes a Ni. Por otro lado, la composicién isotépica foliar de
0"C (Fig. 9B) solo el nivel de N mostré un efecto significativo (Tabla 1). En

general, a LN se encontré una sefal isotopica mas negativa que a HN de 6"C.
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Figura 9. Composicion isotdpica foliar de &'*N y &'C en plantulas de Araucaria araucana
inoculadas con HE en condiciones de alto nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). (A) composicion
isotépica de 6N foliar (n = 3); (B) composicion isotépica de 6'*C foliar (n = 4). Los tratamientos
corresponden a plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp.
(Ms) y Co-inoculacion (Co-l). Los datos se presentan como media * error estandar. Diferentes
letras indican diferencias significativas entre tratamientos segun ANOVA de dos vias seguida de
una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los valores de p para los efectos de inoculacion fungica
(HE), nivel de N y su interaccion (HE x N) se indican en cada gréfico
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3.9 Colonizacién fungica en raices de Araucaria araucana

La cuantificacion molecular mediante gQPCR mostré una colonizacion exitosa por
ambos HE en raices de A. araucana (Fig. 10A y B). La cantidad de ADN genémico
de Beauveria (Fig. 10A) fue afectada significativamente sélo por la inoculacion
con HE (Tabla 1). Los tratamientos inoculados unicamente con Bs tuvieron mayor
colonizacion radicular que en los tratamientos Co-I, tanto en HN como en LN. Las
plantulas Ni y aquellas inoculadas soélo con Ms, no presentaron amplificacion
detectable con los primer especificos de Beauveria sp. (Fig. S4; ANEXO). Por
otro lado, la cuantificacion de ADN gendmico de Metarhizium (Fig. 10B) fue
influenciada significativamente por la inoculacion con HE y por el nivel de N
(Tabla 1). Las plantulas inoculadas unicamente con Ms mostraron una mayor
colonizacion que aquellas Co-l. Asimismo, la colonizacién fue mayor bajo
condiciones de LN que en HN. Ademas, Ni y Bs no presentaron sefial detectable

con los primers especificos de Metarhizium spp. (Fig. S4; ANEXO).
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Figura 10. Colonizacioén radicular de Beauveria sp. y Metarhizium sp. en plantulas de Araucaria
araucana determinada mediante gPCR. (A) cuantificacion de ADN gendémico de Beauveria; (B)
cuantificacion de ADN gendmico de Metarhizium. Los datos representan ng de ADN fungico por
mg de peso fresco de raices bajo condiciones de alto nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). Los
tratamientos corresponden a plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con B. bassiana (Bs),
Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculacion (Co-l). Diferentes letras indican diferencias significativas
entre tratamientos segin ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05).
Los valores de p para los efectos de inoculacién fungica (HE), nivel de N y su interaccion (HE x
N) se indican en cada gréfico.

3.10 Analisis multivariado de los efectos inducidos por los HE en las variables

relacionadas con el metabolismo de Ny C.

El andlisis de componentes principales (PCA) mostraron diferencias entre
tratamientos fungicos tanto bajo condiciones de HN (Fig. 11A y C) como de LN
(Fig. 11B y D). Esta separacion fue confirmada mediante el analisis de
PERMANOVA, detectandose diferencias significativas entre tratamientos en HN

(p =0.039) y LN (p=0.038).

En condiciones de HN (Fig. 11A), los componentes PC1 y PC2 explicaron el
253% y 18.8% de la variacion total, respectivamente. Los tratamientos
inoculados se separaron algo de Ni, donde Bs y Ms poseen un grado de
solapamiento, pero especialmente Co-I fue el tratamiento con mas distancia entre
los demas HE y Ni. Las variables con mayor contribuciéon en PC1 (Fig. 11 C)
destacaron las actividades NR (Hoja y raiz) y GS (hoja), Azucares solubles totales
(Hoja y raiz) y aminoacidos libres totales (Hoja y raiz). En cambio, para PC2, las
variables que tuvieron mayor contribucién fueron Almidén (Raiz), actividades
GDH-NADH (Hoja) y GDH-NAD+ (Raiz). En conjunto, estos resultados indican

que bajo alta disponibilidad de nitrégeno los HE modificaron simultdneamente
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procesos asociados a la asimilacion de N y a la acumulacion de reservas

carbonadas.

En condiciones de LN (Fig. 11B), los componentes PC1 y PC2 explicaron el
28.7% y 18.1% de la variacion total, respectivamente. La separacion entre
tratamientos fungicos con Ni fue aun mas evidente, observandose una
diferenciacion marcada de las plantulas Co-inoculadas y Ni respecto a los demas
tratamientos, mientras que Bs y Ms presentaron un mayor grado de
solapamiento. Las variables que mas contribuyeron al eje PC1 (Fig. 11D) fueron
Biomasa (Radicular), C total (Hoja), Proteinas solubles totales (Hoja), actividad
GS (Hoja) y NR (Hoja y raiz). Por su parte, en el eje PC2, las variables que mas
contribuyeron fueron %N (Hoja) y C:N (Hoja). En conjunto, se sugiere que bajo
limitacion de nitrégeno la respuesta inducida por los HE estuvo fuertemente
asociada con ajustes en la asimilacidn, reutilizacion y distribucion interna del
nitrogeno, acompanados por cambios en el crecimiento y en las relaciones

carbono-nitrégeno de las plantulas.
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Figura 11. Anadlisis de componentes principales (PCA) de las variables fisiologicas y bioquimicas
evaluadas en plantulas de Araucaria araucana inoculadas con HE bajo condiciones de alto
nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). (A y B) Ordenacién de los tratamiento segun los dos
primeros componentes principales PC1 y PC2, mostrando las elipses de confianza de los
tratamientos: plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp.
(Ms) y Co-inoculacion (Co-l); (C y D) Circulo de correlaciéon que muestra la direccion vy
contribucion relativa de las variables a la separacion observada en los componentes principales.
Las variables incluidas corresponden a biomasa aérea, radicular; actividades enzimaticas
asociadas al metabolismo del nitrégeno (NR, GS, GDH-NADH y GDH-NAD+); aminoécidos libres
(AAL); proteinas solubles totales; azlcares solubles totales; almiddn; carbohidratos no
estructurales (CNE); contenido foliar de N 'y C; relacion C:N; y composicion isotépica foliar de 8'°N
y 8'3C. Los porcentajes de variacién explicada por cada componente principal se indican entre
paréntesis. La diferenciacién multivariada entre tratamientos fue evaluada mediante
PERMANOVA.
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3.11 Resumen estadistico de los efectos de HE vy nivel de N sobre variables

relacionadas con el metabolismo de N y C en A. araucana

Tabla 1. Valores de p (p<0.05) para los efectos de HE, N y su interaccion determinados por
analisis ANOVA de dos vias sobre atributos fisioldgicos y bioquimicos en A. araucana inoculadas
con HE y dos niveles de N.

Variables

Biomasa aérea 0.057 <0.001 0.077

Biomasa radicular <0.001 <0.001 0.007

Biomasa total <0.001 <0.001 0.002

Azlicares solubles totales foliar (mg por planta) 0.098 <0.001 0.208

Azicares solubles totales radicular (mg por planta) 0.005 0.002 0.752

Almidon foliar (mg por planta) 0.005 <0.001 0.003
Almidon radicular (mg por planta) 0.013 <0.001 <0.001

Carbohidratos no estructurales foliar (mg por planta) 0.011 <0.001 0.038
Carbohidratos no estructurales radicular (mg por planta) 0.008 <0.001 <0.001

Aminoacidos libres totales foliar (mg g peso seco™) 0.212 <0.001 0.002
Aminoacidos libres totales radicular (mg g peso seco™) <0.001 0.331 <0.001
Proteinas solubles totales foliar (mg g peso seco™) <0.001 <0.001 <0.001

Proteinas solubles totales radicular (mg g peso seco™) <0.001 0.22 0.064

Clorofila a (mg g peso seco™) 0.573 0.104 0.072

Cloforila b (mg g peso seco™) 0.246 0.027 0.028

Clorofila total (mg g peso seco™) 0.46 0.064 0.05

Carotenoides (mg g peso seco™) 0.753 0.098 0.032

Nitrato reductasa (NR) foliar (umol NO-2 h™ mg proteina™) <0.001 0.057 0.543
Nitrato reductasa (NR) radicular (umol NO-2 h™ mg proteina™) <0.001 0.225 <0.001

Glutamina sintetasa (GS) foliar (umol y-ghm h™ mg proteina™) <0.001 <0.001 0.003

Glutamina sintetasa (GS) radicular (umol y-ghm h™ mg proteina™) <0.001 0.093 0.313
Glutamato deshidrogenasa (GDH-NADH) foliar (nmol NADH oxidado h™ mg proteina™) <0.001 <0.001 0.002
Glutamato deshidrogenasa (GDH-NADH) radicular (nmol NADH oxidado h™" mg proteina™) <0.001 0.225 0.034
Glutamato deshidrogenasa (GDH-NAD+) foliar (nmol NAD+ reducido h™" mg proteina™) <0.001 0.004 <0.001
Glutamato deshidrogenasa (GDH-NAD+) radicular (nmol NAD+ reducido h™ mg proteina™) <0.001 0.08 <0.001
%N foliar 0.547 <0.001 0.009

%C foliar 0.094 0.107 0.445

Contenido de N total foliar (mg por planta) 0.685 <0.001 0.036

Contenido de C total foliar (mg por planta) 0.013 <0.001 0.071

Relacion estequiométrica N : C 0.255 <0.001 0.004

Relacién estequiométrica C : N 0.021 <0.001 0.003
Composicion isotopica &'*N foliar (%o) <0.001 0.037* <0.001

Composicion isotépica &'*C foliar (%o) 0.094 <0.001 0.151

ADN gendmico Beauveria (ng mg peso fresco ') <0.001 0.443 0.626

ADN gendmico Metarhizium (ng mg peso fresco ') 0.028 0.004 0.637
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4 DISCUSION

Las interacciones entre Beauveria, Metarhizium y plantas han sido estudiadas
principalmente en el contexto de la transferencia de nitrégeno desde insectos
parasitados hacia sus hospedadores vegetales (Behie et al., 2012). Sin embargo,
son limitados los estudios sobre mecanismos mediante los HE pueden modular
el metabolismo vegetal cuando las plantas crecen utilizando fuentes modificadas

de nitrégeno inorganico, como NH4/NOs.

Se ha descrito que los beneficios en interacciones simbidticas fungicas dependen
fuertemente del estado nutricional de la planta hospedadora (Hoeksema et al.,
2010) vy, que las Co-inoculaciones con diferentes cepas podrian generar
respuestas sinérgicas superiores a las obtenidas por cada hongo de manera

individual (Khaekhum et al., 2021: Gonzalez-Teuber et al., 2022).

Este estudio arroja las primeras luces sobre el efecto de los HE en la eficiencia

metabdlica de A. araucana, creciendo bajo distintas condiciones de N.

4.1 El incremento de biomasa en condiciones de LN no estuvo asociado a una

mayor acumulacion de N o C foliar

La inoculacion con HE incrementd significativamente la biomasa radicular, siendo
este efecto mas evidente a baja disponibilidad de N (Fig. 1). Este patron coincide
con observaciones realizadas en otras asociaciones endofiticas, donde los

beneficios sobre el crecimiento suelen intensificarse cuando los recursos son
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limitantes (Di Martino et al.,, 2022; Alquichire-Rojas et al., 2024). Resulté
particularmente interesante que el incremento de biomasa no estuvo
acompanado por aumentos significativos en el porcentaje foliar de N y C. Estas
interpretaciones coincidieron con lo reportado por Alquichire et al. (2024), quienes
observaron que la colonizacion por HE no necesariamente incrementa la
concentracion de nitrogeno en tejidos aéreos. Del mismo modo, la acumulacion
de carbohidratos no estructurales (CNE) y almidon aumentaron en raices de
plantulas inoculadas, especialmente con Metarhizium a condiciones LN (Fig 2).
Este resultado se relaciona con la promocién de crecimiento en las raices (Fig
1B). Este aumento podria indicar que el carbono disponible fue destinado
preferentemente a sostener el crecimiento vegetal y la actividad metabdlica.
Ademas se ha propuesto que los hongos endéfitos (HE) pueden actuar como
sumideros de C, utilizando parte de los fotosintatos transferidos por la planta
hospedadora para sostener su propio metabolismo (Ahmad et al., 2026).
Asimismo, una fraccion de estos exudados carbonatados podria destinarse a

favorecer otras interacciones microbianas en la rizosfera (Sasse et al., 2018).

Aunque los resultados observados en acumulacion de carbono y nitrégeno en las
hojas no explican el incremento del crecimiento radicular, es posible que los HE
favorezcan un uso mas eficiente del nitrégeno, especialmente bajo condiciones
limitantes. Ademas de mejorar la adquisicion y el metabolismo de este nutriente,
diversos estudios han demostrado que los HE pueden producir fitohormonas,

como el acido indol-3-acético (AlA) y las giberelinas, o bien modular sus niveles
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en la planta hospedadora (Taheri, 2025). En este contexto, Liao et al. (2017)
demostraron que Metarhizium robertsii es capaz de producir AlA y promover el
crecimiento radicular de sus plantas hospedadoras, o que sugiere que este
mecanismo también podria contribuir al efecto promotor del crecimiento
observado en A. araucana. Sin embargo, en este estudio no se evalud la
produccion de fitohormonas ni las rutas de sefializaciéon hormonal, por lo que su
participacion permanece como una hipétesis que debera ser abordada en futuras

investigaciones

4.2 Los HE aumentaron la eficiencia de utilizacion de nitrdgeno mas que su

acumulacion en tejidos.

Aunque la inoculacion con HE no incremento el %N foliar a condiciones limitantes
(LN), si produjo cambios significativos en practicamente todos los indicadores

bioquimicos asociados al metabolismo de N.

En especifico, el nivel de N suministrado por si solo tuvo escasa influencia sobre
las proteinas solubles totales (PST), aminoacidos libres (AAL) y actividades
enzimaticas (NR, GS y GDH) en el tejido radicular. Una posible explicacion para
este resultado es que las reservas internas de carbono y nitrégeno acumulado
durante las etapas tempranas de desarrollo de las plantulas de A. araucana
hayan amortiguado parcialmente el efecto del N externo sobre el metabolismo
radicular, fendmeno previamente descrito en especies lefiosas de crecimiento

lento (Millard y Grelet, 2010).
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Sin embargo, los HE en interaccién con la disponibilidad de nitrégeno, mejoran
la actividad de las enzimas nitrato reductasa (NR) a nivel radicular, glutamina
sintetasa (GS) a nivel aéreo y glutamato deshidrogenasa (GDH) aéreo y
radicular. Ademas de modificar la acumulacion de aminoacidos libres (AAL) en

hojas y raices, asi como de alterar la relacion C/N.

Estos resultados sugieren que los HE mejoran la utilizacion interna del nitrégeno
en las plantulas de A. araucana, favoreciendo una mayor capacidad para reducir
nitrato, incorporar amonio a aminoacidos y utilizar estos compuestos en la
sintesis de proteinas. Sin embargo, la concentracion de proteinas solubles totales
(PST) no fue afectada por la interaccion entre los HE y el nivel de nitrégeno. En
cambio, las plantulas inoculadas con Metarhizium presentaron mayores
concentraciones de PST independientemente de la disponibilidad de nitrégeno,
lo que sugiere que este hongo podria estimular la sintesis o acumulacion de

proteinas independientemente de la disponibilidad de este nutriente.

Aunque los mecanismos moleculares especificos de la interaccion entre HE y A.
araucana aun son desconocidos, estudios realizados con Brassica pekinensis
(Col china) han demostrado que ciertos HE, como Piriformospora indica pueden
inducir directamente la expresiéon de genes asociados a la asimilacion de N,
incluyendo NR (Sherameti et al., 2005). Dado que Metarhizium también pueden
colonizar tejidos aéreos (Behie et al., 2015), el incremento de las actividades

enzimaticas relacionadas al metabolismo del N puede ocurrir no solo en raices
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sino también en hojas. Esto es relevante puesto es donde se concentra una gran
parte de la asimilacion y re-asimilacion de este recurso (Masclaux-Daubresse et

al., 2010; Lea y Miflin 2010).

La asimilacién de nitrogeno depende estrechamente de la disponibilidad de
esqueletos carbonados (Forde y Lea, 2007), por lo que estos cambios
probablemente estuvieron acompafados por ajustes en el metabolismo central
del carbono, particularmente en aquellas rutas asociadas a la actividad de GDH.
La ausencia de cambios importantes en los pigmentos fotosintéticos sugiere que
esta reorganizacion metabdlica ocurrio sin  comprometer la capacidad
fotosintética de las plantulas, favoreciendo la utilizacion del carbono disponible

para sostener la asimilacion de nitrégeno.

4.3 La Co-inoculacién incrementd la actividad GDH desaminante vy redujo

metabolitos claves del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA).

La actividad de la glutamato deshidrogenasa (GDH) mostré respuestas
diferenciales dependiendo de la cepa inoculada y de la disponibilidad de
nitrogeno. Mientras Bs promovidé principalmente la actividad aminante (GDH-
NADH) en raices y Ms indujo esta misma actividad en hojas, ambos tratamientos
mostraron escasos cambios en la actividad desaminante. Este patrén sugiere una
direccion neta del metabolismo hacia la sintesis de glutamato y la incorporacién
de nitrégeno en compuestos organicos. Por otro lado, Co-l favorecio

principalmente la actividad desaminante de GDH (GDH-NAD") en el tejido aéreo
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y en ambas condiciones de N. Esta reaccidon genera 2-oxoglutarato, un
intermediario central que conecta el metabolismo del nitrégeno con el TCA. Por
ello, el aumento de GDH desaminante podria reflejar una mayor demanda de
esqueletos carbonados y energia para sostener simultaneamente el crecimiento

vegetal y los requerimientos metabdlicos asociados a la colonizacion fungica.

Esta interpretacion es consistente con los resultados de metaboldémica obtenidos
de plantulas cultivadas a LN, donde las inoculadas con Co-| presentaron menores
concentraciones de acido citrico, acido malico y acido 2-isopropilmalico (Fig 7B).
Estos compuestos participan en el metabolismo respiratorio y en la provision de
esqueletos carbonados para la sintesis de aminoacidos (Sweetlove et al., 2010).
En conjunto, los resultados sugieren que Co-l promovié una mayor movilizaciéon
de intermediarios del TCA, posiblemente asociada a un incremento de la
respiracion celular y a una utilizacion mas intensa de carbono para sostener el
metabolismo bajo condiciones limitantes de nitrégeno (Nunes-Nesi et al., 2010).
No obstante, aunque este patrén es consistente con una mayor actividad
respiratoria, las tasas de respiracion no fueron medidas directamente en este

estudio.

4.4 Los HE modularon rutas asociadas al metabolismo del carbono,

aminoacidos y compuestos fendlicos en funcion de la disponibilidad de nitrégeno.

Los analisis metabolémicos revelaron que los efectos de los HE variaron segun

la disponibilidad de nitrdgeno y la cepa inoculada (Fig. 7). Aunque los analisis
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multivariados mostraron una separacion parcial entre tratamientos,
particularmente en condiciones de HN (Fig. 7C), las diferencias observadas
estuvieron asociadas principalmente a cambios en la abundancia relativa de
metabolitos especificos mas que a una reorganizacion completa del Metaboloma.
En condiciones de HN, la inoculacion promovié principalmente cambios
asociados a la via del shikimato y al metabolismo fenilpropanoide. Un patrén
comun a todos los tratamientos fungicos fue la mayor acumulacién de fenilalanina
(Phe), shikimato, derivados del cumaroilquinico y derivados de catequina
respecto de las plantulas no inoculadas (Ni). Phe el principal precursor de la ruta
fenilpropanoide, actuando como sustrato de la fenilalanina amonio liasa (PAL),
enzima que inicia la biosintesis de una amplia diversidad de compuestos
fendlicos (Vogt, 2010). Tanto la catequina y sus derivados corresponden a
flavanoles derivados de la ruta fenilpropanoide y han sido ampliamente asociados
a funciones antioxidantes y mecanismos de proteccion frente a estrés bidtico y
abiotico (Treutter, 2008; Agati et al., 2012). Resultados similares han sido
reportados en otras asociaciones con HE, donde la inoculacion induce la
acumulacién de compuestos fendlicos y metabolitos asociados a respuestas
defensivas de la planta (Shaalan et al., 2022). Adicionalmente, mayores
concentraciones de shikimato y derivados del acido cumaroilquinico, demuestran
que los HE estan ejerciendo un efecto destinado al metabolismo secundario

(Fraser y Chapple, 2011; Maeda y Dudareva, 2012).
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En especifico, las plantulas inoculadas con Beauveria acumularon acido quinico
y acido malico. Mientras que el acido quinico se encuentran estrechamente
vinculados a la via del shikimato, en etapas tempranas de la biosintesis
fenilpropanoide (Vogt, 2010). El acido malico constituye un importante
intermediario del metabolismo central del carbono, participando en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA) y contribuyendo al suministro de carbono necesario
para la sintesis de aminoacidos y otros compuestos organicos (Nunes-Nesi et al.,
2010). Por otro lado, las plantulas inoculadas con Metarhizium (Ms) presentaron
una mayor acumulacidén de arginina, un patron similar al observado en la co-
inoculacién (Co-l), donde el perfil metabdlico también se caracterizé por mayores
concentraciones de arginina y shikimato. Mientras que el shikimato constituye un
intermediario clave en la biosintesis de aminoacidos aromaticos y compuestos
fendlicos (Maeda y Dudareva, 2012), la arginina representa una de las principales
formas de almacenamiento de nitrdgeno organico en las plantas y es esencial
para la elongacion radicular traducido a una mayor biomasa (Winter et al., 2015;
Avila et al., 2025). La acumulacion simultanea de ambos metabolitos, junto con
el aumento de fenilalanina en los tratamientos inoculados, sugiere que las
plantulas dispusieron de una mayor disponibilidad de nitrégeno para sostener
tanto el crecimiento y la biosintesis de compuestos fendlicos derivados de la via
de los fenilpropanoides.

En condiciones de bajo nitrégeno (LN) se observaron cambios consistentes en

metabolitos vinculados al metabolismo central del carbono. Independientemente
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de la cepa inoculada, las plantulas presentaron menores concentraciones de
acido malico y acido 2-isopropilmalico respecto a los controles. Mientras que el
acido malico participa directamente en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA),
el acido 2-isopropilmalico constituye un intermediario de la biosintesis de
aminoacidos de cadena ramificada, particularmente leucina (Leu) (Nunes-Nesi et
al., 2010). La disminucién observada de estos metabolitos sugiere una mayor
movilizacion de intermediarios del metabolismo central del carbono bajo
condiciones de limitacion de nitrogeno (Forde y Lea, 2007). Consistentemente,
las plantulas inoculadas presentaron mayores concentraciones de aminoacidos
libres totales (AST) y modificaciones importantes en la actividad de enzimas
asociadas a la asimilacidn de nitrégeno. La concordancia entre ambos resultados
sugiere una estrecha integracion entre los metabolismos del carbono y del
nitrogeno, donde el carbono disponible estaria siendo redirigido hacia la sintesis
de compuestos nitrogenados (Binder, 2010). En concordancia, los tres
tratamientos inoculados presentaron ademas mayores concentraciones de
gentibiosa y acido isetidonico respecto a los controles. Aunque la funcidn
fisiolégica de estos compuestos en A. araucana aun no es clara, su respuesta
consistente en los tres tratamientos inoculados sugiere que forman parte de una
reorganizacion metabdlica comun inducida por los HE bajo condiciones de
limitacién de nitrdgeno. Segun tratamiento fungico, las plantulas inoculadas con
Beauveria y Co-l acumularon preferentemente shikimato, derivados del acido

cumaroilquinico y derivados de catequina. Dado que ambos metabolitos
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corresponden a intermediarios tempranos de la via del shikimato y de la
biosintesis fenilpropanoide (Vogt, 2010; Maeda y Dudareva, 2012; Li et al., 2022),
estos resultados que coinciden con HN, sugieren que Beauveria y Co-l|
mantuvieron una activa la provision de precursores para la sintesis de
compuestos fendlicos incluso bajo condiciones de limitacion de nitrégeno. En
cambio, las plantulas inoculadas con Metarhizium (Ms) se diferenciaron
principalmente por una mayor acumulacion de afzelequina, un flavanol derivado
de la ruta fenilpropanoide con reconocida actividad antioxidante (Luo et al., 2022).
Este resultado es consistente con lo observado bajo condiciones de HN, donde
Ms promovid la acumulacion de otros flavanoles, como catequina vy
galocatequina, lo que sugiere una activacion sostenida del metabolismo fendlico
asociado a la proteccion celular. Ademas, las plantulas inoculadas con Ms
presentaron mayores concentraciones de triptéfano y arginina, dos metabolitos
primarios estrechamente relacionados con el crecimiento radicular observado. En
particular, el triptéfano es el principal precursor de la biosintesis de acido indol-3-
aceético (AlA), y diversos microorganismos pueden utilizarlo para producir esta
fitohormona, promoviendo el crecimiento y desarrollo de las plantas (Trivedi et

al., 2020).

Aunque la mayoria de las respuestas metabolomicas dependieron tanto de la
disponibilidad de nitrégeno como de la cepa inoculada, algunos metabolitos
mostraron un comportamiento consistente en ambas condiciones nutricionales.

Uno de ellos fue la hipaforina/lenticina, cuya abundancia relativa disminuyé en
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las plantulas inoculadas con Beauveria (Bs) y Metarhizium (Ms), tanto en HN
como en LN. La hipaforina es un derivado del tript6fano descrito en simbiosis
ectomicorricicas, donde participa en procesos de sefalizacion entre las raices y
los hongos colonizadores (Ditengou et al., 2000; Jambois et al., 2005). En este
contexto, la disminucién de este metabolito en las plantulas inoculadas con Bs y
Ms podria indicar que los HE modifican rutas metabdlicas relacionadas con la
comunicacion entre la planta y los microorganismos. En contraste, este patrén no
se observd en las plantulas Co-inoculadas (Co-l), cuyos niveles de
hipaforina/lenticina fueron similares a las plantulas No inoculadas. Esta diferencia
sugiere que la presencia simultanea de ambas cepas generd una respuesta
metabodlica distinta a la observada en las inoculaciones individuales,
posiblemente asociada con la menor colonizacion detectada en este tratamiento
(Fig. 10). En conjunto, estos resultados evidencian que los HE no inducen una
respuesta metabdlica uniforme en A. araucana, sino que modulan selectivamente
distintas rutas bioquimicas dependiendo tanto de la disponibilidad de nitrégeno
como de la cepa inoculada. Estos ajustes sugieren que los HE contribuyen a la
plasticidad metabdlica de las plantulas, favoreciendo distintas estrategias de

utilizacion y asignacion de recursos segun el contexto nutricional.

4.5 La respuesta diferencial del 815N en relacion con la colonizaciéon fungica

Mientras que 8'3C se mantuvo estable entre tratamientos, el 3'°N mostrd
variaciones importantes asociadas tanto a la disponibilidad de nitrégeno como a

la inoculacion fungica. Las plantulas Ni cultivadas en condiciones LN presentaron
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un enriquecimiento en 8'°N respecto de aquellas cultivadas en HN, lo que podria
reflejar cambios en las fuentes de nitrégeno utilizadas o una menor discriminacion

isotdpica durante su adquisicion y asimilacion (Evans, 2001, Pons et al., 2025).

En contraste, bajo condiciones de LN las plantulas inoculadas presentaron una
marcada disminucion de 8'°N. Este patron es consistente con observaciones
realizadas en asociaciones micorricicas, donde los hongos retienen
preferentemente el nitrégeno enriquecido en "N dentro de su biomasa fungica
asociada a las raices, mientras transfieren a la planta compuestos relativamente
empobrecidos en &'°N, generando una sefial isotdépica mas negativa en los
tejidos vegetales (Hogberg et al., 2010; Hobbie y Hogberg, 2012). De hecho,
Hogberg et al. (2010) observaron que bosques sometidos a limitacion de
nitrdgeno presentaban menores valores foliares de 6'°N, lo que fue atribuido a
una mayor retenciéon de N por parte de los hongos ectomicorricicos. Nuestros
resultados sugieren que los HE podrian estar ejerciendo un efecto funcional
similar, actuando como reservorios temporales de nitrégeno y modificando el

fraccionamiento isotépico durante su transferencia hacia la planta hospedadora.

Resulta particularmente interesante que, pese a las diferencias observadas en la
actividad de enzimas asociadas al metabolismo nitrogenado, especialmente NR
y GDH, las distintas inoculaciones produjeran valores similares de 8'°N en la
parte aérea. Asimismo, las plantulas Co-l mostraron una respuesta isotopica

comparable a la observada en Bs y Ms. Esto sugiere que las diferencias en las
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rutas de asimilacién de nitrégeno inducidas por cada cepa no se tradujeron de
cambios detectables en la sefial isotopica foliar. En cambio, la menor capacidad
de colonizacibn observada cuando ambas cepas estuvieron presentes
simultaneamente (Fig. 10) podria explicar la ausencia de efectos sinérgicos en
varios de los parametros fisioldégicos evaluados en condiciones de LN. En
conjunto, estos resultados sugieren que la magnitud de la colonizacién fungica
podria influir sobre el fraccionamiento isotépico del nitrégeno y su destino dentro
de la planta. Sin embargo, serian necesarios estudios que integren analisis
isotopicos a nivel radicular para determinar si las diferencias observadas en la
actividad de NR y GDH se traducen en destinos metabdlicos distintos para el

nitrogeno dentro del sistema planta-hongo.

4.6 Colonizacién diferencial entre Beauveria y Metarhizium segun la

disponibilidad de nitrégeno

Aunque Beauveria no presentd diferencias la colonizacion bajo ambas
condiciones de nitrogeno, sus efectos fisiolégicos y metabdlicos no fueron
completamente independientes del estado nutricional de la planta. A nivel
radicular, las variables bioquimicas evaluadas, que incluyen aminoacidos, la
actividad NR y GS, y los carbohidratos no estructurales, mostraron respuestas
relativamente estables entre HN y LN. En contraste, las respuestas observadas
en tejido aéreo fueron mas sensibles a la disponibilidad de nitrégeno,
particularmente aquellas relacionadas con la coordinacidon entre los

metabolismos del carbono y del nitrégeno. A nivel metabolémico, Bs indujo de
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manera consistente la acumulacion de intermediarios tempranos de la ruta
fenilpropanoide, tanto en HN como en LN, sugiriendo una modulacion

relativamente estable segun disponibilidad de N.

Por otro lado, Metarhizium mostré6 una respuesta mas dependiente de la
disponibilidad de nitrogeno. A diferencia de Bs, la colonizacion de raices por Ms
fue significativamente mayor bajo condiciones de limitacidén de nitrégeno (LN) que
en HN (Fig. 10A), sugiriendo que el establecimiento del hongo se vio favorecido
cuando la disponibilidad de este nutriente fue menor. Aunque ciertas variables
radiculares presentaron comportamientos similares entre HN y LN, como
proteinas solubles totales, actividad GS y GDH-NADH. Ciertas respuestas
metabdlicas inducidas por Ms difirieron entre ambas condiciones. Mientras que
en HN predominé la acumulacion de metabolitos secundarios, asociados a la ruta
de los fenilpropanoides, en LN destacé el aumento de afzelequina y otros
metabolitos potencialmente asociados al crecimiento y al metabolismo
nitrogenado, como triptéfano y arginina. La coincidencia entre una mayor
colonizacion y una respuesta metabdlica mas marcada bajo LN sugiere que el
grado de establecimiento de Metarhizium podria influir sobre la magnitud de los

cambios fisioldgicos y metabdlicos inducidos en A. araucana.
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5 CONCLUSION

Los hongos endéfitos (HE) promovieron el crecimiento de las plantulas de
Araucaria araucana bajo condiciones de limitacion de nitrégeno (LN). Sin
embargo, las respuestas fisiolégicas y metabdlicas dependieron de la cepa
inoculada, evidenciando estrategias diferentes para favorecer el desempefio de

la planta.

Beauveria sp. promovié principalmente respuestas bajo condiciones de alta
disponibilidad de nitrdgeno (HN), favoreciendo la acumulacion de aminoacidos
libres, almidon y carbohidratos no estructurales, junto con una mayor actividad
de glutamina sintetasa en ambos tejidos. A nivel metabolémico, esta cepa se
asocio principalmente con la acumulacion de metabolitos secundarios derivados
de la ruta del shikimato y de los fenilpropanoides, sugiriendo una mayor inversion

en procesos de almacenamiento y defensa.

En contraste, Metarhizium sp. presentd una respuesta mas marcada bajo
condiciones de limitacion de nitrégeno, promoviendo el crecimiento radicular, el
incremento de aminoacidos y proteinas, y una mayor actividad de las enzimas
nitrato reductasa (NR) y glutamina sintetasa (GS) para ambos tejidos.
Paralelamente, el perfil metaboldmico indicé una reorganizacién del metabolismo
hacia procesos primarios relacionados con el crecimiento, lo que, en conjunto con
la mayor colonizacion observada bajo LN, sugiere una utilizacion mas eficiente

de los recursos disponibles.
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La Co-inoculacion mostr6 una respuesta intermedia, compartiendo
caracteristicas con Beauveria en la acumulacion de aminoacidos libres, almidon
y carbohidratos no estructurales, ademas de metabolitos secundarios a alto
nitrogeno (HN) y con Metarhizium en la activacion de enzimas del metabolismo

del nitrégeno a bajas condiciones N (LN).

En conjunto, estos resultados respaldan la hipotesis planteada, demostrando
que, bajo condiciones de limitacion de nitrogeno, los hongos endofitos (HE)
favorecen la asimilacion y utilizacion del nitrogeno en plantulas de Araucaria
araucana. No obstante, Metarhizium presento la respuesta mas consistente entre
el crecimiento, la actividad enzimatica, el metabolismo del carbono y el perfil
metabolodmico, posicionandose como la cepa con mayor capacidad para ejercer

un efecto en asimilacion y utilizacion del nitrégeno en plantas.

Estos hallazgos contribuyen a una mejor comprensién de los mecanismos
mediante los cuales A. araucana responde a distintas condiciones de
disponibilidad de nitrégeno y a la colonizacion por microorganismos endofitos.
Este trabajo respalda la necesidad de profundizar en el efecto de diferentes
comunidades fungicas en la fisiologia de esta especie, asi como en la evaluacion
de aislados nativos con potencial promotor del crecimiento, con miras a su futura

incorporacion en estrategias de conservacion.
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7. ANEXOS

Figuras suplementarias
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Figura S1. Efecto de la inoculacién con HE y nivel de N sobre la biomasa total de las plantulas
de Araucaria araucana, en condiciones de alto nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). Los
tratamientos corresponden a plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs),
Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculacién (Co-l). Los datos se presentan como media * error
estandar (n = 4). Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos segun
ANOVA de dos vias seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los valores de p para los
efectos de inoculacion fungica (HE), nivel de N y su interaccién (HE x N) se indican en cada
gréfico.
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Figura S2. Analisis global del perfil metabolémico foliar de plantulas de Araucaria araucana
inoculadas con HE en condiciones de alto nitrégeno (HN) y bajo nitrégeno (LN). Los tratamientos
corresponden a plantulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp.
(Ms) y Co-inoculacion (Co-l). Los mapas de calor muestran (A) la abundancia relativa de los 334
metabolitos detectados en HN y; (B) los 259 metabolitos detectados en LN. La barra de escala
representa los valores estandarizados de abundancia relativa, desde baja (azul) hasta alta (roja).
Los analisis de componentes principales (PCA) realizados utilizando la totalidad de los
metabolitos detectados se presentan para (C) HN y; (D) LN, mostrando la variaciéon global del
perfil metaboldmico entre tratamientos fungicos y niveles de nitrégeno.
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Figura S3: Validacion de la especificidad de los cebadores de gPCR para hongos endofitos (HE)
utilizando cultivos fungicos puros. Se obtuvieron productos de amplificacién por PCR de 122 pb
para Beauveria spp. (Bs) y de 127 pb para Metarhizium spp. (Ms). (A) Productos de amplificacion
por PCR de Beauveria spp. y Metarhizium spp., junto a un marcador de ADN de 100 pb. (B) Curva
de amplificacion obtenida con los cebadores de qPCR para Beauveria spp. (C) Curva estandar
generada con los cebadores de qPCR para Beauveria spp. (D) Productos de amplificacion por
PCR de Metarhizium spp. y Beauveria spp., junto a un marcador de ADN de 100 pb. (E) Curva
de amplificacion obtenida con los cebadores de qPCR para Metarhizium spp. (F) Curva estandar
generada con los cebadores de gPCR para Metarhizium spp.



