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Resumen

Araucaria araucana es una especie arborea emblematica de Chile y Argentina, con gran
importancia cultural para las comunidades mapuches. Actualmente, amenazas como el
cambio climatico, la deforestacién y la expansion humana han provocado una disminucion
significativa de sus poblaciones naturales. Entre los organismos que interactuan con esta
especie, los hongos endofitos (HE) destacan por colonizar sus tejidos sin causar dafio,
favoreciendo su crecimiento y su defensa frente a patdgenos. El objetivo de este estudio
fue caracterizar la diversidad de hongos endofitos foliares presentes en A. araucana y
evaluar su capacidad antagoénica frente a hongos fitopatégenos, con miras a su eventual
uso como agentes de biocontrol. Para ello, se realiz6 el aislamiento, purificacion e
identificacion molecular de cepas obtenidas de tejido foliar sano en dos sitios de muestreo
(Parque Nacional Villarrica y Reserva Malalcahuello), junto con ensayos de confrontacion
dual para determinar su eficacia biocontroladora. Se aislaron 203 cepas, identificandose
29 morfoespecies, de las cuales 16 fueron secuenciadas mediante analisis molecular. No
presentaron diferencias significativas en cuanto a la diversidad de especies en ambos
sitios. A pesar de que las muestras provenian de hojas sin sintomas visibles, se detectaron
especies fungicas patégenas, como Pewenomyces kalosus (cancro del pehuén), lo que
sugiere posibles interacciones con endéfitos capaces de limitar la infeccidn en la planta.
En los ensayos de confrontacion dual se evalud el potencial antagénico de cinco HE:
Alternaria alternata (cepa 1), Pholiota sp. (cepa 3), Sydowia polyspora (cepa 7),
Pseudocamarosporium brabeii (cepa 12) y Cladosporium ramotenellum (cepa 19) frente a
Botrytis sp., Fusarium sp. y Phytophthora sp. Se registraron diferencias en los porcentajes
de inhibicion del crecimiento radial (PICR), destacando Pseudocamarosporium brabeii
(cepa 12) con un 34,2% de inhibicion del crecimiento de Botrytis sp., seguido de A. alternata
(cepa 1) por su elevada capacidad inhibitoria: 19.6% frente a Botrytis sp. y 18.02% frente
a Phytophthora sp. Estos resultados respaldan el potencial biotecnoldgico de los hongos
enddfitos foliares de A. araucana como agentes de biocontrol, contribuyendo a estrategias
sostenibles para su conservacion y la proteccion fitosanitaria.



Abstract

Araucaria araucana is an emblematic tree species of Chile and Argentina, with great cultural
significance for the Mapuche communities. Currently, threats such as climate change,
deforestation, and human expansion have led to a significant decline in its natural
populations. Among the organisms interacting with this species, endophytic fungi (EF) stand
out for colonizing its tissues without causing damage, enhancing both its growth and defense
against pathogens. The aim of this study was to characterize the diversity of foliar endophytic
fungi associated with A. araucana and to assess their antagonistic capacity against
phytopathogenic fungi, with a view toward their potential use as biocontrol agents. For this
purpose, isolation, purification, and molecular identification of strains obtained from healthy
foliar tissue in two sampling sites (Villarrica National Park and Malalcahuello Reserve) were
performed, along with dual confrontation assays to determine their biocontrol efficacy. A total
of 203 strains were isolated, identifying 29 morphospecies, of which 16 were sequenced
through molecular analysis. No significant differences in species diversity were observed
between the two sites. Although samples were obtained from asymptomatic leaves,
pathogenic fungal species such as Pewenomyces kalosus (pehuén canker) were detected,
suggesting possible interactions with endophytes capable of limiting infection in the plant.
Dual confrontation assays were conducted to evaluate the antagonistic potential of five EF:
Alternaria alternata (strain 1), Pholiota sp. (strain 3), Sydowia polyspora (strain 7),
Pseudocamarosporium brabeii (strain 12), and Cladosporium ramotenellum (strain 19)
against Botrytis sp., Fusarium sp., and Phytophthora sp. Differences in percentage inhibition
of radial growth (PIRG) were recorded, with Pseudocamarosporium brabeii (strain 12)
showing the highest inhibition of Botrytis sp. (34.2%), followed by A. alternata (strain 1),
which exhibited high inhibitory capacity: 19.6% against Botrytis sp. and 18.02% against
Phytophthora sp. These results support the biotechnological potential of foliar endophytic
fungi from A. araucana as biocontrol agents, contributing to sustainable strategies for its

conservation and phytosanitary protection.
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1. Introduccion.

Araucaria araucana, conocida también como pehuén, es un arbol emblematico y simbdlico
de los bosques del sur de Chile y Argentina (Lara et al., 1999; Chavez et al., 2023). Esta
especie es importante culturalmente dentro de las comunidades mapuches, y a su vez
desempefia un papel crucial en los ecosistemas forestales, debido a que contribuye a la
biodiversidad y al equilibrio medioambiental (Lara et al., 1999; Vilches, 2024). A. araucana
se ve enfrentada a desafios como el cambio climatico y deforestacion lo que implica una
disminucién de su poblacion en ambiente natural (Varas-Myrik et al., 2022).

Uno de los componentes biolégicos que interactian con A. araucana, son los hongos
enddfitos (HE), los que se han convertido en un area de estudio importante dentro de la
biotecnologia, por brindar efectos positivos en el crecimiento de las plantas (Diaz-
Valenzuela et al., 2024). Los hongos endoéfitos son microorganismos que colonizan el
interior de las plantas sin causarles dafio aparente, estableciendo relaciones que pueden
ofrecer diversos beneficios tanto a las plantas como a los ecosistemas en los que se
encuentran (Bastias, 2009, Chavez et al., 2024). Estos hongos pueden desempefiar un
papel vital de defensa utilizando mecanismo de mutualismo defensivo, ademas, le otorga
promocién del crecimiento vegetal mediante la produccion de fitohormonas y solubilizacién
de nutrientes (Bastias, 2009; Diaz-Valenzuela et al., 2024).

Las especies de HE asociados con A. araucaria son poco conocidas, lo que implica un
amplio campo para seguir explorando sus potenciales biotecnoldgicos (Diaz-Valenzuela et
al.,, 2024). Mediante estudios realizados previamente por otros investigadores, se
descubrié que algunos HE tienen la capacidad de producir metabolitos secundarios con
propiedades antifungicas, lo que propone investigar si pueden actuar como agentes
biocontroladores efectivos contra hongos fitopatdégenos que afectan a cultivos agricolas
(Saxena et al., 2024). La identificacion y caracterizacién de estas especies podria abrir
nuevas vias para el desarrollo de estrategias sostenibles en la agricultura, reduciendo la
dependencia de fungicidas de origen quimicos y promoviendo practicas agricolas mas
amigables con el medio ambiente (Fite et al., 2023).

El objetivo de este estudio fue caracterizar la diversidad de hongos enddfitos presentes en
las hojas de Araucaria araucana y evaluar su potencial biotecnolégico como agentes de
control de hongos fitopatégenos. Para lograr esto, se llevaran a cabo procesos de
aislamiento e identificacion molecular (Oliveira et al., 2016). A través de esta investigacion,
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se espera no solo contribuir al conocimiento sobre la microbiota endofitica asociada con A.
araucana, sino también identificar cepa con propiedades biocontroladoras que puedan ser

utilizadas en practicas agricolas sostenibles.
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Il. Marco teérico.

2.1. Caracteristicas e importancia de la Araucaria araucana.
Araucaria araucana, (Pehuén, Monkey puzzle tree) es un arbol emblematico de Chile y
Argentina exclusivo de los bosques subantarticos de caracteristicas lluvioso-templados de
Sudamérica (Lara et al., 1999; Cortés et al., 2019). En Chile, se encuentra en la Cordillera
de los Andes y en la cordillera de Nahuelbuta (Donoso, 1993), desde la Regién del Biobio
hasta la vertiente sur del Volcan Villarrica en la Region de los Lagos, en dos zonas
delimitadas: la primera en la Cordillera de Nahuelbuta (37°40’-38° 40°S) y la segunda
ocurre en la Cordillera de Los Andes (37° 03’- 40° 03S) (Hechenleitner et al., 2005; Puchi
et al., 2021) (ver Fig. 1).

38

40

State boundaries
B Araucaria araucana distribution

Figura 1. Mapa de distribucién de Araucaria araucana en la zona de los Andes y Costa de
Chile, (Modificado de Puchi et al.,2021).

Esta especie es endémica de los bosques subantarticos y se caracteriza por su longevidad,
pudiendo vivir mas de mil afios (Munoz et al., 2023). Debido a su importancia cultural para
los pueblos originarios y ademas su relevancia dentro de la biodiversidad, A. araucana fue
declarada monumento natural en 1990, lo que prohibe su tala y explotacion comercial en
todo el territorio chileno (SAG, 2024). La proteccion de esta especie responde tanto a su
valor simbdlico para las comunidades indigenas, como el pueblo mapuche-Pewenche,
también a su rol en la regulacion del ciclo hidrico y la conservacion de este arbol dentro de
su habitat (Ipinza, 2018; Sanguinetti et al., 2023). En la proteccion de A. araucana, se han
implementado diversas estrategias. El Servicio Agricola y Ganadero (SAG) ha llevado a

cabo actividades de vigilancia fitosanitaria para diagnosticar problemas que afectan a estos
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arboles, como la clorosis observada en algunos ejemplares (SAG, 2024). Ademas, se han
establecido planes de restauracion que incluyen colectas de semillas y produccion de
plantulas en viveros para reforestar areas degradadas, por otro lado, el uso de la
biotecnologia ha sido relevante con el fin de crear especies resistentes al cambios
climaticos y enfermedades (Tondreau, 2024). Estas acciones son fundamentales para
asegurar la supervivencia de la especie frente a amenazas como el cambio climatico,
incendios forestales y especies invasoras (Carrillo, 2018). Araucaria araucana se
reproduce principalmente a través de sus semillas, conocidas como pifiones, que son
dispersadas por animales en especial roedores como el ratéon colilargo (Oligoryzomys
longicaudatus), ratén topo cordillerano (Chelemys macronyx), rata parda (Rattus
norvegicus), raton lanudo (Abrothrix longipilis) y aves como la Cotorra Austral o cachafa
(Enicognathus ferrugineus) entre otros ejemplares a través de su alimentacion y defecacion
(Shepherd & Ditgen, 2012; Speziale et al., 2018). La produccion de pifiones es variable y
depende de factores ambientales, lo que influye en la disponibilidad de alimento tanto para
la fauna local como para las practicas culturales humanas (Shepherd, et al., 2008; Donoso
et al., 2009). La dispersion de la especie se realiza por caida de la semilla a gran altura
desde el arbol, siendo desplazada ligeramente por el viento, y el ciclo reproductivo desde
la formacion de los conos femeninos hasta la diseminacién de las semillas toma
aproximadamente dos anos (Sanguinetti & Kitzberger, 2014). Debido a las crecientes
amenazas por las que esta pasando esta especie, un programa de migracidn asistida ha
sido implementado para salvaguardar su potencial evolutivo ante el cambio climatico. Este
programa incluye la seleccién de 450 arboles madre a lo largo de su distribucidon natural
para mantener la estructura genética familiar (Ipinza et al., 2022). La migracién asistida
permitira que se exprese la variacion genética adaptativa y asi proteger esta especie clave
para el ecosistema chileno (Ipinza et al., 2018). El programa de migracion asistida
propuesto y apoyado por asociaciones como CONAF y comunidades Pehuenches, busca
la conservacion de la especie a través del traslado de semillas, propagulos, individuos
juveniles o adultos a otras zonas, con el objetivo de mantener a la especie en areas
climaticas adecuadas, fuera de su distribucion natural actual, por lo menos 100 afios para
que florezcan y produzcan nuevos pifiones (Infor, 2021). Araucaria araucana es un recurso
natural invaluable, su importancia histérica, ecoldgica y espiritual es reconocida por las

comunidades mapuches-pehuenches que consideran al pehuén una especie sagrada
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(Sanguinetti & Kitzberger, 2014). Hoy en dia tiene una distribucién natural limitada y un
estado de conservacion vulnerable en la cordillera de Los Andes y en Peligro para la
Cordillera de la Costa debido a las amenazas por las que esta pasando, por ello, es

esencial seguir buscando alternativas para garantizar su conservacion futura.

2.2. Interacciones microbianas en raices y aciculas de A. araucana

Araucaria araucana es un arbol que presenta un sistema radicular y aciculas que albergan
diversas comunidades de microorganismos, incluidos hongos endofitos y hongos
micorricicos arbusculares (Diehl et al., 2010; Chavez et al., 2023). La raiz principal de A.
araucana es pivotante, y a su vez, presenta raices laterales fibrosas no frondosas (Donoso
et al., 2008). Las raices de este arbol son fuertes y extensas, alcanzando hasta 20 metros.
En suelos a poca profundidad, las raices se encuentran mas superficiales (Christian T,
2018). Este sistema radicular le proporciona estabilidad al arbol en suelos dificiles, que, a
su vez, facilita la absorcion de agua y nutrientes esenciales (Molina et al., 2024). Se ha
demostrado que ciertos hongos estan presentes en las raices y hojas de A. Araucana
jugando un papel importante en cuanto a la salud de la especie (Diehl & Fontenla, 2010).
Se ha estudiado que algunos hongos pueden lograr potenciar el crecimiento de A.
araucana bajo condiciones de estrés hidrico y en suelos afectados por incendios forestales
(Chavez et al., 2023; Chavez et al., 2024).

Las hojas de A. araucana son gruesas y coriaceas, lo que permite resistencia a condiciones
climaticas adversas, algunas comunidades microbianas como los hongos endoéfitos que se
encuentran presentes en las hojas pueden inducir mecanismos de defensa en la planta,
aumentando su resistencia a patdogenos (Shi et al., 2020). Las investigaciones deben ser
continuas sobre los microorganismos asociados a las raices y hojas de A. araucana, ya
que es esencial para desarrollar estrategias efectivas de conservacion y restauracion para
esta especie protegida y actualmente en peligro (Pulido, 2024).

2.3 Hongos endoéfitos como componentes esenciales para los ecosistemas
Se le llama hongo enddfito a los microorganismos que establecen relaciones simbidticas
con las plantas, colonizando sus tejidos sin causar sintomas de enfermedad (Villar, 2024)
A esta interaccion se le conoce como mutuamente beneficiosa, ya que los hongos obtienen
nutrientes y refugio de su planta hospedera, mientras que las plantas reciben metabolitos
bioactivos que les confieren ventajas adaptativas frente a patégenos y condiciones
ambientales adversas (Raya, 2017; Ipinza et al., 2022). Se han identificado hongos

enddfitos en una amplia variedad de especies vegetales, incluyendo gramineas, helechos
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y angiospermas, lo que demuestra su amplia distribucidon en ecosistemas desde los
tropicos hasta los climas mas frios (Rodriguez et al., 2009). La gran parte de los hongos
enddfitos pertenecen al filo taxondmico Ascomycota, aunque también se han encontrado
representantes en Basidiomycota, Zygomycota y Oomycota (Dezzotti et al., 2012). Este
tipo de hongos proporcionan a las plantas hospedadoras mediante diversos mecanismos,
la induccién de defensas quimicas en la planta y la ocupacion del nicho ecoldgico para
prevenir el establecimiento de patdgenos (Morelli et al.,, 2020; Ipinza et al., 2022).
Actualmente, el interés por los hongos enddfitos ha incrementado debido a su potencial
para ser utilizados en biotecnologia y medicina (Manganyi & Ateba 2020; Ipinza et al.,
2022). Se ha documentado que algunos compuestos derivados de estos hongos poseen
propiedades antibacterianas, antifungicas y antioxidantes, lo que abre nuevas vias para el
desarrollo de nuevos farmacos o productos de uso agricola (EI-Sayed et al., 2024). Por lo
que los hongos endofitos no solo son un eslabdn importante en el bienestar de las plantas,

sino que también representan un gran recurso para futuras investigaciones cientificas.

Las tablas 1 y 2 muestran los principales usos que se le pueden otorgar a los HE en
diferentes areas y algunos hongos enddfitos encontrados en diferentes organismos
vegetales con sus respectivos potenciales biotecnoldgicos:

Tabla 1. Aplicaciones biotecnoldgicas de hongos enddfitos en diferentes areas.

Area Metabolitos / Accion Aplicacion Referencias
Aplicacion biotecnoldgica
Farmacéutica / | Alcaloides, terpenoides | Antibidticos, (Tan & Zou, 2001) (Strobel &
Medicina anticancerigenos Daisy, 2003) (Tiwari et al,
2022), (Singh et al., 2023)

Agricola /| Fitohormonas, Biofertilizantes, (Harman et al., 2004) (Xu et
Forestal sideréforos biopesticidas al., 2021)

Industrial Celulasas, lipasas, | Biocatalisis, (Kusari et al., 2012) (Bhadra
/Enzimatica xilanasas biorremediacién et al., 2022)

Ambiental / | Degradacion metales | Fitorremediacion, (Rusell et al., 2011) (Kusari et
Ecoldgica y/o contaminantes control medioambiental | al., 2012) (Tiwari et al., 2022)
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Tabla 2. Especies de hongos enddfitos encontrados en diferentes especies vegetales y sus
potenciales biotecnoldgicos.

Hongo Planta Actividad Potencial Referencia
Endéfito hospedera biotecnolégico
Taxomyces Taxus spp. Regulacion de | Investigacién en taxol | (Cheng et al,
andreanae biosintesis de taxol. via efectos endofitos 2022)
Pestalotiopsis Hedera Degradacion de | Biodegradacion de | (Rusell et al.,
microspora hélix poliuretano (enzima | plastico 2011)

serina hidrolasa)

Beauveria Tomate, Entomopatégeno Biocontrol de plagasy | (Sinno et al.,

bassiana maiz natural promotora del | 2021)
crecimiento

Trichoderma Citricos, Produccion de | Promocion de | (Hernandez et

harzianum cereales fitohormonas crecimiento vegetal al., 2019)

Cladosporium Eucalyptus Generacion de | Bioestimulante (Li et al., 2014)

cladosporioides | spp. hidrolizados proteicos | agricola

2.4 Hongos endéfitos en asociacion con A. araucana

Araucaria araucana es conocida por su capacidad para formar asociaciones con hongos
arbusculares y endofitos, lo que le permite adaptarse a condiciones adversas (Ipinza et al.,
2022). Investigaciones recientes han demostrado que estas interacciones pueden mejorar
la tolerancia de la planta a factores de estrés como sequias e incendios forestales (Ipinza
et al., 2022; Chavez et al., 2023). Se ha investigado como la inoculacion con hongos
enddfitos puede potenciar el crecimiento y la capacidad de establecimiento de A. araucana
en suelos afectados por incendios (Pulido, 2024). Los hongos enddfitos contribuyen a la
salud de las especies vegetales al mejorar su resistencia frente a condiciones
desfavorables como sequia y salinidad del suelo, temperaturas extremas, deficiencias
nutricionales e invasion de patégenos, favoreciendo la absorcion de nutrientes del suelo
mediante la produccién de fitohormonas y enzimas asociadas a la solubilizacion de
minerales. (Verma et al., 2022; Zhang et al., 2024). Araucaria araucana no es la excepcion
a estos beneficios (Olguin, 2018). La investigacion continua sobre estos hongos y es
esencial para desarrollar estrategias efectivas de conservacion y restauracion para esta
especie milenaria, asegurando su supervivencia frente a los desafios ambientales actuales
(Chavez et al., 2024).
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Los hongos enddfitos presentan una infinidad de potenciales biotecnoldgicos descubiertos
y por descubrir, destacando su capacidad para mejorar la nutricion vegetal, estimular el
crecimiento y aumentar la tolerancia a estreses bioticos y abidticos. Esto lo logran mediante
la produccion de metabolitos secundarios que protegen a las plantas frente a patégenos,
herbivoros y condiciones ambientales adversas (Sanchez-Fernandez & Elvira 2013). El
microbioma de A. araucana ha sido poco estudiado, lo que ha aumenta el interés por
identificar las especies fungicas que habitan en su entorno (Diaz-Valenzuela et al 2024).
Estas especies, que provienen de ambientes extremos y/o cambiantes, podrian ofrecer un
gran potencial biotecnoldégico como observamos en algunos estudios realizados (Alarcén
et al., 2020). La tabla 3 muestra algunos ejemplos de hongos endodfitos aislados desde
Araucaria araucana.

Tabla 3. Hongos endéfitos descritos en asociacion con Araucaria araucana

Taxones fluingicos Funcioén biotecnologica Referencia

Phialocephala fortinii Promocion del crecimiento de las plantas, | (Diaz-Valenzuela et al., 2024)
solubilizacion de fosfatos

Umbelopsis dimorpha Produccion del IAA, promocion del (Chavez et al., 2023) (Diaz-
crecimiento de las plantas, tolerancia ala | Valenzuela et al., 2024)
sequia

Diaporthe araucanorum Especie nueva, enddéfita especifica A. | (Zapata et al., 2020)
araucana

Resinogalea araucana Hongo asociado a la resina que | (Balocchietal., 2023)

contribuye a la biodiversidad fungica

Ophiostoma pehueninum | Actividad antimicrobiana, sistema de | (Zapataetal., 2018)
apareamiento heterotalico

Penicillium melinii Solubilizacion de fosfato, promocion de | (Diaz-Valenzuela et al., 2024)
crecimiento vegetal

Preussia cimatomera Solubilizacion de fosfato, promocién de | (Diaz-Valenzuela et al., 2024)
crecimiento vegetal

2.5 Hongos fitopatégenos que afectan a Araucaria araucana
Araucaria araucana, enfrenta diversas amenazas de origen biético, entre las que destacan
los hongos fitopatdégenos. Dentro de estos ejemplares, uno de los géneros mas relevantes
en este contexto son Pewenomyces (Balocchi et al., 2022). Las especies mas conocidas
actualmente de este género son Pewenomyces kutranfy, que es un patégeno que produce
dafio foliar en A. araucana, llegando a causarle la muerte a los arboles en menos de un
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afio (Molina et al., 2024). Por otro lado, estda Pewenomyces kalosus, descrito
recientemente, es el causante del cancro del pehuén, afecta en las ramas y tallos del arbol,
provocando lesiones y un aspecto seco o agrietado (Balocchi et al., 2022).

Las enfermedades ocasionadas por patégenos del suelo y follaje pueden destruir los
cultivos, generando altos costos de control (Jaramillo, 2014). Los hongos fitopatégenos
pertenecientes a los géneros Botrytis sp., Fusarium sp. y Phytophthora sp., provocan
enfermedades severas en una amplia variedad de cultivos agricolas y forestales
(Naimuzzaman et al., 2025), lo que representa una amenaza creciente, motivando la
busqueda de soluciones amigables para su biocontrol (Adeleke et al., 2022).

Botrytis es un género de hongos necrotroficos reconocidos por su capacidad de infectar
tejidos senescentes o dafiados en condiciones de humedad (Williamson et al., 2007). Entre
las afectaciones mas importantes que provoca se encuentran la reduccion del rendimiento,
necrosis del fruto, momificacion, quemaduras de las inflorescencias y pudricién del fruto
(Gauthier & Wright, 2021). Infectan los cultivos en cualquier estado del desarrollo del fruto
y a cualquier parte de la planta, como a los tallos, flores, hojas y frutos (Viteri et al., 2016).
Aunque se ha estudiado principalmente en cultivos hortofruticolas, también puede
representar una amenaza para plantas lefiosas en ambientes humedos de montana, como
los que habita A. araucana, sobre todo en individuos debilitados (Harman et al., 2004; Dean
et al., 2012).

Fusarium en un género capaz de causar enfermedades vasculares identificandose distintas
formas especializadas segun cultivos mediante colonizacién del xilema, lo que provoca
obstruccion en el transporte hidrico y por lo tanto marchitez o damping off en las plantas
(Lamichhane et al., 2017). Fusarium ha sido asociado a dafios en plantulas, estrés radicular
y necrosis en raices secundarias, pudiendo tener implicancias serias para el reclutamiento
natural de Araucaria araucana en condiciones adversas (Wen et al., 2022).

Phytophthora pertenece al grupo de los oomicetos y es uno de los patdégenos mas
destructivos a nivel mundial (Roy & Grunwald, 2014). Su ciclo de vida incluye zoosporas
moviles en agua, lo que permite una rapida diseminacion en ambientes humedos (Tabilo,
2024).

Estos tres patdgenos comparten la capacidad de permanecer en el ambiente, infectando a
una amplia gama de hospedero, adaptandose a diferentes condiciones climaticas. Su
impacto en Araucaria araucana podria ser severo, debido a los diferentes estreses que se
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ve sometido en su habitad natural como el cambio climatico, incendios forestales y
deforestacion. Esto resalta la relevancia de investigar los hongos enddfitos con posible
potencial como agentes de biocontrol, con el fin de proteger nuestras especies nativas

frente a patégenos agresivos
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lll Hipdtesis y Objetivos

3.1 Hipétesis.

La comunidad de hongos enddfitos foliares asociada a Araucaria araucana incluye
especies con propiedades biotecnoldgicas, particularmente con capacidad de inhibir el
desarrollo de hongos fitopatdogenos, lo que sugiere un potencial uso en estrategias de
biocontrol.

3.2 Objetivo general.

Caracterizar la diversidad de hongos endodfitos presentes en las hojas de Araucaria
araucana y evaluar su potencial biotecnolégico como agentes de control de hongos
fitopatdgenos.

3.2.1 Objetivos especificos.

1. Aislar y purificar hongos enddfitos a partir del tejido foliar sano de individuos de
Araucaria araucana colectado en dos sitios de su habitat natural en la cordillera de

Los Andes.

2. |dentificar los hongos enddfitos aislados mediante técnicas moleculares, incluyendo

PCR y andlisis de secuencias.

3. Estudiar la diversidad de los hongos endéfitos aislados desde Araucaria araucana 'y

compararlo entre los dos sitios.

4. Evaluar la actividad antagonista de los hongos enddfitos frente a hongos

fitopatégenos, como indicador de su potencial uso en biocontrol.
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IV Metodologia

4.1 Area de estudio

El estudio se centr6 en bosques pristinos de A. araucana en la Reserva Nacional
Malalcahuello (Malal) y Parque Nacional Villarrica (Villa), ubicados en la Regién de La
Araucania, sur de Chile, especificamente en la comuna de Curacautin, provincia de
Malleco vy Villarrica provincia de Cautin. Su ubicacion geografica se centra
aproximadamente en las coordenadas: 38°25'S, 71°34'0 y 39°25'S, 71°57'O,
respectivamente. “Villa” abarca parte de las regiones de La Araucania y Los Rios. Este
parque cubre territorio en las comunas de Pucén, Curarrehue y Villarrica (en La Araucania)
y Panguipulli (en Los Rios). Su extensién abarca unas 63.000 hectareas, y estda dominado
por el volcan Villarrica, uno de los volcanes mas activos de Sudamérica. En “Malal’, el clima
consiste en veranos frescos con temperaturas promedio entre 12°C y 18°C e inviernos
frios, con temperaturas que oscilan entre 0°C y 5°C, y posibilidad de nevadas frecuentes.
Por otro lado, Villa tiene un clima de tipo templado frio con influencia andina donde los
veranos son frescos, con temperaturas promedio entre 12°C y 18°C, con temperaturas que
pueden oscilar entre -2°C y 7°C, con presencia de nevadas en las zonas mas altas
(Hechenleitner et al., 2005).

4.2 Muestreo de hojas de A. araucana

Se realizaron colectas de pequefias ramas que contienen las hojas de Araucaria en Malal
y Villa (Fig. 2). Se recogieron muestras de tres subareas por sitio. En cada punto se
eligieron de 3 a 7 individuos de Araucaria (dependiendo si las condiciones geograficas y
climaticas lo permitian), de los que se seleccionaron puntas de ramas sanas (sin signos de
dafos), las que fueron almacenadas en cooler y trasladadas rapidamente (menos de 24h)
al Laboratorio de Investigaciéon en Micorrizas y Aplicaciones Biotecnoldgica de Hongos
(LIMAB), de la Universidad de Concepcién, Campus Los Angeles. Se obtuvieron 27
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muestras de ramas por recoleccion de todas las subzonas. Las muestras se procesaron en
un plazo maximo de 24 horas desde su colecta.

y

»

3| e

Figura 2. Muestreo de material vegetal. a) Colecta de muestras en sectores nevados; b)
Material vegetal en laboratorio; c) Procesamiento de muestras y registro de datos.

4.3 Aislamiento de hongos endofiticos

En el laboratorio, las hojas de Araucaria recolectadas se lavaron primero cuidadosamente
con agua corriente y jabdén comun. A continuacion, se cortan discos de hojas (de 6 mm de
diametro) de todas las partes de las hojas seleccionadas al azar. Los discos se
desinfectaron con etanol al 70 % durante 1 minuto y con hipoclorito de sodio (NaCIlO) al 2
% durante 2,5 minutos. Por ultimo, se lavaron nuevamente con alcohol al 70 % durante 30s
para eliminar el exceso de hipoclorito. Para completar el proceso desinfeccion, el material
se enjuago tres veces con agua destilada esterilizada previamente (Araujo et al. 2002).

Bajo condiciones de asepsia dentro de la camara de flujo laminar, se transfirieron seis
discos de hoja a cada una de las placas Petri (triplicado) que contenian agar extracto de
malta 1% (EMA) suplementadas con cloranfenicol (50 mg L") (Fig. 3), se incubaron en
estufa de incubacion a 28 + 2 °C y se observaron diariamente durante 15 dias para registrar
el desarrollo de colonias fungicas de cada muestra. Como control aséptico, 50 pl del agua
de enjuague final se sembraron en EMA como prueba de la desinfeccion de la superficie
(Pereira et al. 1993). Los aislados se agruparon primero en morfotipo basandose en las
caracteristicas macro-morfologicas de las cepas, las que posteriormente se confirmaron

mediante secuenciacion del ADN.
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Figura 3.Discos de hojas de Araucaria araucana en medio EMA.

4.4 Purificacion de hongos endofiticos y medicion de crecimiento

La biomasa fungica obtenida a partir de los cultivos desarrollados en medio EMA, tras 7
dias de incubacion a 28 °C, fue nuevamente aislada mediante la seleccién de colonias
individuales provenientes de cada disco. Esta seleccion se realizé en base a caracteristicas
morfoldgicas distintivas, como el color, la textura y el patrén de crecimiento. Las colonias
seleccionadas fueron transferidas a nuevas placas estériles bajo condiciones de asepsia,
utilizando material de inoculacién previamente esterilizado. Se repitid este procedimiento
varias veces para eliminar contaminantes que surgieron en el periodo de incubacién, con
el fin de dejarlas completamente puras, evaluando cada una de las placas por inspecciéon
visual, seleccionando solo aquellas que se observaron diferentes unos de otros.
Finalmente, se midié con regla graduada la velocidad media de crecimiento radial de los
hongos en las placas Petri durante 15 dias complementando el analisis con la aplicacion
de una regresion lineal en el mismo periodo. (Fig. 4).
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Figura 4. a) Cultivo Puro de hongo enddfito aislado de hojas de Araucaria; b) Medicién de
velocidad media de crecimiento radial de HE purificados.

4.5 Extraccién, amplificacion y secuenciacion del ADNr

La biomasa fungica purificada obtenida a partir de cultivos crecidos en EMA, fue utilizada
para la extracciéon de ADN utilizando el método de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB)
basado en el protocolo descrito por Oliveira et al. (2016). Para ello, se dejaron tubos
eppendorf estériles con 5 discos de 5 mm de micelio de cada muestra en el congelador por
12 a 24 horas, al dia siguiente se molié el material genético con ayuda de un vortex, hasta
obtener un polvo. Se anadieron a cada tubo 800 pL de buffer CTAB 2% (1,4 M NaCl, 100
mM Tris-HCI pH 8, 20 mM EDTA, 1% polivinilpirrolidona) y se pusieron en la centrifuga con
velocidad 5,5 m/s por 40 segundos. Posterior a eso, se puso a incubar en bano maria por
40 minutos a 60°C. Transcurrido ese tiempo, los tubos en centrifugaron a 13.000 rpm por
10 minutos y se transfirio cuidadosamente el sobrenadante con ayuda de una micropipeta
a un nuevo tubo eppendorf. En esta etapa se trabajé con la fase acuosa previamente
retirada. A cada muestra se le afadié un volumen de 300 uL, equivalente al volumen
presente en el tubo que contenia cloroformo. Posteriormente, las muestras se agitaron en
vortex durante algunos segundos, hasta obtener una solucion con apariencia lechosa.
Cada tubo fue colocado en la centrifuga y procesado a 13.000 rpm durante 10 minutos.
Finalizada la centrifugacion, se descarté cuidadosamente la fase acuosa, conservando
unicamente la interfase. A esta interfase se le afiadieron 600 L de isopropanol frio (-20 °C).
Las muestras se congelaron durante 30 minutos y, posteriormente, fueron centrifugadas a
13.000 rpm por 10 minutos. En esta etapa se formé un pellet, que fue recuperado para
continuar con el protocolo.
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El sobrenadante fue descartado, y el pellet se lavd con 1 mL de etanol al 70 %. Luego, los
pellets fueron dejados en la estufa hasta que se evaporé completamente el etanol.
Finalmente, una vez secos, se resuspendieron en 50 yL de agua libre de nucleasas y se
almacenaron en refrigeracion durante 24 horas. Para amplificar la secuencia del espaciador
transcrito interno (ITS) del ADNr nuclear, se utilizé los partidores ITS1/ITS4 (White et al.
1990), siguiendo el protocolo de PCR descrito por Oliveira et al. (2014). En total se
obtuvieron 17 productos de PCR de entre 500 y 600 pb, con concentraciones principalmente
de 80 ng/pL y algunas muestras de menor concentracion 30 ng/pL los cuales fueron
enviados a Austral Omics, de la Universidad Austral de Chile para su secuenciacion.
Algunas extracciones presentaron fallas en la amplificacion, a pesar de contar con ADN de
buena calidad e intentarlo varias veces, las secuencias obtenidas mostraron cromatogramas
deficientes, lo que limitod la identificacion a nivel de género y/o especie. Las secuencias
obtenidas fueron observadas en el National Center for Biotechnology Information (NCBI) y
se compararon por porcentaje de identidad, con secuencias homologas de varios taxones

de hongos (por BLASTn) ya depositadas en el NCBI.

4.6 Estudio de la diversidad de hongos endoéfitos asociados con Araucaria

La abundancia de hongos enddfitos se determiné contando el numero total de especies de
los diferentes aislados, y la riqueza de especies sera el numero de especies de hongos
enddfitos observadas en cada sitio. La diversidad se estimé utilizando los siguientes
indices:

1. Shannon-Wiener (H’) = -Zpi x In pi, donde % es la suma de pi (abundancia relativa
de cada especie, pi = numero de repeticiones del enddfito i dividido por la abundancia total
de enddfitos) y In es el logaritmo natural (Moreno 2001).

2. indice de diversidad de Simpson (1-D) = 1-Zpi?, donde pi es la abundancia
proporcional de cada especie (Moreno 2001).

3. indice de Margalef (I) = (s-1) /Ln N, donde | es el indice de biodiversidad, s es el
numero de especies presentes y N es el numero total de individuos encontrados
(pertenecientes a todas las especies) (Moreno 2001).
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Las comparaciones de la composicion de los hongos enddfitos entre sitios fueron
realizadas utilizando el indice de similitud de Bray-Curtis, que indica el reemplazo de
especies entre comunidades y considera la abundancia relativa de las especies (Moreno
2001).

4.7 Actividad antagoénica de hongos endéfitos sobre hongos fitopatégenos

La técnica de cultivos duales se emple6 para determinar la actividad antagdnica de los
diferentes aislamientos de hongos endéfitos sobre Botrytis sp., Fusarium sp. y Phytophtora
sp. Se utilizé un disefio completamente aleatorio, con tres repeticiones. Los ensayos se
realizaron evaluando los cultivos duales de cinco hongos endofitos seleccionados por
literatura, contrapuestos con los tres fitopatdgenos mencionado anteriormente. En la
prueba de cultivos duales se utilizé placas Petri con PDA libre de antibi6ticos, se depositd
en un extremo un disco de 5 mm de didametro con micelio activo del fitopatégeno
(previamente crecido en PDA por cinco dias) y en el extremo equidistante se colocé un
disco de micelio de los enddfitos seleccionados (previamente crecido en PDA por cinco
dias) de 5 mm de diametro, las cajas Petri se incubaron a 28 + 1 °C y se observaron
diariamente para registrar el numero de dias al primer contacto entre el antagonista y el
fitopatdgeno, se midié el crecimiento de ambas colonias (cm) y se evalud el porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial radial, basandose en la férmula propuesta por Ezziyyani
et al. (2007), calculando de la siguiente manera:

R1 — R2
PICR% = RL * 100

Donde: PICR= porcentaje de inhibicion de crecimiento radial; R1= crecimiento radial (mm)
del patdgeno sin el enddfito; R2= crecimiento radial (mm) del patégeno con el enddfito.

4.8 Analisis estadistico

La significacion del dendrograma de similitud se determiné mediante ANOSIM (analisis de
similitud) para comparar la composicion de especies de hongos enddfitos entre sitios. La
agrupacion jerarquica se llevé a cabo utilizando la abundancia relativa de los hongos
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endofitos asociados con A. araucana en los diferentes sitios de estudio. Se utilizé un
escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) para visualizar la separacion de las
comunidades de hongos enddfitos en los diferentes sitios (Villa y Malal), utilizando el
programa de acceso gratuito Past 4.10. Para los datos de velocidad de crecimiento, se
utilizé un disefio completamente aleatorizado con tres repeticiones. Los datos obtenidos
para cada uno de los ensayos se sometieron a un analisis de varianza y prueba de
comparacion de medias Tukey (p< 0.05). Dichos datos se analizaron con el paquete
estadistico Statistica 10, 2012).
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V. Resultados

5.1. Composicion de endéfitos fungicos

En total se analizaron 486 discos foliares de A. araucana de los cuales 180 provenian de
la Reserva Nacional Malalcahuello y 306 del Parque Nacional Villarrica. A partir de estos,
se obtuvieron 203 ejemplares de enddfitos fungicos, muchos de ellos morfolégicamente
similares entre si, identificandose 97 aislados de enddfitos en los sitios de Malal y Villa
(Figura 5a), con una frecuencia de aislamiento del 41,77% para ambos sitios. Del total
aislado se identificaron 29 morfoespecies. De las 29 morfoespecies, se lograron secuenciar
16 cepas (Fig. 5b), 11 correspondiente al sitio de Villarrica, y 5 al sitio Malalcahuello, dentro
de estas ultimas 1 fue clasificadas como hongo enddfito de acuerdo con secuencia
consenso. El resto de los aislados (n=13) no pudo ser identificado.

Villa Malal Villa Malal
56 41 11 5

Figura 5. a) Diagrama de Venn que representa el numero de cepas identificadas en
Villarrica y Malalcahuello, incluyendo (17) que se encuentran presentes en ambos sitios. b)
Diagrama de Venn de las cepas secuenciadas (n= 16).

5.2. Identificacion de especies
La identificaciéon de las especies se obtuvo por secuenciacion molecular a través del
programa BLASTn de la plataforma NCBI https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi (Tabla 4),

en donde se puede apreciar sus porcentajes de confianza para cada especie, 6rdenes y
numeros de acceso para las especies.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Tabla 4. Identificacion de cantidad de especies obtenidas por sitio de muestreo.

Sitio
Cobertura E- Blast Match
Cepa| %Id (%) value | (N° Acceso Especie/Género Orden Villa| Malal
GenBlank)
1 100 100 0.0 | ATCC34957 |Alternaria alternata Coryneliales
2 100 100 0.0 OM937772 | Pewenomyces kalosus Coryneliales
3 99,7 98 0.0 KC589021 | Pholiota sp. Agaricales
4 99,5 100 0.0 ORB800200 | Nigrospora sp. Amphisphaeriales
5 DESCONOCIDO 1*
6 99,7 73 0.0 FR846476 | Phoma sp. Pleosporales
7 93 93 9e-175 | TXID64499 | Sydowia polyspora Dothideales
8 DESCONOCIDO 2*
9 98,4 100 0.0 PP523940 | Coniochaeta sp. Coniochaetales
10 100 100 0.0 KY643763 | Cladosporium sp. Capnodiales
1 DESCONOCIDO 3*
12 100 100 0.0 MG098280 | Pseudocamarosporium brabeji | Pleosporales
13 DESCONOCIDO 4*
14 DESCONOCIDO 5*
15 DESCONOCIDO 6*
16 DESCONOCIDO 7*
17 100 100 0.0 MZ493102 | Chromelosporium sp. Pezizales
18 DESCONOCIDO 8*
19 99,3 95 0.0 | TXID470174 | Cladosporium ramotenellum | Capnodiales
20 DESCONOCIDO 9*
21 DESCONOCIDO 10*
22 99,6 99 0.0 | TXID3294362 | Preussia apgarae Pleosporales
23 100 100 0.0 | TXID1354946 | Penicillium sp. Eurotiales
24 DESCONOCIDO 11*
25 DESCONOCIDO 12*
26 100 100 0.0 12;'& 44 Cladosporium subcinereum Capnodiales
27 DESCONOCIDO 13*
28 100 100 0.0 | TXID1338630 | Cladosporium allicinum Capnodiales
29 99,8 99 0.0 |MF976766 Fungal endophyte 1

*DESCONOCIDO 1-13: No fue posible su identificacién molecular.

- Identificado en ambos sitios
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5.3 Velocidad media de crecimiento radial de hongos endoéfitos secuenciados e
identificados.

La velocidad media de crecimiento radial de los hongos endéfitos aislados del area foliar de
Araucaria araucana, mostraron una amplia variabilidad, presentando velocidades de 0,39 a
3,6 mm/dia. El género Nigrospora sp. (cepa 4), presentd la mayor velocidad media de
crecimiento radial siendo estas diferencias significativas con todas las demas cepas,
seguido de Phoma sp. y Sydowia polyspora, presentando los crecimientos mas rapidos
durante los 15 dias que duraron las mediciones. Mientras otros aislados como
Chromelosporium sp. (cepa 17) y Fungal endophyte 1 (cepa 29), mostraron un crecimiento
mas lento, evidenciando una alta diversidad funcional entre los endofitos aislados (Tabla 5;

Figura 6).

Tabla 5. Velocidad media de crecimiento radial de las especies identificadas
molecularmente.

Velocidad media
crecimiento radial
N° Cepa Nombre especie o género (mm/dia) * Desviacién estandar

1 Alternaria alternata 1,61 + 0.32 be
2 Pewenomyces kalosus 1,41 + 0.10 be
3 Pholiota sp 1,33 + 0.21 be
4 Nigrospora sp 3,60 + 0.24
6 Phoma sp. 2,05 + 0.21
7 Sydowia polyspora 1,91 + 0.17
9 Coniochaeta sp. 0,85 + 0.07 bc
10 | Cladosporium sp 1,18 + 0.09 be
12 Pseudocamarosporium brabeji 1,75 + 0.17 be
17 Chromelosporium sp. 0,42 * 0.12 c
19 Cladosporium ramotenellum 0,72 + 0.01 be
22 Preussia apgarae 1,19 + 0.09 be
23 Penicillium sp. 0,75 + 0.13 be
26 Uncultured Davidiella 1,05 + 0.04 be
28 Cladosporium allicinum 0,74 + 0.05 bc
29 Fungal endophyte 1 0,39 * 0.02 be

*Valores promedio corresponden a (n=3) + su desviacion estandar.
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Figura 6. Cepas de hongos enddfitos aislados desde el area foliar de Araucaria araucana (ver tabla 4).
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5.4. Analisis filogenético de las especies secuenciadas.

Las relaciones evolutivas entre los hongos enddfitos aislados desde las hojas de Araucaria
araucana, se basaron en un arbol filogenético, que se construy6 a partir de las secuencias
de ADN ribosomal obtenidas en la secuenciacion. El analisis se realizé con interferencia
bayesiana, usando valores de probabilidad posteriores para evaluar el grado de confianza
estadistica que tiene determinado clado (Figura 7). Este analisis respalda la diversidad
genética presente en el area foliar de A. araucaria y proporciona una base para estudios
funcionales posteriores.
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Figura 7. Arbol filogenético de especies a nivel de genero aisladas de Araucaria araucana.
Representa las relaciones evolutivas de 16 cepas identificadas a través de secuenciacion,
se usaron valores porcentuales en los nodos, que indican los niveles de confianza de cada
agrupacion de especies.

Las especies del género Cladosporium: Cladosporium sp. (10), Cladosporium
ramotenellum (19), Cladosporium subcinereus (26) y Cladosporium allicinum (28) forman
un clado bien definido, con alto porcentaje de confianza (>90%), lo que confirma su
estrecha relacion filogenética. Las cepas Penicillium sp. (23) y Pewenomyces kalosus (2)
se agruparon dentro de ramas que indican una alta relacién entre ellas, en comparacion a
Pseudocamarosporium brabeji (12) que se agrupan en una rama distinta entre las cepas
mencionadas, evidenciando una mayor distancia evolutiva entre ellas. Dentro del arbol
podemos apreciar géneros diversos como Pholiota sp. (3), Nigrospora sp. (4), Coniochaeta

sp. (9), y Chromelosporium sp. (17) lo que da cuenta de la diversidad de hongos enddfitos
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asociados a la especie arborea Araucaria araucana. Es importante recalcar que las
longitudes de las ramas representan el grado de divergencia genética. Este analisis
muestra los agrupamientos respecto a los 6rdenes taxondmicos descritos en literatura, por
lo que otorga validez a los resultados obtenidos. Asimismo, se detectaron secuencias no

identificadas que podrian corresponder a especies aun no descritas.

5.5 Variacion en la diversidad de hongos endofiticos

La abundancia de especies endofiticas en el Parque Nacional Villarrica fue de 0,57
(correspondiente a 57 % de los hongos enddfitos), en la Reserva Nacional Malalcahuello
fue de aproximadamente 0,42 (correspondiente a un 42.2% del total de los hongos
enddfitos). Por lo tanto, en el Parque Nacional Villarrica se presentdé numéricamente una

mayor diversidad en comparacion a la Reserva Nacional Malalcahuello.

5.6 Taxones mas abundantes

El taxdbn mas abundante fue el género Cladosporium, el cual se detecté en muestras tanto
del sitio Villarrica como de Malalcahuello. Este género estuvo representado por las
especies Cladosporium ramotenellum (cepa 19), Cladosporium subcinerum (26) y
Cladosporium allicinum (cepa 28), ademas de una cepa identificada unicamente como
Cladosporium sp. (cepa 10). Otra especie relevante fue Pewenomyces kalosus (cepa 2)

que se identifico solo en el sitio de Villarrica.

5.7 Diversidad alfa y numero efectivo de especies medido en indices

Los indices de diversidad alfa calculados para las comunidades evaluadas en Villa y Malal
revelan ciertas diferencias en la riqueza y diversidad, aunque ninguna de ellas resultd
estadisticamente significativa (valor p > 0.05) (ver tabla 6). Villa presentd una mayor riqueza
taxondmica (Taxa S = 26) en comparacion con Malal (S = 20), lo cual se traduce también

en valores superiores para los indices de diversidad.
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Tabla 6. indices de diversidad alfa comparados entre sitios.

Villarrica | Malalcahuello
(Villa) (Malal) Valor p
Taxa S 26 20 0.151
Individual 56 41
Shannon H 3,08 2,82 0.141
Simpson indx 0,94 0,93 0.287
Margalef 6,2 5,1 0.107

El indice de Shannon (H’) fue de 3,08 en Villay 2,82 en Malal (p = 0.141), lo que sugiere
una mayor diversidad general en Villa, aunque esta diferencia no fue significativa. De igual
forma, el indice de Simpson, que refleja la dominancia de especies, fue muy similar en
ambas localidades (0,94 en Villa y 0,93 en Malal; p = 0.287), indicando una distribucién
equitativa de las abundancias en ambas comunidades. En cuanto al indice de Margalef,
que se enfoca en la riqueza especifica ajustada por el numero de individuos, Villa también
mostré un valor mayor (6,2 frente a 5,1), con una diferencia marginal (p = 0.107), aunque
no significativa. En conjunto, estos resultados sugieren que, si bien Villa tiende a albergar
una comunidad ligeramente mas diversa y rica en especies en comparacion con Malal,
estas diferencias no alcanzan significancia estadistica.

Con relacion a las curvas de rarefaccion entre Villa y Malal (Figura 8 a y b), inicialmente se
sobrelapan, lo que sugiere que ningun sitio es mas diverso que el otro. Sin embargo, se
observa que, a nivel superior a igualdad de numero de especimenes, Villa presentd un
mayor numero esperado de morfotipos, con intervalos de confianza no solapados en los
tramos superiores, lo que sugiere una mayor diversidad fungica. Ademas, mientras que la
curva de Malal tiende a estabilizarse, la de Villa continia en ascenso, indicando la posible
existencia de especies aun no detectadas en este ultimo.
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Figura 8. a) Curva de rarefacciéon por numero de especies observadas (agrupado); b)
individual por sitio.

Se evalud la estructura de la comunidad fungica mediante analisis de agrupamiento
jerarquico (clustering) y ordenacién no métrica multidimensional (hnMDS), ambos basados
en el indice de similaridad de Bray-Curtis y realizados con el software PAST. El
dendrograma (Figura 9a) revela una tendencia a la agrupacion de las muestras segun su
sitio de origen (Villarica en naranja y Malalcahuello en verde). Por otra parte, el analisis
nMDS (Figura 9b), con un valor de stress menor a 0.2, mostrd una disposicion espacial
coherente con el agrupamiento jerarquico. Aunque se evidencia una ligera segregacion
entre las muestras de Villarica y Malalcahuello, las areas convexas delimitadas alrededor
de los puntos indican traslapos entre los centroides de ambos grupos, reflejando similitudes
compartidas en la composicion fungica. Para cuantificar estadisticamente las diferencias
en la composicion comunitaria entre los dos sitios, se aplico un ANOSIM (Analisis de
similaridad), que arrojo un valor p = 0.52, indicando que no existen diferencias significativas
en la estructura de las comunidades de hongos entre Villarica y Malalcahuello.
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Figura 9. a) Agrupamiento jerarquico de muestras basado en la abundancia relativa de
hongos endofitos aislados de hojas de Araucaria araucana en diferentes sitios de estudio.
b) Analisis no paramétrico nMDS.

5.8 Evaluacion de la actividad antagénica de hongos endéfitos frente a fitopatégenos
Los ensayos de confrontacién dual permitieron evaluar la actividad antagdénica de cinco
aislamientos de hongos enddfitos identificados en Araucaria araucana: Alternaria alternata
(1), Pholiota sp. (3), Sydowia polyspora (7), Pseudocamarosporium brabeii (12) vy
Cladosporium ramotenellum (19), frente a los fitopatdgenos Botrytis sp., Fusarium sp. y
Phytophthora sp. Durante el periodo de incubacién a 22 + 1 °C, se observaron interacciones
variables, con distintos niveles de inhibicidn segun el tiempo y la combinacién micelial. De
acuerdo con los valores promedio del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR),
el aislamiento de Pseudocamarosporium brabeii (cepa 12) fue la que obtuvo los mejores
resultados antagonicos, alcanzando un PICR promedio de 34,2%, frente a Botryris sp., con
una interaccion micelial de tipo antibiosis con halo evidente. Seguido de Alternaria alternata
(cepa 1) con 19,6 y 18,02% frente a Botryris sp. y Phytopthora sp., respectivamente, con
presencia de barrera de contacto y halos parciales visibles (Tabla 7) (Figura 10). Por otra
parte, no se observo inhibicion de crecimiento para Fusarium con Alternaria alternata;
Pseudocamarosporium brabeii y Cladosporium ramotenellum, evidenciando contacto sin
inhibicion. Este ultimo tampoco presenté actividad frente a Botryris sp. y Phytopthora sp,
con unicamente crecimiento paralelo sin interaccién inhibitoria.
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Tabla 7. PICR% de la actividad antagdnica de hongos enddfitos aislados de Araucaria

araucana.
N° cepa | Nombre especie o género Patégeno PICR% (Promedio n=2)
1 Alternaria alternata Botrytis sp. 19.6
Fusarium sp. 0
Phytopthora sp. 18.02
3 Pholiota sp Botrytis sp. 4.99
Fusarium sp. 17.75
Phytopthora sp. 8.75
7 Sydowia polyspora Botrytis sp. 1.6
Fusarium sp. 13.05
Phytopthora sp. 6.55
12 Pseudocamarosporium brabeii Botrytis sp. 34.2
Fusarium sp. 0
Phytopthora sp. 7.15
19 Cladosporium ramotenellum Botrytis sp. 0
Fusarium sp. 0
Phytopthora sp. 0
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Figura 10. Evaluacion antagoénica entre hongos endodfitos y hongos fitopatdégenos. A)
Botrytis sp. (izquierda); B) Fusarium sp. (izquierda) y C) Phytophthora sp. (izquierda).
Derecha hongos endodfitos aislados de Araucaria araucana. Las cepas que fueron
evaluadas en el correspondiente orden; 1. Alternaria alternata (cepa 1), 2. Pholiota sp.
(cepa 3), 3. Sydowia polyspora (cepa 7), 4. Pseudocamarosporium brabeii (cepa 12) y 5.
Cladosporium ramotenellum (cepa 19). Los ensayos fueron medidos durante 14 dias.
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VI. Discusion

Este estudio tuvo como objetivo caracterizar la diversidad de hongos endofitos presentes
en las hojas de Araucaria araucana y evaluar su potencial biotecnolégico como agentes de
control de hongos fitopatégenos. Para ello, se trabajé en dos sitios cordilleranos (Villa y
Malal), donde se identificaron las especies presentes en cada sitio y se realizé un analisis
de diversidad para comparar las poblaciones. Se observaron ciertas limitaciones
metodoldgicas en la identificacion molecular de las cepas, sobre todo posterior a la
secuenciacion donde algunas cepas no lograron ser identificadas a nivel de especie (solo
16 de 29). Se atribuyé a que probablemente era una incompatibilidad de los primers
utilizados durante la amplificacion de ADN. Se utilizaron los primers universales en la
metodologia (ITS1-ITS4) pero se ha reportado en trabajos anteriores que no se logran
amplificar algunos grupos filogenéticamente divergentes. (Hibbett et al., 2016) menciona
que la identificacion con el uso exclusivo de ITS puede inducir a error, especialmente en
ambientes con alta diversidad como lo que ocurre en bosques nativos. Se reconoce los
marcadores ITS como uno de los mas utilizados para identificacion fungica debido a su alta
variabilidad y capacidad de resolucién taxonémica, pero existen sesgos de amplificaciéon
que no puede cubrir complemente, por lo que afecta a la asignacion taxondémica vy
representa un error (Tedersoo et al., 2018). Algunos autores recomiendan el uso de primers
RPB1, RPB2 utilizados en dos fragmentos superpuestos (pares 5f2 x 7cry 7cf x 11ar) los
que ofrecen una amplificacion fiable y una mejor resolucion taxonémica en comparacion a
ITS, por lo que seria una alternativa para continuar con futuras investigaciones de las cepas
no identificadas (O’Donnell et al., 2022). Ademas, secuencias analizadas pudiesen
corresponder a especies aun no descritas lo que sugiere un reservorio fungico inexplorado
en esta especie arborea endémica.

Los resultados obtenidos a partir del analisis de agrupamiento jerarquico con indice de
similitud Bray-Curtis, mostraron patrones similares entre las comunidades fungicas
endofitas aisladas de Araucaria araucana de localidades de Villa y Malal. Respecto a la
separacion observada en el dendrograma, sugiere que pueden existir variables
ambientales locales que ejercen influencia sobre la diversidad de los hongos. La
separacion puede estar relacionada con diferencias edaficas o climaticas, las que han sido
reconocidas como moduladores en la estructura de comunidades enddfitas (Rodriguez et
al., 2009).
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La mayor similitud entre las cepas encontradas en Malalcahuello indica una mayor
homogeneidad en sus comunidades fungicas, lo que puede ser reflejo de condiciones mas
estables o menos heterogéneas dentro del sitio. Por otro lado, la dispersién observada en
Villarrica podria deberse a una mayor variabilidad microambiental, lo que favoreceria el
establecimiento de una comunidad mas diversa (Kembel & Mueller, 2014). En este
contexto, un modelamiento de nicho ecoldgico podria ayudar a corroborar o descartar
influencia de condiciones ambientales sobre la composicion de las comunidades
endofiticas encontradas. Complementariamente, los indices de diversidad alfa revelaron
una tendencia consistente, aunque no significativa, hacia una mayor diversidad en
Villarrica. Esta localidad presentd una mayor riqueza taxondmica (S = 26 vs. 20) y valores
superiores en los indices de Shannon (3,08 vs. 2,82), Simpson (0,94 vs. 0,93) y Margalef
(6,2 vs. 5,1), en comparacién con Malalcahuello. Sin embargo, las pruebas estadisticas
asociadas no mostraron diferencias significativas (p > 0.05), lo que podria atribuirse a la
variabilidad intra-localidad o al tamafio muestral.

En cuanto a la identificacion de las especies, resulta llamativo que, aun cuando los aislados
se obtuvieron a partir de tejido sano (sin sintomas visibles de enfermedad), se detectara la
presencia de Pewenomyces kalosus, agente causal del cancro del pehuén (A. araucana),
descrito por primera vez en 2015 (Balochi et al., 2015). Este hallazgo sugiere que P.
kalosus podria comportarse como un patéogeno latente o enddfito facultativo,
permaneciendo en equilibrio dentro del tejido hospedero sin manifestar sintomas,
posiblemente debido a la regulacion ejercida por la comunidad microbiana residente.
Diversos estudios han documentado que interacciones competitivas y la producciéon de
metabolitos antifuUngicos por parte de otros endéfitos pueden limitar la proliferacion de
patdgenos en estado latente, manteniéndolos asintomatico. En este contexto, planteamos
la hipétesis de que los enddfitos presentes en los tejidos de A. araucana cumplen un rol
activo en suprimir el desarrollo de P. kalosus. Para evaluar esta posibilidad, se realizaron
ensayos de confrontacion dual entre cepas enddfitas seleccionadas y P. kalosus en forma
adicional al estudio (Anexo 1), con el fin de explorar el potencial antagonista de la
microbiota asociada. Se observd que los enddfitos tienen el potencial de inhibir su
crecimiento, en algunos casos mas del 50% PICR, lo que pudiese respaldar la hipotesis
planteada.

Los ensayos de confrontacion dual permitieron evaluar la capacidad inhibitoria de cinco
cepas de hongos endofitos aislados desde el area foliar de Araucaria araucana.
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Pseudocamarosporium brabeii, y Alternaria alternata fueron la cepa que presentaron las
mayores inhibiciones de crecimiento frente a todos los fitopatégenos enfrentados (Botrytis
sp., Fusarium sp. y Phytoptora sp.) presentando zonas de inhibicion visibles. Alternaria
alternata (1), segun estudios, es capaz de emitir sesquiterpenos durante su etapa de
crecimiento, lo que esta relacionado con condiciones de competencias, por lo que estos
metabolitos podrian ayudar con actividad antifungica (Weikl et al., 2016). Los ensayos de
confrontacién dual realizados en este estudio mostraron que la cepa (1) no presenté
inhibicion del crecimiento de Fusarium sp., (PICR 0%). Sin embargo, presenté actividad
inhibitoria moderada frente a Botrytis sp., (19,6%) y Phytophtora sp., (18,02%), sugiriendo
un comportamiento selectivo en su capacidad antagonica frente a los patdégenos a los que
se enfrento.

El antagonismo observado en los ensayos entre las cepas de hongos enddfitos y los
fitopatdégenos podria estar influido por factores ecolégicos y climaticos propios de los sitios
de muestreo. Dado que las cepas fueron recolectadas en dos localidades con condiciones
térmicas invernales distintos, estas diferencias podrian haber incidido en su
comportamiento. En particular, Villarrica presenta una mayor variabilidad térmica de -2°C
a 7°C durante el invierno, lo que, segun Mora et al., (2020), podria favorecer el desarrollo
y la persistencia de endéfitos adaptados a fluctuaciones ambientales. Hongos que crecen
en entornos con condiciones mas variables tienden a exhibir una mayor plasticidad
fisiologica, lo que podria traducirse en un papel mas activo tanto en la promocién del
crecimiento vegetal como en la proteccion frente a patégenos. Esta capacidad adaptativa
les permitiria implementar mecanismos defensivos contra organismos con los que
coexisten, como Pewenomyces kalosus, mediante estrategias bioquimicas y estructurales.
Por ejemplo, ciertos hongos formadores de micorrizas pueden tolerar suelos contaminados
o producir metabolitos antifungicos, incluidas enzimas hidroliticas como quitinasas y B-1,3-
glucanasas, que contribuyen a su actividad antagénica frente a patégenos (Verma et al.,
2022).

La ausencia de diferencias significativas en la composicion de las comunidades de hongos
enddfitos entre los sitios de Villarrica y Malalcahuello podria deberse a que, pese a las
variaciones locales, ambos presentan climas similares y las muestras fueron obtenidas de
la misma especie hospedera (Araucaria araucana), que ademas comparte una vegetacion
dominante en ambos lugares. El tipo de tejido de la especie arbdérea influye de manera
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determinante en la composicion de la comunidad microbiana que alberga (Rodriguez et al.,
2009).

Para los ensayos de confrontacion dual se seleccionaron las cepas Alternaria alternata (1),
Pholiota sp. (3), Sydowia polyspora (7), Pseudocamarosporium brabeii (12) y Cladosporium
ramotenellum (19), basandose en antecedentes de la literatura que sefialan su potencial
antagodnico y su capacidad para producir metabolitos antifungicos.

Una posible explicacion para la mayor diversidad de hongos endoéfitos observada en
Villarrica, segun los indices de Shannon (H = 3.08) y Margalef (6.2), es que en este sitio se
recolectd un numero considerablemente mayor de muestras que en Malalcahuello. En
Villarrica se obtuvieron 306 discos, frente a 180 en Malalcahuello, debido a que se
muestrearon mas ramas de A. araucana, dada las condiciones climaticas. Este mayor
esfuerzo de muestreo podria haber incrementado la probabilidad de detectar un niumero
superior de especies, en concordancia con lo planteado por Chao et al. (2014), quienes
sefalan que la diversidad observada puede estar directamente relacionada con la
intensidad del muestreo.

Los resultados obtenidos, tienen implicancias para el estudio de la ecologia microbiana en
donde A. araucana constituye una especie clave. La variacion en la composicion fungica
podria influir en aspectos funcionales del hospedador, como la resistencia a fitopatégenos
o la tolerancia a estrés abidtico, lo cual abre nuevas oportunidades para el
aprovechamiento biotecnoldgico de estos hongos en estrategias de conservaciéon y manejo
forestal sostenible.
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VIl Conclusién

1. Las comunidades de hongos enddfitos en hojas de Araucaria araucana en Villarrica
y Malalcahuello mostraron composiciones similares, lo que se asocia a la similitud
climatica y vegetal de ambos sitios.

2. La identificacién molecular basada solo en ITS presentd limitaciones, evidenciando
la necesidad de incorporar marcadores adicionales y revelando un posible reservorio
fungico no descrito.

3. La presencia de Pewenomyces kalosus en tejidos asintomaticos sugiere un estado
latente regulado por interacciones con otros enddfitos, hipétesis respaldada por
ensayos de confrontacion dual.

4. Pseudocamarosporium brabeii y Alternaria alternata destacaron como posibles
agentes de biocontrol, aunque con actividad selectiva segun el patégeno.

5. Se acepta la hipdtesis planteada, dado que existen especies con potencial
antifungico, sin embargo, nuevos estudios son necesarios para describir los posibles

compuestos que desencadenan la inhibicién del crecimiento de los patdgenos.
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ANEXO 1

Figura1. Evaluacién antagénica entre hongos endofitos y hongos fitopatdgenos. Izquierda Pewenomyces
kalosus. Derecha hongos endofitos aislados de Araucaria araucana. Las cepas que fueron evaluadas en el
correspondiente orden; 1. Alternaria alternata (cepa 1), 2. Pholiota sp. (cepa 3), 3. Sydowia polyspora (cepa
7), 4. Pseudocamarosporium brabeii (cepa 12) y 5. Cladosporium ramotenellum (cepa 19). Los ensayos
fueron medidos durante 14 dias.

Se evalud la actividad antagonista de cinco cepas de hongos enddfitos aislados de Araucaria
araucana frente al patdgeno Pewenomyces kalosus, mediante el calculo del porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (PICR%). Los resultados mostraron variaciones marcadas entre las
cepas evaluadas. La mayor inhibicion fue registrada por Alternaria alternata (cepa N°1), con un
PICR promedio de 45,4%, seguida por Pholiota sp. (cepa N°3) con 26,1%. En contraste, Sydowia
polyspora (cepa N°7) y Pseudocamarosporium brabeii (cepa N°12) presentaron valores reducidos
de inhibicion, con 2,8% y 7,2%, respectivamente. Finalmente, Cladosporium ramotenellum (cepa
N°19) no mostrd actividad antagonista detectable (PICR% = 0). Estos resultados indican que la
capacidad inhibitoria frente a P. kalosus es especifica de cepa y especie, destacando el potencial
de ciertos enddfitos como agentes de biocontrol.

Tabla 1. PICR% de la actividad antagdnica de hongos enddfitos aislados de Araucaria
araucana contra Pewenomyces kalosus.

PICR% (Promedio con
N° cepa Nombre especie o género Patogeno duplicado)
1 Alternaria alternata 45,4
3 Pholiota 26,1
7 Sydowia polyspora Pewenomyces 2,8
Pseudocamarosporium kalosus

12 brabeii 7,2
19 Cladosporium ramotenellum 0
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Tabla 2. Identificacion de cantidad de especies obtenidas por sitio individual de muestreo.

Sitios
Blast Match (Numero
Cepa | % Id | N° Acceso GenBlank acceso GenBlank y Orden Villa Malal
nombre especie)
1 100 ATCC34957 Alternaria alternata Coryneliales
2 100 OM937772 Pewenomyces kalosus | Coryneliales
3 99,7 KC589021 Pholiota sp Agaricales
4 99,5 OR800200 Nigrospora sp Amphisphaeriales
5 DESCONOCIDO 1
6 99,7 FR846476 Phoma sp. Pleosporales
7 93 TXID64499 Sydowia polyspora Dothideales
8 DESCONOCIDO 2
9 98,4 PP523940 Coniochaeta sp. Coniochaetales
10 100 KY643763 Cladosporium sp Capnodiales
11 DESCONOCIDO 3
12 | 100 MG098280 s faeb“e‘j;’camar OSPOMIUM | pyeosporales
13 DESCONOCIDO 4
14 DESCONOCIDO 5
15 DESCONOCIDO 6
16 DESCONOCIDO 7
17 100 MZ493102 Chromelosporium sp. | Pezizales
18 DESCONOCIDO 8
19 |993 TXID470174 g;‘g:ﬁglr/’gz Capnodiales
20 DESCONOCIDO 9
21 DESCONOCIDO 10
22 99,6 TXID3294362 Preussia apgarae Pleosporales
23 100 TXID1354946 Penicillium sp. Eurotiales
24 DESCONOCIDO 11
25 DESCONOCIDO 12
26 | 100 TXID1970644 g&zz?:é’r‘;:%m Capnodiales
27 DESCONOCIDO 13
28 | 100 TXID1338630 aclﬁ.”c‘ljﬁjgfr fum Capnodiales
29 | 99,8 Fungal endophyte 1

*DESCONOCIDO 1-13: No fue posible su identificacién molecular.
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Cuestionario de Auto-Reporte de Contribucion a los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)

Bloques Objetivos 1|2
° °
1. Poner fin a la pobreza en todas sus formas y en el mundo.
2. Poner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la mejora de
la nutricidn y promover la agricultura sostenible
3. Garantizar una vida sana y promover el bienestar de todos y todas
Personas las edades.
4. Garantizar una educacién inclusiva y equitativa de calidad y
promover oportunidades de aprendizaje permanente para todos.
5. Lograr la igualdad de género y empoderar a todas las mujeres y
las nifas.
6. Garantizar la disponibilidad y la gestiéon sostenible del agua y el
saneamiento para todos.
12. Garantizar modalidades de consumo y produccion sostenible. X
13. Adoptar medidas urgentes para combatir el cambio climatico y
sus efectos.
Planeta 14. Conservar y utilizar sosteniblemente los océanos, los mares y los
recursos marinos para el desarrollo sostenible.
15. Proteger, restablecer y promover el uso sostenible de los | x
ecosistemas terrestres, gestionar sosteniblemente los bosques,
luchar contra la desertificacién, detener e invertir la degradacion de
las tierras y detener la pérdida de biodiversidad.
7. Garantizar el acceso a una energia asequible, fiable, sostenible y
moderna para todos.
8. Promover el crecimiento econdmico sostenido, inclusivo y
sostenible, el empleo pleno y productivo y el trabajo decente para
todos.
Prosperidad — — . S
9. Construir infraestructuras resilientes, promover la industrializacion
inclusiva y sostenible y fomentar la innovacion.
10. Reducir la desigualdad en los paises y entre ellos.
11. Lograr que las ciudades y los asentamientos humanos sean
inclusivos, seguros, resilientes y sostenibles.
16. Promover sociedades pacificas e inclusivas para el desarrollo
Paz sostenible, facilitar el acceso a la justicia para todos y construir a

todos los niveles institucionales eficaces e inclusivas que rindan
cuentas.

Asociaciones

17. Fortalecer los medios de implementacion y revitalizar la Alianza
Mundial para el Desarrollo Sostenible
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