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RESUMEN 

Araucaria araucana (Molina) K. Koch es una especie nativa de Chile y Argentina 

que crece en suelos caracterizados por una baja disponibilidad de nitrógeno (N). 

Los hongos endófitos (HE) promueven la transferencia de N desde suelos hacia 

las plantas. En este contexto, se estudió el efecto de los HE: Beauveria sp. (Bs), 

Metarhizium sp. (Ms) y su Co-inoculación (Co-I) 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 plántulas 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 asimilación de N (NR y GS), la 

acumulación de aminoácidos libres (AAL), proteínas solubles totales (PST), 

carbohidratos no estructurales (CNE) y metabolitos asociados a las rutas del 

shikimato y los fenilpropanoides, evidenciando respuestas específicas de cada 

cepa. Beauveria favoreció principalmente respuestas asociadas al metabolismo 

secundario y a la acumulación de reservas carbonadas a condiciones HN, las 

plantas Co-inoculadas mostraron respuestas intermedias en ambas condiciones 

de N, mientras que Metarhizium promovió el crecimiento, la actividad enzimática 

y el metabolismo primario, con mayores abundancias de arginina y triptófano bajo 

condiciones de LN. Estos resultados demuestran que los HE modulan el 

metabolismo de A. araucana y respaldan la hipótesis de que, bajo condiciones 

de limitación de nitrógeno, favorecen la asimilación y utilización de este nutriente. 
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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-I) 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.
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1 INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Metabolismo del N en plantas 

 

El nitrógeno (N) es un macronutriente esencial para las plantas, desempeñando 

un papel crucial en todas las etapas de su crecimiento y desarrollo, junto con el 

fósforo (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 

ácidos nucleicos, aminoácidos, metabolitos secundarios y pigmentos que son 

esenciales para la función y regulación celular (Kishorekumar et al., 2020). 

Aunque el N es un elemento de gran abundancia en la atmósfera, 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 transformación del 

N atmosférico (N₂) hacia formas más accesibles, mediante el ciclo global del N 

(Sharma et al., 2021). Este ciclo comienza con la fijación biológica, donde 

bacterias especializadas (diazótrofas) convierten el N₂ atmosférico en amonio 

(NH₄⁺). Luego ocurre el proceso de nitrificación, donde el amonio se oxida a 

nitrato (NO₃⁻) a través de la actividad de bacterias nitrificantes y finalmente se 

vuelve a reducir a N₂ por parte de bacterias desnitrificantes, en el proceso de 

desnitrificación, devolviendo el N₂ a la atmósfera (Courty et al., 2015). En 

consecuencia, la principal fuente de N para la mayoría de las plantas corresponde 
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a formas inorgánicas presentes en el suelo, principalmente amonio (NH₄⁺) y 

nitrato (NO₃⁻) (Wagner, 2011). No obstante, se ha demostrado que algunas 

especies de plantas también pueden absorber compuestos nitrogenados 

orgánicos, tales como urea, aminoácidos y péptidos, aunque esta capacidad 

depende de factores según su evolución, variabilidad genética y las condiciones 

edafoclimáticas (Okamoto et al., 2003). Independientemente de la fuente 

utilizada, el N incorporado debe ser transformado en formas metabólicamente 

útiles para la planta. Esta serie de procesos coordinados incluyen la absorción 

desde el suelo, la asimilación en compuestos orgánicos y la posterior 

translocación hacia los distintos órganos de la planta (Eshel y Beeckman, 2013).  

La absorción de nitrógeno 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 (NH₄⁺) y nitrato 

(NO₃⁻), respectivamente, desde el suelo hacia las células de la raíz (Guo et al., 

2001). Sin embargo, una vez incorporado, el N inorgánico no puede ser utilizado 

directamente para el crecimiento y desarrollo vegetal, por lo que debe ser 

transformado en compuestos orgánicos capaces de integrarse al metabolismo 

celular. Este proceso conocido como asimilación, permite incorporar el N 

absorbido a moléculas orgánicas esenciales, involucrados en el crecimiento, 

desarrollo y respuestas al estrés. La ruta de asimilación depende de la forma 

química del N absorbido. Mientras que el NH₄⁺ puede incorporarse directamente 

al metabolismo vegetal con un menor costo energético, el NO₃⁻ debe ser reducido 
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previamente a NH₄⁺ mediante una serie de reacciones enzimáticas (Zayed et al., 

2023). La primera etapa de este proceso corresponde a la reducción del NO₃⁻ a 

nitrito (NO₂⁻), catalizada por la enzima nitrato reductasa (NR, EC 1.7.1.2), que 

utiliza NAD(P)H como fuente de electrones. Esta reacción ocurre en el citosol, y 

el NO₂⁻ generado es posteriormente transportado hacia los plastidios, donde la 

enzima nitrito reductasa (NiR, EC 1.7.1.4) lo reduce a NH₄⁺ (Bucher y Kossmann, 

2007; Taiz y Zeiger, 2002; Miflin, 1974). Una vez disponible, ya sea por absorción 

directa desde el suelo o por la reducción del NO₃⁻, el NH₄⁺ es incorporado al 

metabolismo orgánico principalmente mediante el ciclo GS/GOGAT. En esta vía, 

la glutamina sintetasa (GS, EC 6.3.1.2) cataliza la incorporación de NH₄⁺ al 

glutamato para formar glutamina utilizando ATP. De esta forma, la glutamina se 

convierte en el principal punto de entrada del nitrógeno 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 tricarboxílico (TCA) (Lea y Miflin, 

1974; Lea y Forde, 1994). 

Además de la vía GS/GOGAT, existen rutas complementarias que contribuyen al 

metabolismo del nitrógeno. Entre ellas destaca la NADH/NAD+-glutamato 

deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2), una enzima capaz de catalizar de forma 

reversible la interconversión entre glutamato y 2-oxoglutarato, participando en el 

mantenimiento del balance carbono-nitrógeno celular y en la respuesta a cambios 

en la disponibilidad de nitrógeno (Skopelitis et al., 2006). Asimismo, la asparagina 
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sintetasa (AS, EC 6.3.5.4) cataliza la formación de asparagina a partir de 

glutamina y aspartato, generando uno de los principales compuestos de 

transporte y almacenamiento de nitrógeno 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). 

 

Figura A. Esquema de la Asimilación de Nitrógeno (N) y su relación con el Metabolismo del 

Carbono 

La asimilación de N se encuentra estrechamente acoplada al metabolismo del 

carbono. Más del 70% del N foliar se destina a la síntesis de biomoléculas 

esenciales, particularmente de RuBisCO (EC 4.1.1.39), la enzima responsable 

de la fijación de CO₂ en el ciclo de Calvin y una de las proteínas más abundantes 

en los tejidos vegetales (Bascuñán-Godoy et al., 2018). A su vez, los 

carbohidratos generados durante la fotosíntesis son metabolizados mediante la 

glicólisis y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), una ruta central del 

metabolismo energético que oxida los compuestos carbonados para producir 
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ATP, poder reductor (NADH y FADH₂) y diversos intermediarios metabólicos, uno 

de ellos (2-oxoglutarato) participando activamente en la asimilación de N. Debido 

a este estrecho acoplamiento, los cambios en la disponibilidad de N repercuten 

directamente sobre la partición del carbono y la asignación 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; Ávila et al., 2025), favoreciendo la síntesis de 

aminoácidos, proteínas, ácidos nucleicos y clorofilas, compuestos indispensables 

para la división celular y la acumulación de biomasa. En consecuencia, el 

crecimiento y fotosíntesis constituyen uno de los principales destinos del 

nitrógeno absorbido. En contraste, cuando existe limitación de N en las plantas, 

se induce una reprogramación metabólica que modifica la asignación de carbono 

y nitrógeno entre distintas rutas metabólicas, favoreciendo la adaptación 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 

reorganización favorece la síntesis de metabolitos secundarios, especialmente 

aquellos derivados de las vías del shikimato y de los fenilpropanoides (Ninkuu et 

al., 2025). Entre estos compuestos destacan los flavonoides, que actúan como 

moléculas de señalización durante el establecimiento de asociaciones con 

microorganismos benéficos del suelo y participan en la respuesta frente a 

distintos tipos de estrés (López-Ráez et al., 2017; Marro et al., 2022; Urcelay et 
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al., 2026), Asimismo, la lignina, un polímero derivado de la vía de los 

fenilpropanoides, fortalece la pared celular, incrementa la resistencia mecánica 

de los tejidos y constituye una importante barrera frente a condiciones 

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

En conjunto, estos ajustes metabólicos permiten optimizar el uso del nitrógeno 

disponible y mantener el funcionamiento fisiológico de la planta bajo condiciones 

limitantes. En este contexto, la eficiencia de utilización del nitrógeno (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 adquisición, 

asimilación y redistribución de acuerdo con sus requerimientos fisiológicos. Para 

hacer frente a estas condiciones de estrés, las plantas han desarrollado diversas 

estrategias morfológicas, fisiológicas y bioquímicas destinadas a mejorar la 

adquisición y el uso de este nutriente. Entre ellas, una de las más importantes es 

el establecimiento de asociaciones simbióticas con microorganismos del suelo, 

particularmente aquellos que colonizan la rizósfera o los tejidos radicales. Estos 

microorganismos pueden incrementar la disponibilidad de N, favorecer su 

absorción y asimilación, modular el metabolismo del carbono y del nitrógeno y, 

en consecuencia, promover el crecimiento y la adaptación de las plantas en 

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

Los microorganismos del suelo, particularmente los hongos, desempeñan 

funciones fundamentales en el mantenimiento de los ecosistemas agrícolas y 

forestales, participando activamente en la descomposición de materia orgánica, 

el reciclaje de nutrientes y la promoción del crecimiento vegetal (Vega, 2018). 

Dentro de esta diversidad microbiana, los hongos endófitos (HE) constituyen un 

grupo de especial interés debido a su capacidad para colonizar tejidos vegetales 

sin provocar síntomas aparentes de enfermedad (Wang et al., 2024). Se estima 

que más del 80% de las plantas terrestres establecen asociaciones con HE, 

principalmente en sus raíces, desde ecosistemas árticos hasta ambientes 

tropicales, incluyendo sistemas agrícolas y bosques templados (Sánchez-

Fernández et al., 2013).  

La amplia distribución de estas asociaciones sugiere un origen evolutivo antiguo, 

posiblemente vinculado a la colonización inicial del ambiente terrestre por las 

plantas, contribuyendo a su establecimiento en hábitats 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 adquisición de nutrientes, estimulación del crecimiento, protección 

frente a patógenos e insectos herbívoros, modulación de rutas hormonales y 

aumento de la tolerancia frente a diversos estreses abióticos, tales como sequía, 

salinidad y temperaturas extremas (Mejía 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 fotosíntesis, incluyendo carbohidratos, aminoácidos, 

proteínas y moléculas señalizadoras, los hongos contribuyen al acceso y 

utilización de recursos limitantes presentes en el suelo (Huang et al., 2014; 

Massalha et al., 2017; López-Ráez et al., 2017). Entre estos beneficios, la 

facilitación de nutrientes destaca como uno de los mecanismos más relevantes, 

dado que influye directamente en la síntesis de proteínas estructurales, enzimas 

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

Los efectos de las asociaciones simbióticas con hongos sobre la nutrición vegetal 

han sido estudiados principalmente en asociaciones micorrícicas. Diversos 

trabajos han demostrado que los hongos micorrícicos arbusculares (HMA) 

incrementan la eficiencia de utilización de nutrientes mediante modificaciones 

fisiológicas y moleculares en la planta hospedera. Por ejemplo, Zhang et al. 

(2023) observaron que plántulas de morera (Morus alba) inoculadas con 

Funneliformis mosseae y Rhizophagus irregularis presentaron una mayor 

acumulación de N y una reducción en la relación C foliar bajo condiciones de 

desertificación rocosa, indicando una mejora en la eficiencia de utilización del N 

(NUE). Del mismo modo, Wu et al. (2023) demostraron que hongos septados 

oscuros (HSO) incrementaron la expresión del transportador de nitrato NRT2.1 

en plántulas de Gisela sometidas a bajas concentraciones de nitrato. Asimismo, 

Koegel et al. (2013) reportaron la inducción del transportador de amonio AMT3.1 
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en raíces micorrizadas, mientras que Di Martino et al. (2022) observaron que la 

inoculación con F. mosseae, R. irregularis y Gigaspora coronatum aumentaron la 

actividad de nitrato reductasa (NR) y glutamina sintetasa (GS), promoviendo la 

acumulación de aminoácidos relacionados con el metabolismo del nitrógeno y 

mejorando el crecimiento vegetal bajo condiciones de limitación nutricional. 

Si bien los mecanismos asociados a las micorrizas han sido ampliamente 

estudiados, durante las últimas décadas ha emergido un creciente interés por 

otros grupos de hongos endófitos con potencial para modular la nutrición vegetal. 

Entre ellos destacan los hongos entomopatógenos endófitos (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 

entomopatógenos fueron estudiados en un contexto de control biológico, por su 

capacidad para infectar insectos mediante la adhesión a la cutícula, la 

penetración de los tejidos internos y la posterior colonización del huésped, 

culminando con su muerte y esporulación sobre el cadáver (Wang et al., 2024). 

Sin embargo, se ha demostrado que estos microorganismos también pueden 

establecer asociaciones endofíticas con plantas, colonizando raíces, tallos y 

hojas sin generar síntomas visibles de enfermedad (Hu y Bidochka, 2021). Uno 

de los hallazgos más 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 vínculo funcional entre los niveles 

tróficos del suelo y la nutrición vegetal. Posteriormente, Alquichire-Rojas et al. 

(2024) evidenciaron que cepas de Metarhizium y Beauveria incrementan la 

acumulación de N en raíces y el crecimiento de Chenopodium quinoa incluso en 

ausencia de insectos, mejorando parámetros fotosintéticos en condiciones de 

baja disponibilidad. 

A pesar de estos avances, la mayor parte de la evidencia disponible proviene de 

especies agrícolas y plantas modelo. Aún se conoce relativamente poco acerca 

del papel estos géneros de hongos como endófitos en gimnospermas nativas, 

particularmente coníferas que habitan ecosistemas naturalmente oligotróficos. 

En este contexto, estudiar los mecanismos fisiológicos, bioquímicos y 

moleculares de las plantas asociados a estas interacciones podría aportar 

información relevante sobre cómo 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 conífera 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 conexión evolutiva con 

los períodos Jurásico y Cretácico, cuando la familia Araucariaceae presentaba 

una diversidad y distribución casi cosmopolita (Kunzmann, 2007). Desde finales 
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del Cretácico, esta familia redujo paulatinamente su número de especies y su 

alcance geográfico, quedando actualmente confinada al hemisferio sur, en parte 

debido a eventos geológicos y climáticos como el Último Máximo Glacial (UMG), 

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

Este árbol perenne y dioica,  puede superar los 2.000 años de edad, alcanzar 

alturas cercanas a 40 m y diámetros de tronco superiores a 2 m (Veblen et al., 

1996; Aguilera-Betti et al., 2017). Su crecimiento es notablemente lento, 

registrándose incrementos medios anuales de 0,43 mm en individuos adultos 

(>276 años) y de 1,04 mm en ejemplares jóvenes (<120 años) (Drake et al., 2005; 

Hadad et al., 2014). Se desarrolla principalmente sobre terrenos rocosos y 

arenosos de origen volcánico, entre los 650 y 1.700 m.s.n.m., donde las 

condiciones edáficas y climáticas imponen fuertes restricciones al crecimiento 

vegetal (Lusk, 2001; Reis et al., 2014). En comparación con otros bosques 

templados de la Patagonia, estos suelos presentan algunos de los contenidos 

más bajos de nitrógeno total (0,24 %) y carbono orgánico (4,0 %) (Satti et al., 

2003). Asimismo, el N disponible se encuentra predominantemente en formas 

orgánicas disueltas (DON), mientras que las formas minerales son escasas 

debido a mecanismos conservativos de retención del nutriente, lo que limita su 

adquisición directa por las plantas y resalta la importancia del reciclaje interno y 

de las interacciones con la microbiota del suelo para sostener la nutrición 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 

disposición espiralada y consistencia coriácea, provistas de una gruesa capa de 

cera, hipodermis lignificada, abundantes tejidos de sostén y una elevada masa 

foliar por unidad de área (Leaf Mass per Area, LMA) (Brodribb et al., 2005; Ojeda 

et al., 2017). Además, presenta estomas tetracíticos 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 fisiológico, A. 

araucana conserva rasgos característicos de especies evolutivamente antiguas, 

como una baja densidad estomática y estomas de gran tamaño. Esta 

combinación disminuye la conductancia estomática, ralentiza el intercambio 

gaseoso frente a fluctuaciones ambientales y limita la difusión de CO₂ hacia el 

mesófilo (Rivera et al., 2022). 

En conjunto, estos rasgos morfológicos y fisiológicos favorecen una baja tasa de 

renovación y descomposición foliar, promoviendo una utilización eficiente de los 

recursos y una mayor capacidad de persistencia bajo condiciones ambientales 

adversas (Lambers et al., 2008). La elevada inversión en estructuras foliares de 

larga duración, reflejada en sus altos valores de LMA, constituye una estrategia 

funcional estrechamente vinculada a la economía de nutrientes. En especies con 

estas características, una proporción importante del nitrógeno foliar se destina a 

componentes estructurales, como las paredes celulares (lignina), en lugar de 
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proteínas fotosintéticas, reduciendo la concentración de nitrógeno por unidad de 

masa (Wright et al., 2004; Onoda et al., 2017; Kuusk et al., 2018). De este modo, 

la combinación de una alta inversión estructural, una lenta dinámica 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 está clasificada como “En Peligro” por la Unión Internacional para 

la Conservación 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 

explotación maderera, los incendios forestales y los efectos del cambio climático, 

los cuales han favorecido además la aparición y propagación de enfermedades 

foliares causadas por microorganismos fitopatógenos 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 desafío para la persistencia 

de A. araucana no radica únicamente en la supervivencia de los árboles adultos, 

sino en el establecimiento de nuevas generaciones. En condiciones naturales, 

solo una pequeña proporción de las semillas producidas logra superar los 

múltiples filtros ecológicos que actúan durante la regeneración, incluyendo la 

limitada dispersión, la depredación por fauna nativa y exótica, la disponibilidad de 

micrositios adecuados para la germinación y la acción de distintos factores 
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bióticos y abióticos que restringen el establecimiento de las plántulas (Sanguinetti 

y Kitzberger, 2009; Sanguinetti et al., 2023). Una vez emergidas, estas 

constituyen la etapa más vulnerable del ciclo de vida, ya que destinan una parte 

importante de sus recursos metabólicos 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 raíces han adquirido un creciente interés, debido a su potencial para favorecer 

el establecimiento temprano de especies forestales. En A. araucana, Chávez et 

al. (2023) demostraron que la inoculación con un consorcio de hongos 

micorrícicos 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 endófitos (Phialocephala fortinii, Penicillium 

melinii, Umbelopsis dimorpha y Preussia cymatomera) incrementó 

significativamente la tolerancia de las plántulas al estrés hídrico. Las plantas 

inoculadas presentaron una mayor acumulación de biomasa, un mayor contenido 

relativo de agua, un sistema radical más fino y ramificado, así como una mayor 

concentración de clorofila y una regulación más eficiente de prolina, evidenciando 

que la microbiota radicular puede modular procesos fisiológicos clave para la 

supervivencia durante las primeras etapas del desarrollo. 
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A pesar de estos avances, todavía se conoce poco sobre otros grupos de 

microorganismos benéficos asociados a A. araucana. Entre ellos, los hongos 

endófitos (HE) de los géneros Metarhizium y Beauveria podrían desempeñar un 

papel importante en el metabolismo del nitrógeno 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 asimilación de nitrógeno, la acumulación 

de aminoácidos, proteínas y otros metabolitos relacionados con el metabolismo 

primario y secundario. Comprender estos mecanismos permitirá ampliar el 

conocimiento sobre el funcionamiento fisiológico de esta conífera relicta y 

amenazada, además de aportar información útil para desarrollar estrategias que 

favorezcan el establecimiento de plántulas y fortalezcan los programas de 

conservación y restauración de Araucaria araucana. 
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Pregunta de investigación 

 

I) En condiciones de limitación de nitrógeno, ¿pueden los hongos 

Beauveria y Metarhizium modificar el metabolismo del nitrógeno en 

plántulas de A. araucana, promoviendo cambios fisiológicos, 

bioquímicos y metabólicos asociados al crecimiento vegetal?  

Hipótesis 

 

En condiciones de limitación de nitrógeno, los HE favorecen la asimilación 

metabólica y utilización del nitrógeno en plántulas de Araucaria araucana. 
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Objetivo general 

 

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

asimilación y utilización metabólica del nitrógeno en Araucaria araucana 

sometidas a diferentes niveles de NH4NO3, como fuente de N. 

Objetivos específicos 

 

I. Evaluar la capacidad de colonización radicular de las distintas cepas de 

HE y su interacción con la disponibilidad de N 

II. Evaluar el efecto de la inoculación entre los HE y el nivel de N en el 

crecimiento de A. araucana 

III. Evaluar los cambios en el contenido de N, C y compuestos orgánicos 

asociados al metabolismo nitrógeno y carbono de Araucaria araucana y 

su interacción entre HE y nivel de N. 

IV. Evaluar la actividad de enzimas clave en la asimilación de N en respuesta 

a la inoculación y disponibilidad de N. 

V. Integrar las respuestas fisiológicas, bioquímicas y metabólicas de A. 

araucana para identificar los mecanismos asociados a la interacción entre 

HE y nivel de N. 
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2 METODOLOGÍA 

2.1  Diseño experimental 

El experimento se realizó en plántulas de 5 meses crecidas en condiciones 

controladas. El diseño fue completamente al azar y con dos factores principales: 

(i) Disponibilidad de nitrógeno (N), con dos niveles - alto N (4 mM de NH₄NO₃) y 

bajo N (0.4 mM de NH₄NO₃) - e (ii) Inoculación con hongos endófitos (HE), 

considerando cuatro tratamientos fúngicos: Control o No inoculado (Ni), 

inoculado con Beauveria sp. (Bs), inoculado con Metarhizium sp. (Ms) y una Co-

inoculación con ambas cepas (Co-I). En total fueron 8 tratamientos combinados, 

cada tratamiento con 15 réplicas sumando 120 plántulas en total. 

Al finalizar el experimento, el tejido aéreo y radicular fue cosechado y procesado 

según análisis. Réplicas biológicas fueron utilizadas para la determinación de 

biomasa seca, azúcares solubles totales, almidón, contenido elemental e 

isotópico (N, C, δ¹⁵N y δ¹³C), para lo cual las muestras fueron secadas en estufa 

hasta peso constante. Fracciones de otras réplicas frescas fueron 

inmediatamente congeladas para la cuantificación de aminoácidos libres, 

proteínas solubles, pigmentos fotosintéticos y actividades enzimáticas asociadas 

al metabolismo del N. Otra fracción fue liofilizada para los análisis de 

metabolómica. Adicionalmente, se recolectaron muestras radiculares frescas 

para la cuantificación de ADN genómico fúngico mediante qPCR. 
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2.2 Germinación de piñones de A. araucana 

Las semillas de A. araucana (piñones) se obtuvieron de la comunidad recolectora 

Mapuche-Pehuenche desde la comuna de Lonquimay (38°26′00″S 71°14′00″O), 

región de la Araucanía, Chile.  

Antes de germinación, los piñones fueron desinfectados superficialmente con una 

solución de hipoclorito de sodio (NaClO) al 0.5% durante 5 minutos y enjuagados 

con agua destilada estéril para eliminar residuos de NaClO. Se cortó la punta de 

la cáscara sin dañar el embrión y se sumergió en agua destilada estéril durante 

24 horas para permitir la entrada de agua. Al día siguiente los piñones fueron 

sembrados en frascos de vidrio estériles de 1 L, que contenían una mezcla 

también estéril de vermiculita y perlita en proporción 1:1 (v/v). Se enterró la mitad 

del piñón desde la punta en posición vertical. Para mantener la humedad relativa 

al 80% y un leve intercambio gaseoso se reemplazó la tapa del frasco con papel 

aluminio. La temperatura de germinación fue de 25°C durante 30 días en donde 

aparecieron los primeros cotiledones. 

2.3 Inoculación de cepas fúngicas 

Los hongos endófitos (HE) Beauveria sp. y Metarhizium sp. fueron colectados de 

suelos de Chile Central. Estas cepas fueron aisladas y secuenciadas en el 

laboratorio de Ecología Química, Pontificia Universidad Católica 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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producción de células reproductivas (esporulación) llamadas conidios. Esta parte 

del experimento se realizó en el Laboratorio de Fitoquímica, Departamento de 

Botánica, Universidad de Concepción. Las suspensiones de conidios se 

obtuvieron raspando la superficie de cultivo y liberadas en una solución 

esterilizada de Tritón X al 0.05%. Se centrifugó dos veces a 5000 rpm por tres 

minutos para desechar el micelio y luego se filtró para obtener un inóculo fresco 

y homogéneo. Se determinó las concentraciones de conidios mediante un 

hemocitómetro (Fuchs-Rosenthal) y se llevaron a 1 x 107 esporas mL-1. La 

inoculación fue realizada una sola vez, aplicando 1 mL de la suspensión fúngica 

directamente en la raíz de cada plántula, al momento del trasplante. Posterior a 

ello, para asegurar el éxito de la inoculación se mantuvieron 30 días sólo regadas 

con agua. 

2.4 Tratamiento nutricional 

Las plántulas germinadas aún adosadas al tejido interno de su semilla fueron 

trasplantadas a macetas de 300 mL de volumen. Se utilizó arena gruesa estéril 

como sustrato. 
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Figura B. Plántulas de A. araucana 30 días aproximadamente después del trasplante y 
tratamiento fúngico. 

 

Luego de 30 días desde el tratamiento fúngico, se inició el tratamiento nutricional 

con medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) modificado sin nitrógeno. 

Los contenidos del medio MS fueron: Ácido bórico 6.2 mg L-1, Cloruro de calcio 

anhidro 332.2 mg L-1, Cloruro de cobalto•6H2O 0.025 mg L-1, Sulfato 

cúprico•5H2O 0.025 mg L-1, Na2EDTA•2H2O 37.26 mg L-1, Sulfato ferroso•7H2O 

27.8 mg L-1, Sulfato de magnesio anhidro 180.7 mg L-1, Sulfato de 

manganeso•H2O 16.9 mg L-1, Ácido molíbdico•2H2O 0.25 mg L-1, Yoduro de 

potasio 0.83 mg L-1, Fosfato de potasio monobásico 170 mg L-1, Sulfato de 

Zinc•7H2O 8.6 mg L-1. El nitrógeno adicionado fue con nitrato de amonio 

(NH₄NO₃) en solución 1M, ajustado a niveles de alto nitrógeno (HN - 4mM) y bajo 

nitrógeno (LN - 0.4 mM) según tratamiento. El tratamiento nutricional con MS 

modificado y nitrato de amonio se suplementó cada 30 días durante el periodo 
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experimental, reemplazando un día de riego, con el fin de mantener la 

disponibilidad de N en el sustrato. 

2.6 Condiciones de crecimiento 

El experimento se llevó a cabo dentro de una cámara de crecimiento con 

condiciones controladas equipada con lámparas LED, estableciéndose las 

siguientes condiciones de crecimiento: intensidad lumínica de 700-800 μmol m⁻² 

s⁻¹ 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 calculó la 

capacidad de campo del suelo antes del trasplante saturando el sustrato hasta el 

drenaje, dejándolo drenar durante 24 h y registrando el contenido gravimétrico de 

agua. Este valor se consideró el 100% de la capacidad de campo. Durante el 

experimento, las macetas se pesaron periódicamente y para evitar pérdidas de 

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

2.7 Mediciones de crecimiento y biomasa 

La biomasa seca se determinó 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 días para medir su peso seco. 
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2.8 Determinación de azúcares totales, almidón y carbohidratos no 

estructurales. 

Se utilizó el tejido vegetal previamente secado a estufa y se pesó 100 mg en un 

tubo Eppendorf de 2 mL. Se utilizaron 4 réplicas por tratamiento. Se añadió 1 mL 

de etanol al 85% en el tubo. Se incubó por 12 h a temperatura ambiente y en 

agitación a 120 rpm. Luego, se centrifugó a 13000 rpm por 5 min a 4°C y se 

separó el sobrenadante del pellet. Se usó el sobrenadante para la determinación 

de azúcares solubles totales (AST) y el pellet para almidón. Del sobrenadante se 

le extraen 50 μL y se siguieron los pasos de determinación espectrofotométrica. 

Se realizó una curva de calibración 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 más el blanco con etanol al 85% que refleja la 

concentración de 0.00 mg/mL] y se realizó la determinación espectrofotométrica. 

Para la determinación de almidón (gelatinización e hidrólisis) se evaporó 

completamente el etanol del tubo Eppendorf que contenía le pellet en estufa a 

50°C por toda una noche. Completamente seco, al tubo se le adicionó 200 μL de 

etanol al 85% y 1.2 mL de H2O destilada. Se mezcló y se incubó a 100°C en 

estufa por 30 min. Se enfrió en hielo y se preparó dos blancos sin muestras. Se 

agregó 400 μL de solución Amiloglucosidasa (1.45 mg de enzima por mL de 

Buffer Acetato de sodio 0.1 M a pH 4.8). Se incubó 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 

procedió a seguir los pasos de determinación espectrofotométrica. 

Determinación espectrofotométrica:  De cada tubo se toman 50uL y se 

añaden en un nuevo tubo Eppendorf 2 mL. Se añaden 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 enfría 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 azúcares solubles totales y almidón. Inicialmente, los resultados 

se expresaron como concentración de metabolitos en el tejido, en unidades de 

mg g⁻¹ de peso seco. Adicionalmente, se estimó el contenido total de azúcares, 

almidón 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 acumulación total de carbohidratos. 

2.9 Aminoácidos libres y proteínas solubles totales. 

Los aminoácidos libres (AAL) se cuantificaron siguiendo el método de López-

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 × g, 10 min).  



28 
 

Se tomaron 150 μL del sobrenadante y puestos en otros tubos Eppendorf de 

1.5mL se le agregaron 75 μL de reactivo de ninhidrina en solución. Los tubos 

fueron calentados a 100°C por 10 min en un incubador de baño seco (MK200-1 

de Allsheng). Se realizó lo mismo para los blancos (control) que consistió en 75μL 

de reactivo de ninhidrina en 150 μL de etanol al 80%. Luego, los tubos eppendorf 

fueron colocados en hielo y se adicionaron 375 μL de etanol al 95% y se agitó 

levemente para homogeneizar.  

Se realizó una curva estándar a partir de 1 mg mL-1 de L-prolina y de L-glicina 

(AAL) en etanol al 80%. Luego se mezcló 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-1) en etanol al 80% en agua destilada. También se mantuvo una 

solución de etanol al 80% en agua destilada que refleja 0.00 mg mL-1 de 

aminoácidos. Los estándares tienen que someterse bajo el mismo procedimiento 

anterior (adición de ninhidrina, incubación y etanol al 95%) 

Se tomaron 200 μL de muestra, estándares 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 calibración 

preparada previamente con soluciones estándar de 1 a 0 mg mL-1. 
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La determinación de contenido de proteínas solubles totales (PST) se determinó 

según el ensayo de Bradford (1976) utilizando como estándar proteína Albumina 

de Suero Bovino (BSA). Para el contenido de proteínas se utilizaron 4 réplicas 

por tratamiento. Se pesaron 10 mg de material vegetal liofilizado con 1 mL de 

buffer de extracción (100 mM Tris-HCl, 5mM EDTA, 1%PVP, 50mM NaCl y 0.2 β 

-mercaptoetanol) en tubos eppendorf de 1.5 mL. Las muestras se disrumpieron 

con un homogeneizador Bioprep-24R (All Sheng) y luego se centrifugó a 11.000 

rpm durante 5 min a 4°C. Luego, se tomaron 150 μL del sobrenadante y se le 

adicionaron 600 μL de Bradford diluido 1:3 en agua destilada (v/v). Se incubó a 

temperatura ambiente durante 5 min y su concentración midió por 

espectrofotometría a 595 nm.  

La concentración de proteínas se cuantificó mediante una curva de calibración 

elaborada con BSA, utilizando concentraciones de 2 - 1.5 -1 - 0.5 - 0.3 - 0.2 - 0.1 

y 0.05 mg mL-1 del suero. También se mantuvo una solución de agua destilada 

que refleja 0.00 mg mL-1 de proteínas. Los estándares fueron sometidos al mismo 

procedimiento descrito para las muestras, mediante la adición del reactivo de 

Bradford y posterior lectura de absorbancia a 595 nm. La concentración de 

proteínas de las muestras se calculó a partir de la ecuación de regresión obtenida 

de la curva estándar y los resultados se expresaron como mg de proteínas 

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

La asimilación del N en hojas y raíces se midió 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 midió 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 extracción (50 mM de 

fosfato, 1 mM de EDTA, 25 mM de L-cisteína, 1 mM de PMSF a pH 8.8). Luego, 

de homogeneizar con un vortex, la mezcla se centrifugó a 11000 rpm durante 10 

minutos a 4 °C. Se extrajeron 100 μL del sobrenadante, los cuales se incubaron 

con 900 μL de un tampón de reacción (50 mM de fosfato, 10 mM de KNO3 y 0.1 

mM de NADH). Se midió la reacción del NO-3 a NO-2 con la oxidación de NADH 

a NAD+ relacionando la cantidad de NADH consumido por el NO-2 formado. Esta 

se cuantificó a 340 nm utilizando un espectrofotómetro (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 enzimático se incubó con el 

tampón de reacción sin NADH y otro blanco con el extracto enzimático 

previamente desnaturalizado (a 90°C) e incubada con NADH. La actividad 

específica de la enzima NR se expresó como μmol de NO-2 formado h-1 mg 

proteína-1 

La actividad de Glutamina Sintetasa (GS, EC: 6.3.1.2) se realizó siguiendo el 

protocolo descrito por Lea (1990) basada en la conversión de hidroxamina 

(NH2OH) a γ-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 extracción (100 

mM de Tris-HCl, 3.3mM MgCl2, 10mM b-mercaptoetanol, 15% Etilenglicol (v/v) y 

1mM DTT a pH 7.8). Luego de homogeneizar con un vortex, se centrifugó a 

11.000 rpm por 20 min a 4°C. Se usaron 200 μL del sobrenadante y se agregaron 

500 uL de Buffer de reacción (100 mM Tricina, 80mM ácido glutámico, 20 mM 

MgSO4, 8mM ATP, 6mM hidroxilamida, 1mM EDTA a pH 7.8). Se dejaron por 15 

min a 25°C con un incubador de baño seco (MK200-1 de Allsheng). Luego la 

reacción se detuvo con 500 μL de Buffer de detención (0.67M FeCl3, 0.37M HCl 

y 20% TCA). Por último, el γ-glutamilhidroxamato se determinó 

espectrofotométricamente a 540 nm. Se realizaron dos blancos; una con el 

extracto enzimático y su tampón de reacción, sin la adición de ATP; y otro con la 

enzima previamente desnaturalizada (a 90°C) e incubada con ATP. La actividad 

GS se calculó utilizando una curva de calibración de hidroxamato y se expresó 

como μmol γ-glutamilhidroxamato formados h-1 mg proteína-1. 

La medición de la actividad enzimática de aminación y desaminación de la 

enzima Glutamato Deshidrogenasa (GDH, EC: 1.4.1.2) se realizó siguiendo el 

protocolo descrito por Kumar et al., (2000). Se midió la actividad reductora 

(aminación) del α-cetoglutarato utilizando NADH y la actividad oxidativa 

(desaminación) del glutamato utilizando NAD+ como oxidante para producir α -

cetoglutarato y NH4
+. Para la reacción de aminación GDH se pesaron 100 mg de 

tejido foliar y radicular fresco (-80°C) con 1 mL de un Buffer de extracción (100 

mM de Tris-HCl, 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 centrifugó a 

11.000 rpm por 20 min a 4°C. Se usaron 100 μL del sobrenadante con 900 μL de 

buffer de reacción (76mM buffer fosfato, 0.1% b-mercaptoetanol, 0.1mM NADH, 

200mM α-cetoglutarato, 200mM NH4SO2 a pH 8.1). La oxidación de NADH se 

siguió mediante la disminución 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 

enzimático se incubó con el tampón de reacción sin NADH y otro con el extracto 

enzimático previamente desnaturalizado (a 90°C) e incubada con NADH. La 

actividad específica de GDH aminación se expresó como nmol de NADH oxidado 

h-1 mg proteína-1. Para la reacción de desaminación GDH se pesaron 100 μL de 

extracto con 900 μL del buffer de reacción (76mM buffer fosfato, 0.1% b-

mercaptoetanol, 0.1mM NADH, 200mM α-cetoglutarato, 200mM NH4SO2 a pH 

8.1). La reducción del NAD+ se siguió 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 enzimático se incubó con el tampón de reacción sin 

NAD+ y otro con el extracto enzimático previamente desnaturalizado (a 90°C) e 

incubada con NAD+. La actividad específica de GDH desaminación se expresó 

como nmol de NAD+ reducido h-1 mg proteína-1. 

2.11 Contenido de Nitrógeno, carbono y composiciones isotópicas 

El contenido relativo de nitrógeno (%N), composición isotópica de nitrógeno 

(%δ¹⁵N), contenido relativo de carbono (%C) y composición isotópica de carbono 

(%δ¹³C) en el tejido aéreo fueron determinados utilizando el método de 
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espectrometría de masas de ratio isotópico (20-20 IRMS-GSL, SERCON Limited, 

Reino Unido), en el Laboratorio de Investigación de Suelos, Aguas y Bosques, 

Universidad de Concepción. Para el análisis se emplearon aproximadamente de 

2 mg de muestra seca en estufa y finamente molida. Las relaciones isotópicas de 

N y C fueron expresadas en unidades de ‰ (partes por mil), en relación con 

estándares internacionales. Los valores obtenidos fueron calibrados utilizando 

estándares de referencia de Iso-Analytical (Crewe, Cheshire, Reino Unido). Este 

mismo procedimiento analítico fue aplicado para la determinación del carbono 

(%C) y nitrógeno (%N). 

Para estimar el contenido total de N y C por planta (mg elemento planta -1), los 

valores porcentuales obtenidos fueron convertidos en cantidades absolutas 

considerando el peso seco aéreo de cada muestra. Para ello se utilizó la siguiente 

relación. Contenido (mg) = (% elemento / 100) x peso seco aéreo (mg). Este 

procedimiento permitió expresar los resultados como acumulación total de N y C 

por tejido aéreo del individuo. 

2.12 Pigmentos fotosintéticos 

Se pesaron 10 mg de tejido aéreo liofilizado y homogeneizada para cuantificar la 

concentración 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 utilizó 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. Luego se 
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centrifugó (10 000 × g, 10 min). Se tomaron 200 μL del sobrenadante para las 

mediciones espectrofotométricas en microplacas de 96 pocillos. Los análisis de 

absorbancia (470, 649 y 664 nm) se realizaron con un espectrofotómetro (Tecan 

Infinite 200 PRO multimode microplate reader). La concentración de clorofila y 

carotenoides fueron expresados en μg mL-1 y se calcularon como como clorofila 

a (Chl a) (μg mL-1) = 13,36 A664-5,19 A649; clorofila b (Chl b) (μg mL-1) = 27,43 

A649-8,12 A664; clorofila total = (Chl a + Chl b) y; carotenoides (μg mL-1) = (1000 

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

2.13 Análisis Metabolómico 

La preparación de las muestras y la extracción del Metaboloma para su análisis 

se realizó según un protocolo previamente descrito (Riquelme et al, 2022). En 

resumen, se añadieron 800 μL de solvente de extracción que contenía 

MTBE/Metanol/Agua (5:3:2) a 100 mg de muestra liofilizada y molida en crioviales 

de 2 mL para la extracción. Se procesaron simultáneamente tres blancos 

consistentes únicamente en el solvente de extracción. 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 13,000×g a 4 °C durante 15 minutos 

y los sobrenadantes se transfirieron a nuevos tubos crioviales de 2 mL. Se realizó 

una extracción líquido-líquido añadiendo 400 μL de agua y 400 μL 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 centrifugó 
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nuevamente a 13,000×g a 4 °C durante 15 minutos. Luego de la centrifugación 

aparecieron 2 fases: fracciones hidrofóbicas (capa superior) y fracciones 

hidrofílicas (capa inferior), además de una interfase que contenía las proteínas.  

Las fracciones hidrofóbicas (capa superior) e hidrofílicas (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 

hidrofóbicos se almacenaron a −80 °C y serán conservados para un futuro 

análisis de lipidómica. Por otro lado, los extractos hidrofílicos fueron utilizados 

para análisis de metabolómica.  

El perfil y análisis de metabolitos se realizó en la Unidad de Espectrometría de 

Masas y Secuenciación (PUC, Santiago, Chile) utilizando una plataforma 

metabolómica global no dirigida con análisis de Cromatografía Líquida de Ultra 

Rendimiento - Espectrometría de Masas en Tándem (UPLC-MS). La extracción 

general se realizó con acetonitrilo frio al 80%, grado LC-MS. Se aplicó vórtex 

durante 10 seg. Se colocó en baño 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 cromatografía se realizó en una columna 

Kinetex C18 de 2,1 mm x 100 mm, con partícula de 1.7um. Las fases móviles 

consistieron en (A) agua + 10 mM de formiato de amonio y (B) acetonitrilo. La 

elución se llevó a cabo mediante un gradiente binario de flujo de 400 μL min-1. 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 análisis. El volumen de inyección fue de 3 μL. El 

programa de gradiente comenzó con 5% de fase móvil A y 95% de fase móvil B 

(0–0,2 min), seguido de un aumento progresivo hasta 20% A y 80% B a los 8 min. 

Posteriormente, la composición se incrementó a 30% A y 70% B entre los 9 y 10 

min. Finalmente, las condiciones iniciales (5% A y 95% B) fueron restablecidas a 

los 10,2 min y mantenidas hasta los 11 min para la re-equilibración de la columna. 

La detección se realizó mediante espectrometría de masas operando en modos 

de ionización positivo y negativo. La adquisición de datos se efectuó en tres 

segmentos: (i) equilibración del sistema, (ii) calibrante, para la recalibración 

posterior de las mediciones y (iii) adquisición de los datos correspondientes a las 

muestras. El análisis de datos crudos se llevó a cabo utilizando el software 

MetaboScape 4.0. Los metabolitos se identificaron usando las librerías 

espectrales del RIKEN Center for Sustainable Resource Science : Metabolome 

Informatics Research Team y las librerías Global Natural Product Social 

Molecular Networking (GNPS). Posteriormente, las matrices de la abundancia 

metabolómica fueron exportadas y procesadas en RStudio (2025.09.2+418) 

utilizando scripts personalizados. Los nombres duplicados de metabolitos fueron 

corregidos mediante la función make.unique (), permitiendo conservar señales 

repetidas como variables independientes sin pérdida de información. Para la 

construcción de los mapas de calor, se utilizó el paquete pheatmap de R y se 

calculó inicialmente el promedio de las cuatro réplicas biológicas de cada 

tratamiento (Ni, Bs, Ms y Co-I). Posteriormente, se eliminaron los metabolitos con 
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abundancia total nula entre tratamientos. Los datos fueron transformados 

mediante log2(x+1) y posteriormente normalizados mediante auto escalado (Z-

score) por metabolito. La normalización se realizó utilizando la matriz completa, 

conservando la estructura global del Metaboloma. 

2.14 Amplificación de ADN fúngico en raíces 

 

El ADN genómico se extrajo a partir de cultivos puros de micelio fresco de 

Beauveria sp. y Metarhizium sp., así como de muestras de raíces de Araucaria 

araucana (100 mg de peso fresco), utilizando el kit NucleoSpin® Plant II 

(MACHEREY-NAGEL, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

El ADN extraído se almacenó a -20 °C hasta su posterior análisis. 

Para la detección y cuantificación de los hongos se utilizaron cebadores 

específicos dirigidos a regiones ribosomales de Beauveria sp. y Metarhizium sp. 

Para Beauveria spp. se empleó el par de cebadores BsF (5′-

CAACCCTCGACCTCCCCTTG-3′) y BsR (5′-GTCCCGGTGCGAGCTGTATT-3′), 

que amplifican un fragmento de 122 pb. Para Metarhizium sp. se utilizó el par de 

cebadores MsF (5′-CTTTGAACGCACATTGCGCC-3′) y MsR (5′-

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

Previo al análisis por qPCR, la concentración de ADN genómico 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 II SYBR Green qPCR Master Mix (Agilent Technologies, 

EE.UU.). Cada reacción tuvo un volumen final de 15 μL, conteniendo 7,5 μL de 

Master Mix, 5 μL de ADN molde y 10 ng μL⁻¹ de cada cebador. 

Para Beauveria sp., el programa de amplificación consistió en una 

desnaturalización inicial a 95 °C durante 10 min, seguida de 40 ciclos de 90 °C 

durante 15 s, 57 °C durante 15 s y 72 °C durante 25 s. Para Metarhizium sp., las 

condiciones de amplificación fueron una desnaturalización inicial a 95 °C durante 

10 min, seguida de 40 ciclos de 90 °C durante 15 s, 60 °C durante 15 s y 72 °C 

durante 25 s. En ambos casos, al finalizar la amplificación se realizó un análisis 

de curvas de disociación (melt curve) con las siguientes condiciones: 95 °C 

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

Las curvas estándar de cuantificación se construyeron a partir de diluciones 

seriadas de ADN genómico obtenido de cultivos puros de Beauveria sp. y 

Metarhizium sp. Los valores de Ct obtenidos para cada muestra fueron 

interpolados en las respectivas curvas estándar, transformándose 

posteriormente a cantidad de ADN fúngico siguiendo el procedimiento descrito 

por Smith y Osborn (2009). Cada muestra fue analizada en triplicado técnico y se 

utilizaron tres réplicas biológicas independientes para la validación del método. 

La especificidad de la amplificación fue verificada mediante el análisis de curvas 

de fusión y confirmada posteriormente por electroforesis en gel de agarosa. La 
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colonización fúngica se expresó como nanogramos de ADN fúngico por 100 mg 

de peso fresco de raíz (ng ADN fúngico 100 mg PF⁻¹), considerando que todas 

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

2.15 Análisis estadísticos 

 

Se realizó un análisis de varianza de dos vías (ANOVA) usando como factores el 

nivel de N y la inoculación con HE. Se realizó una prueba HDS de Tukey para 

identificar las medias con diferencias significativas (nivel de significancia de p < 

0.05). Los datos fueron transformados según fue necesario para lograr 

normalidad y homogeneidad y los valores atípicos fueron descartados utilizando 

los criterios de las pruebas de Rosner (Rosner, 1975) y Dixon (Barnett y Lewis, 

1995). Los análisis univariados y los gráficos se realizaron utilizando SigmaPlot 

para Windows (versión 11.0 Systat Software Inc., San José, CA, USA). Los 

análisis multivariados, incluyendo análisis de componentes principales (PCA), 

análisis de varianza multivariado permutacional (PERMANOVA) y mapas de calor 

(Heatmaps), fueron realizados en RStudio versión 2025.09.2+418, utilizando 

paquetes especializados para análisis metabolómico y visualización de datos. 
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3 RESULTADOS 
 

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

Araucaria araucana 

La interacción HE x N (Tabla 1) tuvieron un efecto en la biomasa total de las 

plántulas de Araucaria araucana (Fig. S1, Anexo). Las diferencia significativas 

entre medias sólo se observó a LN, donde las plántulas inoculadas con los tres 

tratamientos de HE tuvieron mayor promoción de crecimiento por sobre las no 

inoculadas (Ni).  

En detalle, en el tejido aéreo (Fig. 1A), la biomasa fue afectada únicamente por 

el nivel de nitrógeno (Tabla 1), observándose una menor acumulación de 

biomasa en las plantas cultivadas bajo LN en comparación con HN. En contraste, 

en el tejido radicular (Fig. 1B), la interacción entre el nivel de nitrógeno 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 inoculación con HE y nivel de N sobre el crecimiento de las plántulas. (A) 

Biomasa aérea; (B) Biomasa radicular; (C) Fotografías representativas de plántulas de A. 

araucana cultivada a condiciones de alto nitrógeno (HN) y (D) cultivadas a condiciones de bajo 

nitrógeno (LN). Los tratamientos corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con 

Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculación (Co-I). Los datos se presentan como 

media ± error estándar (n = 4). Diferentes letras indican diferencias significativas entre 

tratamientos según ANOVA de dos vías seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los 

valores de p para los efectos de inoculación fúngica (HE), nivel de N y su interacción (HE x N) se 

indican en cada gráfico. 
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3.2  Efecto del nivel de N y de los HE en el contenido de Azúcares solubles 

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

Para el contenido de azúcares solubles totales (AST) en hojas (Fig. 2A), 

únicamente el nivel de nitrógeno tuvo un efecto significativo (Tabla 1). Las 

plántulas cultivadas bajo condiciones de LN presentaron un menor contenido de 

AST que aquellas mantenidas en HN. En el contenido de azúcares solubles 

totales (AST) en raíces (Fig. 2B), tanto la inoculación con HE como el nivel de N 

afectaron significativamente esta variable, aunque sin interacción entre ambos 

factores (Tabla 1). Las plantas cultivadas bajo condiciones de LN presentaron un 

mayor contenido de AST que aquellas mantenidas en HN. Además, los 

tratamientos con Ms y la Co-I mostraron mayores concentraciones de AST que 

el tratamiento no inoculado y Bs. 

Para el contenido de almidón foliar (Fig. 2C), la interacción entre HE y el nivel de 

N fue significativa (Tabla 1). Bajo condiciones de HN, las plántulas inoculadas 

con Bs presentaron mayores concentraciones de almidón que las plantas Ni. En 

cambio, bajo condiciones de LN, las mayores concentraciones se observaron en 

las plántulas inoculadas con Ms y en la Co-I en comparación con el tratamiento 

no inoculado. El contenido de almidón en raíces (Fig. 2D) también fue afectado 

significativamente por la interacción entre los HE y el nivel de N (Tabla 1). Bajo 

condiciones de HN, las plántulas inoculadas con Bs presentaron las mayores 

concentraciones de almidón, mientras que en LN el mayor contenido se registró 
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en las plántulas inoculadas con Ms, en comparación con el tratamiento no 

inoculado (Ni). 

Los carbohidratos no estructurales (CNE) en el tejido foliar (Fig. 2E) fueron 

afectados por la interacción entre HE x N (Tabla 1). Las diferencias se observaron 

sólo a HN, donde todos los tratamientos fúngicos presentaron mayores 

cantidades de CNE respecto a Ni. En las raíces (Fig. 2F) los CNE fueron 

significativamente afectados la interacción entre HE x N (Tabla 1). En HN, las 

plántulas inoculadas con Bs presentaron mayores CNE que Ni. En cambio a LN, 

fueron las plántulas inoculadas con Ms quienes tuvieron mayores 

concentraciones de CNE frente a las Ni. 

Figura 2. Contenido de carbohidratos en plántulas inoculadas con HE en condiciones de alto 

nitrógeno (HN) y bajo nitrógeno (LN). (A) azúcares solubles totales en tejido foliar; (B) azúcares 

solubles totales radiculares; (C) almidón en tejido foliar; (D) almidón en raíces; (E) carbohidratos 

no estructurales en tejido aéreo; (F) carbohidratos no estructurales en raíces. Los tratamientos 

corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. 

(Ms) y Co-inoculación (Co-I). Los datos se presentan como media ± error estándar (n = 4). 

Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos según ANOVA de dos vías 

seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los valores de p para los efectos de inoculación 

fúngica (HE), nivel de N y su interacción (HE x N) se indican en cada gráfico. 
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3.3  Efecto del nivel de N y de los HE en aminoácidos libres totales  (AAL) y 

proteínas solubles totales (PST) 

La concentración de aminoácidos libres (AAL) en el tejido foliar (Fig. 3A) fue 

significativamente afectada por la interacción entre HE y N (Tabla 1). Las 

diferencias entre tratamientos fúngicos se observaron únicamente bajo HN, 

donde las plántulas inoculadas con Bs y Co-I presentaron mayores 

concentraciones de AAL respecto a las plántulas Ni. En raíces (Fig. 3B), el 

contenido de AAL fue afectado significativamente por la interacción entre HE y N 

(Tabla 1). A condiciones de HN, Bs y Co-I 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 µg mg peso seco-1) en comparación con 

Ni (7.08 μg mg peso seco-1).  

La concentración de proteínas solubles totales (PST) en el tejido foliar (Fig. 3C) 

fue significativamente afectada sólo por niveles de N (Tabla 1). Se observó una 

mayor concentración en tratamientos LN por sobre HN. En raíces la 

concentración de PST (Fig. 3D) fueron afectadas significativamente sólo por la 
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inoculación HE (Tabla 1). Las plántulas inoculadas con Ms contuvieron mayores 

concentraciones de PST que las plántulas no inoculadas (Ni). 

Figura 3. Concentración compuestos nitrogenados en hojas y raíces de plántulas inoculadas con 

HE en condiciones de alto nitrógeno (HN) y bajo nitrógeno (LN). (A) aminoácidos libres en hojas; 

(B) aminoácidos libres en raíces; (C) proteínas solubles totales en hojas; (D) proteínas solubles 

totales en raíces. Los tratamientos corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con 

Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculación (Co-I). Los datos se presentan como 

media ± error estándar (n = 4). Diferentes letras indican diferencias significativas entre 

tratamientos según ANOVA de dos vías seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los 

valores de p para los efectos de inoculación fúngica (HE), nivel de N y su interacción (HE x N) se 

indican en cada gráfico 

 

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

La concentración de clorofila a (Fig. 4A) no presentó diferencias significativas 

entre tratamientos fúngicos ni entre niveles de N (Tabla 1). Para clorofila b (Fig. 

4B), la interacción HE x N afectaron significativamente (Tabla 1), pero entre 
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tratamientos fúngicos no hubo diferencias con el control (Ni). La clorofila total 

(Fig. 4C) no presentó sólo diferencias entre HE y N (Tabla 1). Los carotenoides 

(Fig. 4D) fueron afectados por la interacción HE x N (Tabla 1). Pero al igual que 

en la clorofila B, no se observaron diferencias entre plantas inoculadas con las 

no inoculadas. 

 

Figura 4. Contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas de plántulas inoculadas con HE en 

condiciones de alto nitrógeno (HN) y bajo nitrógeno (LN). (A) clorofila a; (B) clorofila b; (C) clorofila 

total; y (D) carotenoides. Los tratamientos corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), 

inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculación (Co-I). Los datos se 

presentan como media ± error estándar (n = 4). Diferentes letras indican diferencias significativas 

entre tratamientos según ANOVA de dos vías 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 

inoculación fúngica (HE), nivel de N y su interacción (HE x N) se indican en cada gráfico 
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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 sólo por la inoculación con HE (Tabla 1), los mayores cambios se 

observaron en tratamientos de inoculación especialmente Co-I y Ms con mayor 

actividad respecto a Ni. En raíces la NR, se vió afectada por la interacción entre 

HE y N (Tabla 1), donde las plántulas inoculadas con Co-I y Ms mostraron 

consistentemente las mayores actividades de NR, diferenciándose 

significativamente de Ni y Bs. 

La actividad de glutamina sintetasa (GS) en hojas se vió afectada por la 

interacción 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 observó únicamente en las plántulas inoculadas con Ms y Co-I.  

La actividad aminante de GDH (GDH-NADH; Fig. 6A y 6B) fue significativamente 

afectada por la interacción entre HE y N tanto en el tejido foliar como radicular 

(Tabla 1). En hojas, las diferencias entre tratamientos se observaron únicamente 

a HN, donde las plántulas inoculadas con Ms presentaron la mayor actividad 

enzimática, superando significativamente a los demás tratamientos. En raíces, 

Bs presentó consistentemente la mayor actividad aminante en ambos niveles de 

N, diferenciándose 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 interacción entre HE y N (Tabla 1). En hojas, la Co-I 

presentó una mayor actividad de GDH-NAD+ que el tratamiento Ni tanto en HN 

como en LN. Asimismo, las plántulas inoculadas con Bs también mostraron una 

mayor actividad enzimática que el control, aunque este efecto se observó 

únicamente bajo condiciones de LN. En raíces, sólo se observó que los 

tratamientos fúngicos Ms y Co-I incrementaron la actividad enzimática sólo a HN 

siendo diferentes a los Ni. 

Figura 5. Actividad enzimática relacionada con la asimilación de nitrógeno en hojas y raíces de 
plántulas inoculadas con HE, en condiciones de alto nitrógeno (HN) y bajo nitrógeno (LN). (A) 
actividad de nitrato reductasa, NR en hojas; (B) NR en raíces; (C) actividad de glutamina 
sintetasa, GS en hojas y (D) GS en raíces. Los tratamientos corresponden a plántulas no 
inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculación (Co-
I). Los datos se presentan como media ± error estándar (n = 4). Diferentes letras indican 
diferencias significativas entre tratamientos según ANOVA de dos vías seguida de una prueba de 
Tukey (HSD, p < 0.05). Los valores de p para los efectos de inoculación fúngica (HE), nivel de N 
y su interacción (HE x N) se indican en cada gráfico. 
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Figura 6. Actividad glutamato deshidrogenasa (GDH) asociada a la asimilación del N en hojas y 

raíces de plántulas inoculadas con HE, evaluadas en condiciones de alto nitrógeno (HN) y bajo 

nitrógeno (LN). (A) actividad GDH en hojas, NADH oxidado (aminación); (B) GDH en raíces, 

NADH oxidado; (C) GDH en hojas, NAD+ reducido (desaminación) y (D) GDH en raíces, NAD+ 

reducido. Los tratamientos corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con 

Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculación (Co-I). Los datos se presentan como 

media ± error estándar (n = 4). Diferentes letras indican diferencias significativas entre 

tratamientos según ANOVA de dos vías seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los 

valores de p para los efectos de inoculación fúngica (HE), nivel de N y su interacción (HE x N) se 

indican en cada gráfico 

 

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

plántulas de A. araucana 

El análisis metabolómico permitió 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 asignación de identificadores de las bases 

de datos PubChem y/o KEGG. 

Los mapas de calor revelaron que la respuesta metabolómica foliar a la 

inoculación con HE dependió del nivel de nitrógeno disponible (Fig. 7A y 7B). En 

condiciones de HN, los tratamientos inoculados presentaron patrones de 

acumulación 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, Ácido Cumárico, Catequina, Galocatequina y Afzelequina. Sin 

embargo, también se observaron diferencias entre tratamientos fúngicos. Las 

plántulas inoculadas con Beauveria sp. (Bs) se caracterizaron por una mayor 

acumulación de ácido quínico, ácido málico y ácido 5-p-cumaroilquínico. Las 

plántulas inoculadas con Metarhizium sp. (Ms) presentaron mayores 

abundancias relativas de galocatequina, catequina y arginina. Las plántulas Co-I 

presentaron mayores abundancias de Shikimato, Ácido dodecilbencenosulfónico 

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 inoculación con HE también modificó el perfil de 

metabolitos en hojas (Fig. 7B). En comparación con las plántulas no inoculadas 

(Ni), los tratamientos inoculados presentaron menores abundancias relativas 

de timol beta-D-glucósido, ácido quínico, ácido málico, ácido 2-isopropilmálico, 
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ácido cítrico y triptófano. En contraste, varios compuestos fenólicos y 

aminoácidos mostraron incrementos relativos dependiendo del tratamiento 

fúngico. Las plántulas inoculadas con Ms presentaron mayores abundancias 

relativas de afzelequina, leucósido, gentibiosa y derivados del ácido 

cumaroilquínico, mientras que las plántulas inoculadas con Bs mostraron 

mayores niveles de shikimato y derivados del ácido cumaroilquínico. Por su parte, 

la Co-inoculación presentó mayores abundancias relativas de epigalocatequina, 

catequina, epicatequina, lenticina, 5-β-glucosilpiridoxina y picrósido respecto a 

los demás tratamientos fúngicos, pero no diferente a Ni. 

El análisis de componentes principales (PCA) realizado sobre los metabolitos 

anotados mostró que los componentes PC1 y PC2 explicaron el 23,4 % y 11,5 % 

de la variación total en HN (Fig. 7C), y el 17,7 % y 9,9 % en LN (Fig. 7D), 

respectivamente. En condiciones de HN se observó una tendencia a una mayor 

separación espacial entre las plántulas no inoculadas (Ni) y los tratamientos 

inoculados, mientras que en LN los grupos presentaron un mayor grado de 

solapamiento. El análisis PERMANOVA no detectó diferencias significativas 

entre tratamientos (p>0.05), indicando que las variaciones observadas en la 

ordenación multivariada no fueron suficientes para evidenciar una diferenciación 

del perfil metabolómico foliar. Este mismo patrón fue observado al realizar el PCA 

utilizando la totalidad de los metabolitos detectados para cada condición de N 

(Fig. S2C y Fig. S2D, ANEXO), donde las tendencias de agrupamiento fueron 

similares estadísticamente para cada tratamiento fúngico. 



52 
 

 

 

Figura 7. Perfil metabolómico foliar basado en metabolitos anotados de plántulas de Araucaria 

araucana inoculadas con HE en condiciones de alto nitrógeno (HN) y bajo nitrógeno (LN). Los 

tratamientos corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), 

Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculación (Co-I). 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 análisis 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 y de los HE en el contenido de nitrógeno, carbono y 

relación estequiométrica C/N y N/C 

El contenido de nitrógeno relativo (%N; Fig. 8A) fue significativamente afectada 

por la interacción entre HE y N (Tabla 1). Sólo en LN se detectaron diferencias 

significativas, donde las plántulas no inoculadas (Ni) acumularon mayores de N, 

pero sólo diferente de Ms. De la misma forma el contenido total de nitrógeno foliar 

(mg N planta-1; Fig. 8C) fue igualmente afectada por la interacción HE x N (Tabla 

1), pero sólo se encontraron diferencias por suministro de N acumulándose 

mayores cantidades en HN igual para todos los HE. Por otro lado el contenido de 

carbono foliar (%C; Fig. 8B) no presentó diferencias significativas en ningún 

factor ni interacción (Tabla 1), manteniéndose relativamente constante. El 

contenido total de carbono foliar (Fig. 8D) fue afectado significativamente sólo por 

la inoculación con HE y por el nivel de N (Tabla 1). En general, las plántulas a 

HN acumularon mayores cantidades de C que LN. Y las plántulas inoculadas con 

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

La relación estequiométrica N/C (Fig. 8E) fue afectada por la interacción HE x N 

(Tabla 1). Las plántulas cultivadas a LN presentaron una disminución de la 

relación N:C, y los tratamientos fúngicos Bs y Ms exhibieron valores más bajos 

de N respecto a Ni. La relación C: N foliar (Fig. 8F) fue afectada significativamente 

por la interacción HE x N (Tabla 1). Consistentemente a LN, se registró un 
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aumento significativo de la relación C: N en comparación con HN, y las plántulas 

inoculadas con Bs y Ms presentaron los valores más alto respecto a Ni y Co-I. 

Figura 8. Contenido relativo, total y estequiometria foliar de carbono y nitrógeno en plántulas de 
A. araucana. (A) Contenido relativo foliar de nitrógeno (%N); (B) contenido relativo de carbono 
(%C); (C) contenido total de nitrógeno foliar (mg N planta-1); (D) contenido total de carbono (mg 
C planta-1); (E) relación estequiométrica N:C foliar; y (F) relación estequiométrica C: Los 
tratamientos corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), 
Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculación (Co-I). Los datos se presentan como media ± error 
estándar (n = 4 para todas las variables, excepto la relación C: N (F), donde n = 3). Diferentes 
letras indican diferencias significativas entre tratamientos según ANOVA de dos vías seguida de 
una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los valores de p para los efectos de inoculación fúngica 
(HE), nivel de N y su interacción (HE x N) se indican en cada gráfico. 
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3.8  Efecto del nivel de N y de los HE en los isotopos δ¹⁵N y δ¹3C en hoja 

La composición isotópica foliar de δ¹⁵N (Fig. 9A) fue afectada significativamente 

por la interacción 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 señal isotópica. Las 

plántulas no inoculadas (Ni), incrementaron significativamente su composición 

con valores cercanos a 3.49 ‰, mientras que las plántulas inoculadas con Bs, 

Ms y Co-I presentaron valores negativos entre -2.51 ‰ y -0.95 ‰ siendo 

diferentes muy diferentes a Ni. Por otro lado, la composición isotópica foliar de 

δ¹³C (Fig. 9B) sólo el nivel de N mostró un efecto significativo (Tabla 1). En 

general, a LN se encontró una señal isotópica más negativa que a HN de δ¹³C. 

Figura 9. Composición isotópica foliar de δ¹⁵N y δ¹³C en plántulas de Araucaria araucana 

inoculadas con HE en condiciones de alto nitrógeno (HN) y bajo nitrógeno (LN). (A) composición 

isotópica de δ¹⁵N foliar (n = 3); (B) composición isotópica de δ¹³C foliar (n = 4). Los tratamientos 

corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. 

(Ms) y Co-inoculación (Co-I). Los datos se presentan como media ± error estándar. Diferentes 

letras indican diferencias significativas entre tratamientos según ANOVA de dos vías seguida de 

una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los valores de p para los efectos de inoculación fúngica 

(HE), nivel de N y su interacción (HE x N) se indican en cada gráfico 
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3.9  Colonización fúngica en raíces de Araucaria araucana 

La cuantificación molecular mediante qPCR mostró una colonización exitosa por 

ambos HE en raíces de A. araucana (Fig. 10A y B). La cantidad de ADN genómico 

de Beauveria (Fig. 10A) fue afectada significativamente sólo por la inoculación 

con HE (Tabla 1). Los tratamientos inoculados únicamente con Bs tuvieron mayor 

colonización radicular que en los tratamientos Co-I, tanto en HN como en LN. Las 

plántulas Ni y aquellas inoculadas sólo con Ms, no presentaron amplificación 

detectable con los primer específicos de Beauveria sp. (Fig. S4; ANEXO). Por 

otro lado, la cuantificación de ADN genómico de Metarhizium (Fig. 10B) fue 

influenciada significativamente por la inoculación con HE y por el nivel de N 

(Tabla 1). Las plántulas inoculadas únicamente con Ms mostraron una mayor 

colonización que aquellas Co-I. Asimismo, la colonización fue mayor bajo 

condiciones de LN que en HN. Además, Ni y Bs no presentaron señal detectable 

con los primers específicos de Metarhizium spp. (Fig. S4; ANEXO). 
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Figura 10. Colonización radicular de Beauveria sp. y Metarhizium sp. en plántulas de Araucaria 

araucana determinada mediante qPCR. (A) cuantificación de ADN genómico de Beauveria; (B) 

cuantificación de ADN genómico de Metarhizium. Los datos representan ng de ADN fúngico por 

mg de peso fresco de raíces bajo condiciones de alto nitrógeno (HN) y bajo nitrógeno (LN). Los 

tratamientos corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con B. bassiana (Bs), 

Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculación (Co-I). Diferentes letras indican diferencias significativas 

entre tratamientos según ANOVA de dos vías seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). 

Los valores de p para los efectos de inoculación fúngica (HE), nivel de N y su interacción (HE x 

N) se indican en cada gráfico. 

 

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

relacionadas con el metabolismo de N y C.  

El análisis de componentes principales (PCA) mostraron diferencias entre 

tratamientos fúngicos tanto bajo condiciones de HN (Fig. 11A y C) como de LN 

(Fig. 11B y D). Esta separación fue confirmada mediante el análisis de 

PERMANOVA, detectándose 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 

25.3% y 18.8% de la variación 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 más distancia entre 

los demás HE y Ni. Las variables con mayor contribución en PC1 (Fig. 11 C) 

destacaron las actividades NR (Hoja y raíz) y GS (hoja), Azúcares solubles totales 

(Hoja y raíz) y aminoácidos libres totales (Hoja y raíz). En cambio, para PC2, las 

variables que tuvieron mayor contribución fueron Almidón (Raíz), actividades 

GDH-NADH (Hoja) y GDH-NAD+ (Raíz). En conjunto, estos resultados indican 

que bajo alta disponibilidad de nitrógeno los HE modificaron simultáneamente 
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procesos asociados a la asimilación de N y a la acumulación de reservas 

carbonadas. 

En condiciones de LN (Fig. 11B), los componentes PC1 y PC2 explicaron el 

28.7% y 18.1% de la variación total, respectivamente. La separación entre 

tratamientos fúngicos con Ni fue aún más evidente, observándose una 

diferenciación marcada de las plántulas Co-inoculadas y Ni respecto a los demás 

tratamientos, mientras que Bs y Ms presentaron un mayor grado de 

solapamiento. Las variables que más contribuyeron al eje PC1 (Fig. 11D) fueron 

Biomasa (Radicular), C total (Hoja), Proteínas solubles totales (Hoja), actividad 

GS (Hoja) y NR (Hoja y raíz). Por su parte, en el eje PC2, las variables que más 

contribuyeron fueron %N (Hoja) y C:N (Hoja). En conjunto, se sugiere que bajo 

limitación de nitrógeno la respuesta inducida por los HE estuvo fuertemente 

asociada con ajustes en la asimilación, reutilización y distribución interna del 

nitrógeno, acompañados por cambios en el crecimiento y en las relaciones 

carbono-nitrógeno de las plántulas. 
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Figura 11. Análisis de componentes principales (PCA) de las variables fisiológicas y bioquímicas 

evaluadas en plántulas de Araucaria araucana inoculadas con HE bajo condiciones de alto 

nitrógeno (HN) y bajo nitrógeno (LN). (A y B) Ordenación de los tratamiento según los dos 

primeros componentes principales PC1 y PC2, mostrando las elipses de confianza de los 

tratamientos: plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. 

(Ms) y Co-inoculación (Co-I); (C y D) Círculo de correlación que muestra la dirección y 

contribución relativa de las variables a la separación observada en los componentes principales. 

Las variables incluidas corresponden a biomasa aérea, radicular; actividades enzimáticas 

asociadas al metabolismo del nitrógeno (NR, GS, GDH-NADH y GDH-NAD+); aminoácidos libres 

(AAL); proteínas solubles totales; azúcares solubles totales; almidón; carbohidratos no 

estructurales (CNE); contenido foliar de N y C; relación C:N; y composición isotópica foliar de δ¹⁵N 

y δ¹³C. Los porcentajes de variación explicada por cada componente principal se indican entre 

paréntesis. La diferenciación multivariada entre tratamientos fue evaluada mediante 

PERMANOVA. 
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3.11 Resumen estadístico de los efectos de HE y 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 interacción determinados por 

análisis ANOVA de dos vías sobre atributos fisiológicos y bioquímicos en A. araucana inoculadas 

con HE y dos niveles de N. 

HE N HE x N

0.057 <0.001 0.077

<0.001 <0.001 0.007

<0.001 <0.001 0.002

0.098 <0.001 0.208

0.005 0.002 0.752

0.005 <0.001 0.003

0.013 <0.001 <0.001

0.011 <0.001 0.038

0.008 <0.001 <0.001

0.212 <0.001 0.002

<0.001 0.331 <0.001

<0.001 <0.001 <0.001

<0.001 0.22 0.064

0.573 0.104 0.072

0.246 0.027 0.028

0.46 0.064 0.05

0.753 0.098 0.032

<0.001 0.057 0.543

<0.001 0.225 <0.001

<0.001 <0.001 0.003

<0.001 0.093 0.313

<0.001 <0.001 0.002

<0.001 0.225 0.034

<0.001 0.004 <0.001

<0.001 0.08 <0.001

0.547 <0.001 0.009

0.094 0.107 0.445

0.685 <0.001 0.036

0.013 <0.001 0.071

0.255 <0.001 0.004

0.021 <0.001 0.003

<0.001 0.037* <0.001

0.094 <0.001 0.151

<0.001 0.443 0.626

0.028 0.004 0.637

Variables

p valor

Biomasa aérea

Biomasa radicular

Biomasa total

Azúcares solubles totales foliar (mg por planta)

Aminoácidos libres totales foliar (mg g peso seco⁻¹)

Azúcares solubles totales radicular (mg por planta)

Almidón foliar (mg por planta)

Almidón radicular (mg por planta)

Carbohidratos no estructurales foliar (mg por planta)

Carbohidratos no estructurales radicular (mg por planta)

Aminoácidos libres totales radicular (mg g peso seco⁻¹)

Proteínas solubles totales foliar (mg g peso seco⁻¹)

Proteínas solubles totales radicular (mg g peso seco⁻¹)

ADN genómico Beauveria (ng mg peso fresco ¹)

ADN genómico Metarhizium (ng mg peso fresco ¹)

Contenido de C total foliar (mg por planta)

Contenido de N total foliar (mg por planta)

Relación estequiométrica N : C

%N foliar

Glutamato deshidrogenasa (GDH-NADH) foliar (nmol NADH oxidado h⁻¹ mg proteína⁻¹)

Nitrato reductasa (NR) radicular (μmol NO-2 h⁻¹ mg proteína⁻¹)

Clorofila a (mg g peso seco⁻¹)

Cloforila b (mg g peso seco⁻¹)

Clorofila total (mg g peso seco⁻¹)

Carotenoides (mg g peso seco⁻¹)

Nitrato reductasa (NR) foliar (μmol NO-2 h⁻¹ mg proteína⁻¹)

Glutamina sintetasa (GS) foliar (μmol γ-ghm h⁻¹ mg proteína⁻¹)

Glutamina sintetasa (GS) radicular (μmol γ-ghm h⁻¹ mg proteína⁻¹)

Composición isotópica δ¹³C foliar (‰) 

Relación estequiométrica C : N

Glutamato deshidrogenasa (GDH-NADH) radicular (nmol NADH oxidado h⁻¹ mg proteína⁻¹)

Glutamato deshidrogenasa (GDH-NAD+) foliar (nmol NAD+ reducido h⁻¹ mg proteína⁻¹)

Glutamato deshidrogenasa (GDH-NAD+) radicular (nmol NAD+ reducido h⁻¹ mg proteína⁻¹)

%C foliar

Composición isotópica δ¹⁵N foliar (‰)
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4 DISCUSIÓN  

Las interacciones entre Beauveria, Metarhizium y plantas han sido estudiadas 

principalmente en el contexto de la transferencia de nitrógeno 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 nitrógeno inorgánico, como NH4/NO3. 

Se ha descrito que los beneficios en interacciones simbióticas fúngicas dependen 

fuertemente del estado nutricional de la planta hospedadora (Hoeksema et al., 

2010) y, que las Co-inoculaciones con diferentes cepas podrían generar 

respuestas sinérgicas superiores a las obtenidas por cada hongo de manera 

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

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

metabólica 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 acumulación de N o C foliar 

La inoculación con HE incrementó significativamente la biomasa radicular, siendo 

este efecto más evidente a baja disponibilidad de N (Fig. 1). Este patrón coincide 

con observaciones realizadas en otras asociaciones endofíticas, 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). Resultó 

particularmente interesante que el incremento de biomasa no estuvo 

acompañado 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 colonización por HE no necesariamente incrementa la 

concentración de nitrógeno en tejidos aéreos. Del mismo modo, la acumulación 

de carbohidratos no estructurales (CNE) y almidón aumentaron en raíces de 

plántulas inoculadas, especialmente con Metarhizium a condiciones LN (Fig 2). 

Este resultado se relaciona con la promoción de crecimiento en las raíces (Fig 

1B). Este aumento podría indicar que el carbono disponible fue destinado 

preferentemente a sostener el crecimiento vegetal y la actividad metabólica. 

Además se ha propuesto que los hongos endófitos (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 fracción de estos exudados carbonatados podría destinarse a 

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

Aunque los resultados observados en acumulación de carbono y nitrógeno en las 

hojas no explican el incremento del crecimiento radicular, es posible que los HE 

favorezcan un uso más eficiente del nitrógeno, especialmente bajo condiciones 

limitantes. Además de mejorar la adquisición y el metabolismo de este nutriente, 

diversos estudios han demostrado que los HE pueden producir fitohormonas, 

como el ácido indol-3-acético (AIA) 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 AIA y promover el 

crecimiento radicular de sus plantas hospedadoras, lo que sugiere que este 

mecanismo también podría contribuir al efecto promotor del crecimiento 

observado en A. araucana. Sin embargo, en este estudio no se evaluó la 

producción de fitohormonas ni las rutas de señalización hormonal, por lo que su 

participación permanece como una hipótesis que deberá ser abordada en futuras 

investigaciones 

4.2 Los HE aumentaron la eficiencia de utilización de nitrógeno más que su 

acumulación en tejidos. 

Aunque la inoculación con HE no incrementó el %N foliar a condiciones limitantes 

(LN), sí produjo cambios significativos en prácticamente todos los indicadores 

bioquímicos asociados al metabolismo de N.  

En específico, el nivel de N suministrado por sí solo tuvo escasa influencia sobre 

las proteínas solubles totales (PST), aminoácidos libres (AAL) y actividades 

enzimáticas (NR, GS y GDH) en el tejido radicular. Una posible explicación para 

este resultado es que las reservas internas de carbono y nitrógeno acumulado 

durante las etapas tempranas de desarrollo de las plántulas de A. araucana 

hayan amortiguado parcialmente el efecto del N externo sobre el metabolismo 

radicular, fenómeno previamente descrito en especies leñosas de crecimiento 

lento (Millard y Grelet, 2010).   
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Sin embargo, los HE en interacción con la disponibilidad de nitrógeno, 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. Además de modificar la acumulación de aminoácidos libres (AAL) en 

hojas y raíces, así como de alterar la relación C/N.  

Estos resultados sugieren que los HE mejoran la utilización interna del nitrógeno 

en las plántulas de A. araucana, favoreciendo una mayor capacidad para reducir 

nitrato, incorporar amonio a aminoácidos y utilizar estos compuestos en la 

síntesis de proteínas. Sin embargo, la concentración de proteínas solubles totales 

(PST) no fue afectada por la interacción entre los HE y el nivel de nitrógeno. En 

cambio, las plántulas inoculadas con Metarhizium presentaron mayores 

concentraciones de PST independientemente de la disponibilidad de nitrógeno, 

lo que sugiere que este hongo podría estimular la síntesis o acumulación de 

proteínas independientemente de la disponibilidad de este nutriente. 

Aunque los mecanismos moleculares específicos de la interacción entre HE y A. 

araucana aún son desconocidos, estudios realizados con Brassica pekinensis 

(Col china) han demostrado que ciertos HE, como Piriformospora indica pueden 

inducir directamente la expresión de genes asociados a la asimilación 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 

enzimáticas relacionadas al metabolismo del N puede ocurrir no solo en raíces 
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sino también en hojas. Esto es relevante puesto es donde se concentra una gran 

parte de la asimilación y re-asimilación de este recurso (Masclaux-Daubresse et 

al., 2010; Lea y Miflin 2010).  

La asimilación de nitrógeno depende estrechamente de la disponibilidad de 

esqueletos carbonados (Forde y Lea, 2007), por lo que estos cambios 

probablemente estuvieron acompañados 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 reorganización metabólica ocurrió sin comprometer la capacidad 

fotosintética de las plántulas, favoreciendo la utilización del carbono disponible 

para sostener la asimilación de nitrógeno. 

4.3 La Co-inoculación incrementó la actividad GDH desaminante y redujo 

metabolitos claves del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA). 

La actividad de la glutamato deshidrogenasa (GDH) mostró respuestas 

diferenciales dependiendo de la cepa inoculada y de la disponibilidad de 

nitrógeno. Mientras Bs promovió principalmente la actividad aminante (GDH-

NADH) en raíces y Ms indujo esta misma actividad en hojas, ambos tratamientos 

mostraron escasos cambios en la actividad desaminante. Este patrón sugiere una 

dirección neta del metabolismo hacia la síntesis de glutamato y la incorporación 

de nitrógeno en compuestos orgánicos. Por otro lado, Co-I favoreció 

principalmente la actividad desaminante de GDH (GDH-NAD⁺) en el tejido aéreo 
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y en ambas condiciones de N. Esta reacción genera 2-oxoglutarato, un 

intermediario central que conecta el metabolismo del nitrógeno con el TCA. Por 

ello, el aumento de GDH desaminante podría reflejar una mayor demanda de 

esqueletos carbonados y energía para sostener simultáneamente el crecimiento 

vegetal y los requerimientos metabólicos asociados a la colonización fúngica.  

Esta interpretación es consistente con los resultados de metabolómica obtenidos 

de plántulas cultivadas a LN, donde las inoculadas con Co-I presentaron menores 

concentraciones de ácido cítrico, ácido málico y ácido 2-isopropilmálico (Fig 7B). 

Estos compuestos participan en el metabolismo respiratorio y en la provisión de 

esqueletos carbonados para la síntesis de aminoácidos (Sweetlove et al., 2010). 

En conjunto, los resultados sugieren que Co-I promovió una mayor movilización 

de intermediarios del TCA, posiblemente asociada a un incremento de la 

respiración celular y a una utilización más intensa de carbono para sostener el 

metabolismo bajo condiciones limitantes de nitrógeno (Nunes-Nesi et al., 2010). 

No obstante, aunque este patrón es consistente con una mayor actividad 

respiratoria, las tasas de respiración no fueron medidas directamente en este 

estudio. 

4.4  Los HE modularon rutas asociadas al metabolismo del carbono, 

aminoácidos y compuestos fenólicos en función de la disponibilidad de nitrógeno. 

Los análisis metabolómicos revelaron que los efectos de los HE variaron según 

la disponibilidad de nitrógeno y la cepa inoculada (Fig. 7). Aunque los análisis 
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multivariados mostraron una separación parcial entre tratamientos, 

particularmente en condiciones de HN (Fig. 7C), las diferencias observadas 

estuvieron asociadas principalmente a cambios en la abundancia relativa de 

metabolitos específicos más que a una reorganización completa del Metaboloma.  

En condiciones de HN, la inoculación promovió principalmente cambios 

asociados a la vía del shikimato y al metabolismo fenilpropanoide. Un patrón 

común a todos los tratamientos fúngicos fue la mayor acumulación de fenilalanina 

(Phe), shikimato, derivados del cumaroilquínico y derivados de catequina 

respecto de las plántulas no inoculadas (Ni). Phe el principal precursor de la ruta 

fenilpropanoide, actuando como sustrato de la fenilalanina amonio liasa (PAL), 

enzima que inicia la biosíntesis de una amplia diversidad de compuestos 

fenólicos (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 protección frente a estrés biótico y 

abiótico (Treutter, 2008; Agati et al., 2012). Resultados similares han sido 

reportados en otras asociaciones con HE, donde la inoculación induce la 

acumulación de compuestos fenólicos y metabolitos asociados a respuestas 

defensivas de la planta (Shaalan et al., 2022). Adicionalmente, mayores 

concentraciones de shikimato y derivados del ácido cumaroilquínico, demuestran 

que los HE están ejerciendo un efecto destinado al metabolismo secundario 

(Fraser y Chapple, 2011; Maeda y Dudareva, 2012).  
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En específico, las plántulas inoculadas con Beauveria acumularon ácido quínico 

y ácido málico. Mientras que el ácido quínico se encuentran estrechamente 

vinculados a la vía del shikimato, en etapas tempranas de la biosíntesis 

fenilpropanoide (Vogt, 2010). El ácido málico constituye un importante 

intermediario del metabolismo central del carbono, participando en el ciclo de los 

ácidos tricarboxílicos (TCA) y contribuyendo al suministro de carbono necesario 

para la síntesis de aminoácidos y otros compuestos orgánicos (Nunes-Nesi et al., 

2010). Por otro lado, las plántulas inoculadas con Metarhizium (Ms) presentaron 

una mayor acumulación de arginina, un patrón similar al observado en la co-

inoculación (Co-I), donde el perfil metabólico también se caracterizó por mayores 

concentraciones de arginina y shikimato. Mientras que el shikimato constituye un 

intermediario clave en la biosíntesis de aminoácidos aromáticos y compuestos 

fenólicos (Maeda y Dudareva, 2012), la arginina representa una de las principales 

formas de almacenamiento de nitrógeno orgánico en las plantas y es esencial 

para la elongación radicular traducido a una mayor biomasa (Winter et al., 2015; 

Ávila et al., 2025). La acumulación simultánea de ambos metabolitos, junto con 

el aumento de fenilalanina en los tratamientos inoculados, sugiere que las 

plántulas dispusieron de una mayor disponibilidad de nitrógeno para sostener 

tanto el crecimiento y la biosíntesis de compuestos fenólicos derivados de la vía 

de los fenilpropanoides. 

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

metabolitos vinculados al metabolismo central del carbono. Independientemente 
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de la cepa inoculada, las plántulas presentaron menores concentraciones de 

ácido málico y ácido 2-isopropilmálico respecto a los controles. Mientras que el 

ácido málico participa directamente en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), 

el ácido 2-isopropilmálico constituye un intermediario de la biosíntesis de 

aminoácidos de cadena ramificada, particularmente leucina (Leu) (Nunes-Nesi et 

al., 2010). La disminución observada de estos metabolitos sugiere una mayor 

movilización de intermediarios del metabolismo central del carbono bajo 

condiciones de limitación de nitrógeno (Forde y Lea, 2007). Consistentemente, 

las plántulas inoculadas presentaron mayores concentraciones de aminoácidos 

libres totales (AST) y modificaciones importantes en la actividad de enzimas 

asociadas a la asimilación de nitrógeno. La concordancia entre ambos resultados 

sugiere una estrecha integración entre los metabolismos del carbono y del 

nitrógeno, donde el carbono disponible estaría siendo redirigido hacia la síntesis 

de compuestos nitrogenados (Binder, 2010). En concordancia, los tres 

tratamientos inoculados presentaron además mayores concentraciones de 

gentibiosa y ácido isetiónico respecto a los controles. Aunque la función 

fisiológica de estos compuestos en A. araucana aún no es clara, su respuesta 

consistente en los tres tratamientos inoculados sugiere que forman parte de una 

reorganización metabólica común inducida por los HE bajo condiciones de 

limitación de nitrógeno. Según tratamiento fúngico, las plántulas inoculadas con 

Beauveria y Co-I acumularon preferentemente shikimato, derivados del ácido 

cumaroilquínico y derivados de catequina. Dado que ambos metabolitos 
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corresponden a intermediarios tempranos de la vía del shikimato y de la 

biosíntesis fenilpropanoide (Vogt, 2010; Maeda y Dudareva, 2012; Li et al., 2022), 

estos resultados que coinciden con HN, sugieren que Beauveria y Co-I 

mantuvieron una activa la provisión de precursores para la síntesis de 

compuestos fenólicos incluso bajo condiciones de limitación de nitrógeno. En 

cambio, las plántulas inoculadas con Metarhizium (Ms) se diferenciaron 

principalmente por una mayor acumulación 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 promovió la acumulación de otros flavanoles, como catequina y 

galocatequina, lo que sugiere una activación sostenida del metabolismo fenólico 

asociado a la protección celular. Además, las plántulas inoculadas con Ms 

presentaron mayores concentraciones de triptófano y arginina, dos metabolitos 

primarios estrechamente relacionados con el crecimiento radicular observado. En 

particular, el triptófano es el principal precursor de la biosíntesis de ácido indol-3-

acético (AIA), y diversos microorganismos pueden utilizarlo para producir esta 

fitohormona, promoviendo el crecimiento y desarrollo de las plantas (Trivedi et 

al., 2020). 

Aunque la mayoría de las respuestas metabolómicas dependieron tanto de la 

disponibilidad de nitrógeno 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 disminuyó en 
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las plántulas inoculadas con Beauveria (Bs) y Metarhizium (Ms), tanto en HN 

como en LN. La hipaforina es un derivado del triptófano descrito en simbiosis 

ectomicorrícicas, donde participa en procesos de señalización entre las raíces y 

los hongos colonizadores (Ditengou et al., 2000; Jambois et al., 2005). En este 

contexto, la disminución de este metabolito en las plántulas inoculadas con Bs y 

Ms podría indicar que los HE modifican rutas metabólicas relacionadas con la 

comunicación entre la planta y los microorganismos. En contraste, este patrón no 

se observó en las plántulas Co-inoculadas (Co-I), cuyos niveles de 

hipaforina/lenticina fueron similares a las plántulas No inoculadas. Esta diferencia 

sugiere que la presencia simultánea de ambas cepas generó una respuesta 

metabólica distinta a la observada en las inoculaciones individuales, 

posiblemente asociada con la menor colonización detectada en este tratamiento 

(Fig. 10). En conjunto, estos resultados evidencian que los HE no inducen una 

respuesta metabólica uniforme en A. araucana, sino que modulan selectivamente 

distintas rutas bioquímicas dependiendo tanto de la disponibilidad de nitrógeno 

como de la cepa inoculada. Estos ajustes sugieren que los HE contribuyen a la 

plasticidad metabólica de las plántulas, favoreciendo distintas estrategias de 

utilización y asignación de recursos según el contexto nutricional. 

4.5 La respuesta diferencial del δ15N en relación con la colonización fúngica 

Mientras que δ13C se mantuvo estable entre tratamientos, el δ15N mostró 

variaciones importantes asociadas tanto a la disponibilidad de nitrógeno como a 

la inoculación fúngica. Las plántulas Ni cultivadas en condiciones LN presentaron 
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un enriquecimiento en δ15N respecto de aquellas cultivadas en HN, lo que podría 

reflejar cambios en las fuentes de nitrógeno utilizadas o una menor discriminación 

isotópica durante su adquisición y asimilación (Evans, 2001, Pons et al., 2025).  

En contraste, bajo condiciones de LN las plántulas inoculadas presentaron una 

marcada disminución de δ15N. Este patrón es consistente con observaciones 

realizadas en asociaciones micorrícicas, donde los hongos retienen 

preferentemente el nitrógeno enriquecido en δ15N dentro de su biomasa fúngica 

asociada a las raíces, mientras transfieren a la planta compuestos relativamente 

empobrecidos en δ15N, generando una señal isotópica más negativa en los 

tejidos vegetales (Högberg et al., 2010; Hobbie y Högberg, 2012). De hecho, 

Högberg et al. (2010) observaron que bosques sometidos a limitación de 

nitrógeno presentaban menores valores foliares de δ¹⁵N, lo que fue atribuido a 

una mayor retención de ¹⁵N por parte de los hongos ectomicorrícicos. Nuestros 

resultados sugieren que los HE podrían estar ejerciendo un efecto funcional 

similar, actuando como reservorios temporales de nitrógeno y modificando el 

fraccionamiento isotópico 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 δ¹⁵N en la 

parte aérea. Asimismo, las plántulas Co-I mostraron una respuesta isotópica 

comparable a la observada en Bs y Ms. Esto sugiere que las diferencias en las 
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rutas de asimilación de nitrógeno inducidas por cada cepa no se tradujeron de 

cambios detectables en la señal isotópica foliar. En cambio, la menor capacidad 

de colonización observada cuando ambas cepas estuvieron presentes 

simultáneamente (Fig. 10) podría explicar la ausencia de efectos sinérgicos en 

varios de los parámetros fisiológicos evaluados en condiciones de LN. En 

conjunto, estos resultados sugieren que la magnitud de la colonización fúngica 

podría influir sobre el fraccionamiento isotópico del nitrógeno y su destino dentro 

de la planta. Sin embargo, serían necesarios estudios que integren análisis 

isotópicos a nivel radicular para determinar si las diferencias observadas en la 

actividad de NR y GDH se traducen en destinos metabólicos distintos para el 

nitrógeno dentro del sistema planta-hongo. 

4.6 Colonización diferencial entre Beauveria y Metarhizium según la 

disponibilidad de nitrógeno 

Aunque Beauveria no presentó diferencias la colonización bajo ambas 

condiciones de nitrógeno, sus efectos fisiológicos y metabólicos no fueron 

completamente independientes del estado nutricional de la planta. A nivel 

radicular, las variables bioquímicas evaluadas, que incluyen aminoácidos, 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 más sensibles a la disponibilidad de nitrógeno, 

particularmente aquellas relacionadas con la coordinación entre los 

metabolismos del carbono y del nitrógeno. A nivel metabolómico, Bs indujo de 
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manera consistente la acumulación de intermediarios tempranos de la ruta 

fenilpropanoide, tanto en HN como en LN, sugiriendo una modulación 

relativamente estable según disponibilidad de N. 

Por otro lado, Metarhizium mostró una respuesta más dependiente de la 

disponibilidad de nitrógeno. A diferencia de Bs, la colonización de raíces por Ms 

fue significativamente mayor bajo condiciones de limitación de nitrógeno (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 

proteínas solubles totales, actividad GS y GDH-NADH. Ciertas respuestas 

metabólicas inducidas por Ms difirieron entre ambas condiciones. Mientras que 

en HN predominó la acumulación de metabolitos secundarios, asociados a la ruta 

de los fenilpropanoides, en LN destacó el aumento de afzelequina y otros 

metabolitos potencialmente asociados al crecimiento y al metabolismo 

nitrogenado, como triptófano y arginina. La coincidencia entre una mayor 

colonización y una respuesta metabólica más marcada bajo LN sugiere que el 

grado de establecimiento de Metarhizium podría influir sobre la magnitud de los 

cambios fisiológicos y metabólicos inducidos en A. araucana. 
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5 CONCLUSION 

Los hongos endófitos (HE) promovieron el crecimiento de las plántulas de 

Araucaria araucana bajo condiciones de limitación de nitrógeno (LN). Sin 

embargo, las respuestas fisiológicas y metabólicas dependieron de la cepa 

inoculada, evidenciando estrategias diferentes para favorecer el desempeño de 

la planta. 

Beauveria sp. promovió principalmente respuestas bajo condiciones de alta 

disponibilidad de nitrógeno (HN), favoreciendo la acumulación de aminoácidos 

libres, almidón y carbohidratos no estructurales, junto con una mayor actividad 

de glutamina sintetasa en ambos tejidos. A nivel metabolómico, esta cepa se 

asoció principalmente con la acumulación de metabolitos secundarios derivados 

de la ruta del shikimato y de los fenilpropanoides, sugiriendo una mayor inversión 

en procesos de almacenamiento y defensa. 

En contraste, Metarhizium sp. presentó una respuesta más marcada bajo 

condiciones de limitación de nitrógeno, promoviendo el crecimiento radicular, el 

incremento de aminoácidos y proteínas, y una mayor actividad de las enzimas 

nitrato reductasa (NR) y glutamina sintetasa (GS) para ambos tejidos. 

Paralelamente, el perfil metabolómico indicó una reorganización del metabolismo 

hacia procesos primarios relacionados con el crecimiento, lo que, en conjunto con 

la mayor colonización observada bajo LN, sugiere una utilización más eficiente 

de los recursos disponibles. 
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La Co-inoculación mostró una respuesta intermedia, compartiendo 

características con Beauveria en la acumulación de aminoácidos libres, almidón 

y carbohidratos no estructurales, además de metabolitos secundarios a alto 

nitrógeno (HN) y con Metarhizium en la activación de enzimas del metabolismo 

del nitrógeno a bajas condiciones N (LN).  

En conjunto, estos resultados respaldan la hipótesis planteada, demostrando 

que, bajo condiciones de limitación de nitrógeno, los hongos endófitos (HE) 

favorecen la asimilación y utilización del nitrógeno en plántulas de Araucaria 

araucana. No obstante, Metarhizium presentó la respuesta más consistente entre 

el crecimiento, la actividad enzimática, el metabolismo del carbono y el perfil 

metabolómico, posicionándose como la cepa con mayor capacidad para ejercer 

un efecto en asimilación y utilización del nitrógeno en plantas.  

Estos hallazgos contribuyen a una mejor comprensión de los mecanismos 

mediante los cuales A. araucana responde a distintas condiciones de 

disponibilidad de nitrógeno y a la colonización por microorganismos endófitos. 

Este trabajo respalda la necesidad de profundizar en el efecto de diferentes 

comunidades fúngicas en la fisiología de esta especie, así como en la evaluación 

de aislados nativos con potencial promotor del crecimiento, con miras a su futura 

incorporación en estrategias de conservación. 
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7. ANEXOS 

Figuras suplementarias 

 

Figura S1. Efecto de la inoculación con HE y nivel de N sobre la biomasa total de las plántulas 

de Araucaria araucana, en condiciones de alto nitrógeno (HN) y bajo nitrógeno (LN). Los 

tratamientos corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), 

Metarhizium sp. (Ms) y Co-inoculación (Co-I). Los datos se presentan como media ± error 

estándar (n = 4). Diferentes letras indican diferencias significativas entre tratamientos según 

ANOVA de dos vías seguida de una prueba de Tukey (HSD, p < 0.05). Los valores de p para los 

efectos de inoculación fúngica (HE), nivel de N y su interacción (HE x N) se indican en cada 

gráfico. 
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Figura S2. Análisis global del perfil metabolómico foliar de plántulas de Araucaria araucana 

inoculadas con HE en condiciones de alto nitrógeno (HN) y bajo nitrógeno (LN). Los tratamientos 

corresponden a plántulas no inoculadas (Ni), inoculadas con Beauveria sp. (Bs), Metarhizium sp. 

(Ms) y Co-inoculación (Co-I). 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 análisis de componentes principales (PCA) realizados utilizando la totalidad de los 

metabolitos detectados se presentan para (C) HN y; (D) LN, mostrando la variación global del 

perfil metabolómico entre tratamientos fúngicos y niveles de nitrógeno. 
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Figura S3: Validación de la especificidad de los cebadores de qPCR para hongos endófitos (HE) 

utilizando cultivos fúngicos puros. Se obtuvieron productos de amplificación por PCR de 122 pb 

para Beauveria spp. (Bs) y de 127 pb para Metarhizium spp. (Ms). (A) Productos de amplificación 

por PCR de Beauveria spp. y Metarhizium spp., junto a un marcador de ADN de 100 pb. (B) Curva 

de amplificación obtenida con los cebadores de qPCR para Beauveria spp. (C) Curva estándar 

generada con los cebadores de qPCR para Beauveria spp. (D) Productos de amplificación por 

PCR de Metarhizium spp. y Beauveria spp., junto a un marcador de ADN de 100 pb. (E) Curva 

de amplificación obtenida con los cebadores de qPCR para Metarhizium spp. (F) Curva estándar 

generada con los cebadores de qPCR para Metarhizium spp. 

 


