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RESUMEN

Los hongos presentan distintas estrategias tendientes a resolver diferentes problemas de su ciclo
de vida, que estan basadas en sus caracteristicas fisicas y quimicas y pueden variar segin su
estado de desarrollo, entre otros factores. Los insectos cumplen un importante rol en estos
procesos, teniendo en algunos casos interacciones positivas (mutualismo), neutras
(comensalismo) o negativas (depredacion, parasitismo). A su vez, el grado de dependencia de
insectos con el hongo puede variar desde una asociacion facultativa hasta una relacion estrecha
de codependencia, como ocurre en mutualismo estricto o parasitismo. En cualquiera de estos
casos, el hongo provee a los insectos un lugar de desarrollo y alimentacion, por lo que las
especies asociadas tenderan a emplear los rasgos fenotipicos de su hongo hospedero como
claves para su localizacion y posterior uso. Por ejemplo, se ha destacado el rol de los compuestos
orgénicos volatiles (COVs) producidos por hongos como estimulos que permiten su
colonizacion por insectos. En los hongos endémicos Cyttaria espinosae Lloyd, 1917
(Leotiomycetes), se ha descrito la presencia de dipteros capaces de emplear sus estromas para
el desarrollo de sus larvas. Por lo tanto, las sefiales derivadas de estas estructuras podrian ser
claves para su establecimiento. En este trabajo se caracteriz6 la comunidad de insectos presentes
en C. espinosae en asociacion con el rauli, Nothofagus alpina (Nothofagaceae) en diferentes
estados de desarrollo de C. espinosae siendo estos recolectados de manera manual y preparado
en extractos para trampas semioquimicas, obteniéndose que existe una influencia en la atraccion
de dipteros en ambos casos cuando los estromas se encontraban con apotecios abiertos, sin
embargo se encontrd una diversidad mucho menor en los cuerpos fructiferos de C. espinosae
debido a una predominante presencia de dipteros del género Anastomyza (Heleomyzidae). Estos
dipteros fueron encontrados en el estroma de C. espinosae con apotecios expuestos, sugiriendo
que Anastomyza pudiese tener una estrecha relacion de dependencia trofica con este hongo v,
posiblemente, contribuir a la dispersion y mantencion de esta asociacion multitrofica. Ademas,
se encontrd que el volatinoma de C. espinosae es capaz de atraer a estos insectos y otros que
conforman la comunidad asociada a este hongo parasito. Se discute sobre los factores que
permiten la continuidad de interacciones ecologicas complejas entre plantas, hongos e insectos
en sistemas nativos.

Palabras claves: Fungivoria, Aleloquimicos, Ingenieros Ecosistémicos, Quimiopercepcion



ABSTRACT

Fungi uses different strategies to cope with their needs through their life cycle. These are based
on their phenotypic cues (physical and chemical), that can vary through their development.
Insects play varied roles in association with fungi such as: mutualists, commensalism and/or
parasitism and predation. The degree of mutual dependency may vary in this association. Fungi
can provide insects with shelter, food and developmental microhabitats. These offers are
sustained and mediated by different fungi features such as their secondary metabolites. Among
these are the mixture of volatile organic compounds (or VOCs) that fungi release. VOCs may
act as repellent or attractant to different insect associates. In the southern hemisphere Cyttaria
espinosae Lloyd, (1917) (Leotiomycetes) it has been described that some Diptera can use their
stroma as larval developmental resource. In addition, adults of these flies disperse at the same
time stroma are opening dispersing C. espinosae spores. This suggests a strong codependency
between the fungus and their Diptera associates. In addition, it highlights the potential role of
C. espinosae secondary metabolites, such as VOCs, in the establishment and conservation of
this association. In this thesis | characterized insect community found in C. espinosae’s fruiting
bodies at closed and opened stroma phases. We studied these fungi parasitizing Nothofagus
alpina (Nothofagaceae) in Araucania Region, Chile in different stages of development of C.
espinosae, these being collected manually and prepared in extracts for semiochemical traps,
obtaining that there is an influence on the attraction of dipterans in both cases when the stromata
were with open apothecia, however a much lower diversity in the fruiting bodies of C. espinosae
due to a predominant presence of a unknown diptera from genus Anastomyza (Heleomyzidae),
being the main insect hosted in open apothecia. In addition, I discuss these findings under the
light of the relevance of insects and semiochemical stimuli in complex ecological interactions
such as biotrophic fungi associated with native forest plant species.

Keywords: Fungivory, Allelochemicals, Ecosystem Engineers, Chemoperception



l. INTRODUCCION

Los insectos y hongos se encuentran dentro de los grupos de organismos mas numerosos en el
mundo con estimaciones de hasta 5,5 y 2,2—3,8 millones de especies respectivamente (Stork et
al., 2015). Ambos grupos son abundantes en muchos ecosistemas y han convivido durante mas
de 400 millones de afios (Misof et al.,, 2014; Sherwood-Pike & Gray, 1985), pudiendo
encontrarse  interacciones ecoldgicas entre estos organismos tales como: mutualismo,
comensalismo, parasitismo, entre otras (Bronstein, 2015). En cuanto a las relaciones de
mutualismo, los hongos proveen a los insectos de microhabitats y alimento, permitiendo las
condiciones para su resguardo y la continuidad de su desarrollo (Jakovlev, 2012). Por otro lado,
se ha reportado frecuentemente casos en los cuales insectos asociados a hongos participan en la
dispersion de las esporas, lo que en algunos casos es escencial para el ciclo de vida de algunos
hongos (Spiteller, 2008).

Al igual que las plantas, los hongos producen diversos compuestos quimicos organicos, dentro
de los que se destacan los metabolitos secundarios (Spiteller, 2008). El fenotipo quimico (o
quimiotipo) del hongo puede estar influenciado tanto por el estado de desarrollo del mismo
como por los microrganismos estrechamente asociados a éstos (como levaduras y bacterias)
(Benucci & Bonito, 2016; Kiies et al., 2018). Este quimiotipo le permite interactuar con sus
conespecificos por medio de feromonas (e.g. Cottier & Mihlschlegel, 2012). Dentro de este
fenotipo quimico destacan los compuestos organicos volatiles “COVs”. Estos son compuestos
de bajo peso molecular, en su mayoria lipofilos (Morath, Hung & Bennett, 2012), que en hongos
han sido relevados por su gran importancia en ecologia. Los hongos son capaces de emitir
mezclas muy variadas de COVs capaces de mediar maltiples interacciones tanto con otros
hongos como con otros niveles troficos, en diversos ambientes y estados de desarrollo
(Quintana-Rodriguez et al., 2018; Werner et al., 2016; Kakumyan et al., 2020; Yang et al.,
2020).

En el caso particular de su interaccion con insectos, se ha encontrado que las sefiales quimicas
volatiles de los hongos son altamente relevantes (Wenke, 2010). Por ejemplo, en casos de
dependencia trofica y reproductiva, son los COVs de hongos los empleados por los insectos para

la bdsqueda de sitios de oviposicion y alimentacion (Kihnholz, 2004; Boucias et al., 2012;



Witzgal et al., 2012), Ademas, se ha observado que hay hongos capaces de reclutar insectos
que, en algunos casos, pueden actuar como vectores de dispersion de sus esporas, de manera
analoga a lo que ocurre en la polinizacion de plantas, donde pueden obtener nutrientes y
elementos esenciales (Biedermann & Vega, 2020). Siendo esta una relacion beneficiosa para
ambos; sin embargo, en algunos casos las sefiales producidas por un emisor son captadas por
organismos que no le otorgan ningun beneficio al hongo e inclusive, en algunos casos, pueden
dafar estructuras importantes en el ciclo de desarrollo, este fenGmeno se conoce como espionaje
de senal o “eavesdropping “(Rebolleda-Gémez & Wood, 2019) y ha sido descrito, por ejemplo,
en interacciones de plantas con microorganismos patdégenos que inducen en estas la liberacion
de COVs que atraen insectos parasitoides, ocasionando dafios a la misma planta, para
posteriormente utilizar estos insectos como vectores y colonizar asi nuevas superficies vegetales
(Martini et al., 2014).

Dentro de este tipo de interacciones destacan los dipteros, considerados uno de los 4 Ordenes
de insectos holometabolos méas grandes y dominantes, en el cual sus estados larvales y adultos
se encuentran en gran parte de ecosistemas terrestres, ademas de ser anatbmicamente variados
y ecolégicamente innovadores que representa el 10-15% de todas las especies animales
conocidas (Courtney et al., 2009; Yeates & Wiegmann, 2005; Yeates et al., 2007). Este orden
de insectos es el mas comunmente asociado a interacciones con hongos o micofagia, incluyendo
mas de 25 familias dentro de las cuales se pueden encontrar algunas especies que solo se asocian
con estructuras fangicas en alguna parte de su ciclo de vida, principalmente larvas micéfagas y
otras, por lo que se conoce, comprenden especies asociadas con hongos en estadios adultos (por
ejemplo, Bolitophilidae, Platypezidae) (Sevéik,2010). Dentro de las familias de dipteros
micofilos podemos encontrar a Mycetophilidae Sensu lato que representa el grupo de dipteros
méas ampliamente distribuido y mejor estudiado en cuanto su asociacién con hongos. Otra
familia con algunas especies asociadas a hongos es Phoridae, que son considerados peste ya que
normalmente son atraidos por los compuestos volatiles del micelio activo del champifion coman
Agaricus bisporus (Lange) Imbach (Agaricales: Agaricaceae) Donde ocurre una relacion de
antagonismo del diptero hacia el hongo, ocasionando dafios debido a que las larvas se alimentan
exclusivamente de micelio del champifion y en algunas ocasiones incluso del esporoforo,

estructuras vitales para completar su ciclo de vida (Rinker y Snetsinger, 1984; Sandhu y Bhattal,
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1987) un ejemplo de estos es Megaselia sandhui Disney, 1981 y Megaselia halterata Wood
1910. Por otro lado también ocurre esta relacion hongo-diptero como una interaccion mutualista
en otros casos, como es el caso de las levaduras, donde se ha registrado el caso de Drosophila
y levaduras del género Saccharomyces, donde estos dipteros se ven atraidos por COVs liberados
por las levaduras, logrando que estos microorganismos colonicen nuevas superficies
(Christiaens et al., 2014).

En cuanto a las especies de hongos endémicas de Chile, con registros de asociacidn con dipteros
(Gamundi & Horak, 1993), encontramos a las especies del género Cyttaria Berk.
(Leotiomycetes, Cyttariales, Cyttariaceae). Estos hongos presentan asociaciones biotréficas
estrictas con el género Nothofagus (Hamamelididae, Nothofagaceae) por este motivo en el sur
de Sudamérica se encuentra distribuido en Chile y Argentina, pero también estd presente en
otros lugares del hemisferio sur como Australia y Nueva Zelanda. Existe bastante informacion
basada en trabajos taxondmicos sobre las especies sudamericanas de este género (Barrera, 2004;
Espinosa, 1926; Marchionatto, 1940; Gamundi, 1971, 1986; Gamundi et al., 2004; Sandoval-
Leiva, 2012), con relevante informacion de estas especies y donde se describe la presencia en
Chile de C. berteroi Berk., C. darwinii Berk., C. espinosae Lloyd, C. hariotii E. Fisch., C.
hookeri Berk., C. johowii Espinosa y C. exigua Gamundi. Con respecto a estas especies existen
registros sobre interacciones del tipo hongo-insecto descritos principalmente por mic6logos
como Gamundi & Horak (1993) quienes describieron la presencia de larvas de dipteros
“micetofilicos” (Mycetophilidae) en estromas de C. hariotii en bosques andino-patagonicos. Por
otro lado, Espinosa (1926) también describié la presencia de larvas a las que el describia como
larvas de “microlepidopteros” presentes en los estromas de C. darwinii. Por otro lado Cyttaria
espinosae Lloyd (Cyttariaceae), conocido como digiienie del Mapudungun “diwen”, siendo de
gran relevancia alimentaria y nutricional para estos pueblos y que en la actualidad ha demostrado
tener un relevante contenido proteico y lipidico en comparacion con otros hongos. (Inzunza,
2016; Salazar, 2019; Salazar et al., 2020; Schmeda-Hirshmann et al., 1999; Schmeda et al.,
2001; Toledo et al., 2016), Este hongo se caracteriza por ser parasito de arboles del género
Nothofagus donde se suele encontrar en racimos (Gamundi y de Lederkremer, 1989; Gamundi,
1991). A modo de clasificacion de las etapas de madurez de estas setas segun Libkind et al.

(2011) se considera lo siguiente: (I) inmaduras: apotecios cubiertos por una piel dura, eléstica o
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capa cortical, que se vuelve membranoso y se estira fuertemente (Figura 1, B)(Figura 2, (2));
(1) maduro: ruptura de la capa cortical que expone las apotecios (Figura 1, B)(Figura 2, (3,4));

(111) sobremadurada: donde los apotecios han perdido turgencia, la corteza envejece y puede

percibirse el olor caracteristico de la fermentacion alcohdlica.

Figura 1. C. espinosae parasitando arbol de N. alpina. (A)Estroma de C. espinosae con ascos

abiertas; (B) Estroma de C. espinosae con ascos cerrados.
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Figura 2. desarrollo del estroma de Cyttaria espinosae, en corte sagital. 1) primordio. 2)
primordio en desarrollo secundario 3) Estroma en desarrollo primario de apotecios 4)Estroma

con apotecios parcialmente abiertos 5)Estroma maduro (Gamundi, 1971).
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a los antecedentes descritos por diferentes autores (Espinosa, 1926; Gamundi & Horak,
1993) de la interaccion hongo-diptera y segun lo observado por el autor de este trabajo donde
los estromas pueden proveer a insectos presentes en bosque de Nothofagus un recurso que podria
ser considerado parte de su nicho ecoldgico, es posible proponer que esta interaccion esta siendo
modulada por los COVs de la estructura fungica durante su desarrollo y que estos compuestos
podrian estar actuando como alomonas que facilitarian la deteccidn del cuerpo fructifero por
parte de dipteros que ain no han sido descritos a mayor detalle. Considerando esto, en esta tesis
se propuso establecer el efecto de atraccion de COVs de estromas de C espinosae con apotecios
abiertos y cerrados frente a dipteros y ademas se busca determinar qué tipo de dipteros
predominan en el nicho otorgado por el cuerpo fructifero de C. espinosae tanto en estromas con

apotecios abiertos como en estromas con apotecios cerrados.
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1.  HIPOTESIS

La riqueza y abundancia de dipteros alojados en estromas de C. espinosae variara
dependiendo de si el hongo se encuentra en estado de desarrollo con apotecios abiertos o
cerradas.
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V. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Determinar la influencia de los diferentes estados de desarrollo de C. espinosae en la

presencia de dipteros.

2. Objetivos especificos

e Cuantificar y determinar los dipteros con mayor abundancia presentes en estroma de C.
espinosae con apotecios abiertos vs cerrados
e Determinar la capacidad atrayente de extractos C. espinosae con apotecios abiertos y

apotecios cerrados frente a insectos
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V. MATERIALES Y METODOS

Durante los meses de septiembre y octubre de 2020 se recolectaron 500 g de estromas de C.
espinosae con apotecios de abiertos y cerrados provenientes de troncos y ramas de N. alpina de
forma manual en cada uno de los tres sitios de muestreo correspondientes a: sector 1) Renovales
de N. alpina; Sector 2) Bosque maduro N. alpina; Sector 3) Renovales de N. alpina entre
plantaciones de eucalipto. Esto en el sector El Escudo (38°34'1,5"S/72°5'2,5"0), Regién de La
Araucania, Chile (Figura 3). Los hongos fueron identificados usando la clave taxonémica de
Gamundi (1971) basado en caracteres morfoldgicos del estroma. A modo de clasificacion segun
lo descrito por Libkind et al. (2011) respecto de las etapas de madurez del hongo se considero
lo siguiente: (a) inmaduras: apotecios cubiertos por una piel dura, eldstica o capa cortical
membranosa Yy se estira fuertemente; (b) maduro: ruptura de la capa cortical que expone a los
apotecios. Por Gltimo los hongos fueron transportados en una bolsa cerrada al lugar de

almacenamiento, para su posterior analisis.
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Figura 3. Mapa de la zona de El Escudo, Region de La Araucania, donde se destacan los tres
sitios de recoleccién de C. espinosae parasitando N. alpina (Nothofagaceae).

Recoleccion y determinacion de insectos alojados en estromas de hongos

Para estromas abiertos (maduros y sobremaduros) el cuerpo fructifero se sacudio en una placa
Petri 90x15 mm para que los insectos que estaban en la capa externa en el estroma fueran
expulsados por efecto mecénico. Se recolectaron y preservaron en etanol 95%. Luego, se
buscaron larvas al interior del estroma con la ayuda de una lupa estereoscopica Dimeri modelo
NSZ70. Este ultimo paso se realizé en forma directa en los estromas en estado cerrado o
“inmaduro”.

Para la determinacidon taxondmica de dipteros, hemipteros, lepiddpteros y orthopteros se
utilizaron las claves de Triplehorn et al. (2005). Para dipteros, hemipteros, lepiddopteros y
orthopteros. Por otro lado para la identificacion de coledpteros se utilizé el libro de Werner,
1961. para thysanopteros Mound & Kibby (1998). En el caso de abejas, superfamilia Apoidea
(Hymenptera) se empled las claves disponibles en el libro de Michener (2007) y la clave para
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los géneros de abejas de Chiappa (1990). Para la manipulacion de los insectos se utilizaron
pinzas blandas, alfileres, plastilina, Placas Petri 90x15 mm, Alcohol desnaturalizado al 95%.

Para cada grupo de insectos se determind su abundancia en cada sitio y estado de maduracion
de las estructuras de la asociacion C. espinosae-Nothofagus alpina. Se calcularon los indices de
diversidad alfa de Shannon (H), “Evenness” y Dominancia (D) (Stewart et al., 2017) y se
comparo la diversidad encontrada entre hongos con estromas cerrados y abiertos empleado un

test de t para el indice de Shannon (Past 4.03; Hammer et al., 2001).

El indice de diversidad alfa de Shannon (H) corresponde a la heterogeneidad de una comunidad
sobre la base de dos factores: el niUmero de especies presentes y su abundancia relativa.
Conceptualmente es una medida del grado de incertidumbre asociada a la seleccion aleatoria de
un individuo en la comunidad (Pla, 2006), Mientras que “Evenness” o Igualdad corresponde al
grado de homogeneidad existente en las abundancias relativas de las especies (Alcolado, 1998)
(en este caso familias). Finalmente, el indice de Dominancia (D), representa la probabilidad de
que dos individuos escogidos al azar de un conjunto de datos pertenezcan a la misma especie

(en este caso familia) (Moreno, 2001).

Se compararon las proporciones de cada familia de los tres 6rdenes encontrados: Hymenoptera,
Coleoptera y Diptera en el total de muestras, y para cada estado de desarrollo de los estromas,
empleado Chi cuadrado (Zar, 1999).

Para determinar la identidad taxondmica de larvas en desarrollo (principalmente Diptera)
presentes en el interior de los estromas, se mantuvo a las larvas en una cadmara de crianza que
consistia en un contendedor de polipropileno transparente cubierto por una tela de fibra de
nylon, ademas en su interior esta fue cubierta con papel absorbente que era humedecido 2 veces
al dia y mantenida a temperatura ambiente (entre 19° a 26°C) entre el 29 de septiembre al 4 de
octubre de 2020, alimentadas con estromas de C. espinosae ad libitum. Una vez que emergieron
los imagos se utilizé la clave taxondmica de Triplehorn et al. (2005) para familia y McAlpine
(1985) para género. Junto con esto, se consulto al especialista en Diptera Profesor Christian
Gonzalez Aravena (IEUMCE).
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Trampas semioquimicas

Se confeccionaron trampas semioquimicas (Figura 4) con tela de fibra de nylon y alambre
galvanizado recubierto de pléastico, ubicandose 4 trampas por cada sector de recoleccion a 30
cm del suelo. Para establecer diferencias tanto de la capacidad atractante de ambos estados de
desarrollo de C. espinosae se realizaron tres tratamientos: (1) solo con solvente (control); (2)
extracto con estromas de apotecios abiertos y (3) extracto con estromas de apotecios cerrados.
Los cudles fueron ubicados en cada uno de los lugares de colecta sefialados en la Figura 3. La
realizacion de extractos se hizo segun metodologia de Chaiphongpachara et al. (2018). Las

trampas fueron dispuestas el 29 de septiembre 2020, desde las 10:00 am hasta las 17:00 h.

Finalmente se comparoé la diversidad total de familias de insectos encontrada en las colectas
entomoldgicas de C. espinosae (tanto estroma cerrado como abierto) con lo obtenido a través
de las trampas semioquimicas (tanto COVs de estroma cerrado como estroma cerrado). Para
esto se empled el indice de similitud de Jaccard (Duff et al., 2016). Esto para estimar la similitud
de familias presentes en ambos grupos de datos con valores de O para una baja similitud y

cercano a 1 para una alta similitud entre estos.
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Figura 4. Trampa semioquimica dispuesta en bosque de Nothofagus, El Escudo, Region de la
Araucania para determinacién de capacidad atractante de extractos de C. espinosae con

apotecios abiertos, apotecios cerrados y control sin extracto.
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VI. RESULTADOS

Insectos capturados en C. espinosae en suma de ambos estados de desarrollo

Sumando los insectos colectados en las muestras de C. espinosae en los tres sitios muestreados
del sector El Escudo, se obtuvo un total de 246 insectos (Tabla 1 Ay B). EI 82% (N= 285) de
éstos correspondieron al orden Diptera de las familias Ceratopogonidae, Phoridae, Carnidae y
Heleomyzidae, 13,6% (N= 47) a Coleoptera de las familias Carabidae y Staphylinidae y 4,1%
(N= 14) a Hymenoptera de la familia Formicidae. Esta dominancia de Diptera resulto
estadisticamente significativa (Chi cuadrado, N= 346; df=6, X?= 1255, p<0,001).

Insectos capturados en C. espinosae en estado inmaduro

En los estromas con apotecios cerrados solo se encontraron 29 individuos (8,4%) de las familias
Carabidae (24,1%; N=7), Formicidae (37,9%; N=11), Phoridae (10,3%; N=3) y Staphylinidae
(27,6%; N=8) sobre estas estructuras y no habia larvas en su interior. En estromas cerrados la
familia predominante fue Formicidae con un total de 11 individuos, representado un 37,9% del
total, no se encontraron tendencias estadisticamente significativas en la distribucion de las
proporciones de individuos pertenecientes a distintos grupos taxonémicos (Chi cuadrado, N=29;
df=3, X?= 4,52, p=0,211). De la misma forma, se obtuvo un bajo indice de dominancia
(D=0,289) y alta “Evenness” (e"H/S= 0,918), mientras que el indice de Shannon correspondio
a H=1,301. Cabe sefalar que de los insectos colectados en este estado de desarrollo de las
estructuras reproductivas de C. espinosae solamente en los especimenes de Staphylinidae se
observo la presencia de estos en una aparente rasgadura de uno de los apotecios, mientras que
los demas especimenes fueron hallados superficialmente sobre estas estructuras.

Insectos capturados en C. espinosae en estado maduro

De los 317 individuos (91,6%) obtenidos en los estromas con apotecios abiertos, 279
correspondieron a larvas de dipteros de Anastomyza Malloch (Diptera: Heleomyzidae). Estos
dipteros representaron al 88% del total de las familias de insectos presentes en estroma maduro
(apotecios abiertos) (Chi cuadrado, N= 317; df=6, X?=1413,68; p<0,001). Correspondiendo
ademas al 98,94% del total de dipteros encontrados al interior de los estromas, destacando la
estrecha relacion con la asociacion C. espinosae-N. alpina. Respecto a los indices de
biodiversidad, el marcado sesgo por el aumento de especimenes por la colonizacion de los

digliefies por Anastomyza sp., se vio reflejado en estos valores con un indice de dominancia, D=
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0,7799, y la reduccion de la “Evenness” (e"H/S= 0,544) e indice de Shannon, H= 0,5073.
Comparando este ultimo indice, entre los dos estados reproductivos del diguefie, se confirmd

que esta diferencia es estadisticamente significativa (Test de t, t=-10,02; df= 74,608; p=0,001).

Tabla 1. A. Porcentajes y cantidades de Insectos segun familias en estromas de apotecios

cerrados de C. espinosae. B. Porcentajes y cantidades de hexapodos segin familias en estromas

de apotecios abiertos de C. espinosae

A Estroma cerrado

Orden Familia M %o Total
Hyvmenoptera Formicidae 11 3793
Coleoptera Carabidae 7 14,14
Coleoptera Staphvlmidae b 37,59
Diptera Phoridae 3 10,34

Total 29
B Estroma abierto
Hymenoptera Formicidae 3 0,95
Coleoptera Carabidae 14 442
Coleoptera Staphvlmidae I8 3,68
Diptera Carnidae 2 0,63
Ceratopogonidae 1 032
Heleomyzidae 279 BE.0l1
Total 37
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Figura 5. Porcentaje total de familias de insectos encontrados en estromas cerrados y abiertos

de C. espinosae. (“C” = Coleoptera, “D” = Diptera e “H” = Hymenoptera).

Finalmente, se criaron 279 larvas (Figura 6a), logrando llegar a estadio de pupa en octubre
(Figura 6b) y a estadio adulto durante Noviembre (Figura 6c).Del total de 31 adultos obtenidos
en la camara de crianza, se logré determinar que estas larvas correspondian a la familia
Heleomyzidae, coincidiendo sus caracteres diagnosticos morfoldgicos de esta familia como la
presencia de vibrisas bien desarrolladas, setas postverticales convergentes, vena costal espinosa
y antenas pequefias (McAlpine, 1985). Por otro lado, también se logré determinar que el género
perteneciente de estos dipteros corresponde a Anastomyza Malloch. Siendo algunas de las
principales caracteristicas de este género la presencia de tres setas dorsocentrales y una venas

costales engrosadas en la parte proximal del quiebre subcostal (Figura 7).
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Figura 6. Anastomyza en sus tres diferentes estadios. a) larva en el digiiefie de C. espinosae-

Nothofagus alpina. b) pupa. ¢) adulto.

Figura 7. Algunos caracteres morfolégicos diagnosticos para identificacion de género
Anastomyza a) vena costal engrosada en la parte proximal del quiebre subcostal. b) tres setas

dorsocentrales del térax.
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Figura 8. Presencia de oOrdenes (en distintos colores) de insectos encontrados en trampas

semioquimicas.

Insectos capturados en trampas semioquimicas

En cuanto a los resultados obtenidos en las trampas semioguimicas se colectaron un total de 339
individuos, dentro de los cuales, el tratamiento con mayor presencia de insectos fue el de COVs
de apotecios abiertos, los que corresponden a un 65,19% (N= 221) de la totalidad de insectos
recolectados, mientras que el tratamiento de COVs de apotecios cerrados represento el 21,83%
(N= 74) del total; mientras que el tratamiento control representd el 12,98% (N= 44)del total.
Los 6rdenes mas abundantes fueron Coleoptera (4,42%), Diptera (52,80%), Hymenoptera
(17,99%), Hemiptera (17,70%), Thysanoptera (6,49%), Lepidoptera (0,29%) y Ortoptera
(0,29%)(Figura 8), los érdenes con mas diversidad familiar fueron Diptera e Hymenoptera, con
25 y 11 familias respectivamente. En cuanto a los indices analizados del total de familias en
estas trampas(Tabla 2), se obtuvo un bajo indice de dominancia (D= 0,065) y baja “Evenness”
(e"H/S= 0,496), mientras que el indice de Shannon correspondié a H= 3,171 (Tabla 2). En
extractos con estromas abiertos se obtuvo un bajo indice de dominancia (D= 0,061) y
“Evenness” (¢"H/S= 0,580) més alta que el total, mientras que el indice de Shannon
correspondié a H= 2,870 (Tabla 3). Por otro lado, en trampas con apotecios cerrados se obtuvo
un indice de dominancia mas alto, (D= 0,134) y mas baja “Evenness” (¢"H/S= 0,544), mientras

que el indice de Shannon correspondié a H= 2,57 (Tabla 4). Finalmente en trampas control los
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indices encontrados fueron dominancia (D= 0,113) y baja “Evenness” (¢"H/S= 0,697), mientras

que Shannon correspondi6 a H= 2,473 (Tabla 5)

Tabla 2. indices de biodiversidad total de trampas semioquimicas

Total Inferior Superior
Taxa 48 47 48
Individuos 339 339 339
Dominancia_D 0,06571 0,05378 0,07561
Shannon_H 3,171 3,104 3,299
Evenness_eMH/S 0,4965 0,4695 0,5697

Tabla 3. indices de biodiversidad de trampas semioquimicas de estroma abierto

COV’'s de

Estroma

abierto Inferior Superior
Taxa 40 39 41
Individuos 220 220 220
Dominancia_D 0.06169 0.05174 0.07165
Shannon_H 3.145 3.037 3.252
Evenness_e”H/S 0.5803 0.5187 0.642

Tabla 4. indices de biodiversidad de trampas semioquimicas de estroma cerrado

COV's de

estroma

cerrado Inferior Superior
Taxa 24 24 24
Individuos 75 75 75
Dominancia_D 0,1342 0,07556 0,1577
Shannon_H 2,57 2,506 2,87
Evenness_e*H/S 0,5442 0,5106 0,7347
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Tabla 5. Indices de biodiversidad de trampas semioquimicas control

Control Inferior Superior
Taxa 17 15 17
Individuos 44 44 44
Dominancia_D 0,1136 0,08161 0,1581
Shannon_H 2,473 2,262 2,654

Evenness_e”H/S 0,6975 0,6055 0,8375

Tabla 6. Comparacion de test de t con indice de Shannon de COV’s de estroma cerrado vs

estroma abierto. Asterisco representa comparaciones estadisticamente significativas a p=0.05

COV's de Estroma
cerrado VS COV's de Estroma abierto

indice de Shannon

H |

H: 2,5697 H: 3,1447
Varianza: 0,019774 Varianza: 0,0047042
t: -3,6755

df: 112,75

p(same): 0,00036502 *

t: 2,4832

df: 81,437

p(same): 0,015074 *

Tabla 7. Comparacion de test de t con indice de Shannon de COV’s de estroma cerrado vs

control. No presenta comparaciones estadisticamente significativas

COV's de Estroma
cerrado VS Control

indice de Shannon
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H: 2,5697 H: 2,473

Varianza: 0,019774 Varianza: 0,020153
t: 0,48413
df: 110,37
p(same): 0,62925
t: 0,54291
df: 117,13
p(same): 0,58822

Tabla 8. Comparacion de test de t con indice de Shannon de COV’s de estroma abierto vs

control. Asterisco representa comparaciones estadisticamente significativas a p=0.05

COV's de Estroma
abierto VS Control

indice de Shannon

M N

H: 2,473 H: 3,1447
Varianza: 0,020153 Varianza: 0,0047042
t: -4,2609

df: 66,217

p(same): 6,59E-05 *

t: 2,0311

df: 49,032

p(same): 0,047683 *

Con estos datos se realizé una prueba de t comparando los indices de Shannon (H) entre los
diferentes tratamientos, obteniéndose, en la comparacion entre COVs de estromas de apotecios
abiertos y cerrados (Tabla 6), una diferencia significativa entre ambos tratamientos (t: 2,483;
df=81,437; p=0,015). Por otra parte, comparando los resultados del COVs con estroma cerrado
vs control (Tabla 7), no hubo diferencias significativas (t: 2,483; df= 81,437; p=0,588). En la
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comparacion entre tratamiento de COVs con estromas abiertos vs control (Tabla 8) si se
presentaron diferencias significativas (t: 2,031; df= 49,032; p=0,047). Por otra parte, en cuanto
a los dipteros presentes en las trampas, destaco la presencia de las familias Fanniidae,
Mycetophilidae y Dolichopodidae representando un 15,64%, 13,41% vy 12,85%
respectivamente, del total de dipteros. Ademas, otro de los 6rdenes con mas presencia en
trampas semioquimicas fue Hymenoptera, destacando la presencia de las familias Formicidae y
Halictidae, representando el 36,07% y 18,03 del total de este orden respectivamente. Por Gltimo,
en los 6rdenes Hemiptera y Thysanoptera las familias mas presentes fueron Cicadellidae y
Thripidae, representando un 98,33 y 95,45 respectivamente.

Por ultimo, en el calculo de indice de Jaccard se obtuvo un grado de similitud entre familias
encontradas en trampas semioquimicas vs familias presentes en estromas de (1J): 0,145 lo que
indica que la presencia de algunos representantes de familias de dipteros en trampas

semioquimicas vs dipteros al interior de estromas vario considerablemente entre ambos casos.
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VII. DISCUSION.

Descripcion de la biodiversidad de la asociacion C. espinosae-Nothofagus alpina.

En cuanto a los indices de biodiversidad aqui aplicados se puede establecer que la diversidad
especifica, en el caso de los estromas cerrados, segun la dominancia es relativamente baja en
comparacion con las muestras de apotecios abiertos, esto nos indica que la probabilidad de
encontrar 2 insectos de la misma familia en estas muestras es mayor en las muestras de estromas
abiertos, siendo en este caso los dipteros del género Anastomyza los causantes del aumento de
este indice, mientras que en estromas cerrados hubo menor predominancia a nivel de familias
de los insectos en general. Esto demuestra la dominancia en cuanto a presencia de este diptero
en este sistema, lo que podria posicionar a Anastomyza como parte importante de esta
interaccion hongo-insecto.

La presencia de representantes del género Anastomyza en Chile se ha descrito previamente
algunos estudios de diversidad de Diptera en alginas zonas de Chile, un ejemplo de esto es el
trabajo de Gonzales & Coscardn, 2005, donde se describe la presencia de Anastomyza
(Anastomyza specularis Malloch) en la Cordillera de la Costa, Depresion Intermedia y
Cordillera de los Andes, ademas en otro trabajo de Gonzéalez & Llanos, 2019 también se registro
la presencia de Anastomyza en la Cordillera de la Costa (Gonzalez & Llanos, 2019) sin embargo
en este Ultimo trabajo en una cantidad reducida de individuos de este género. Esto en
comparacion al presente estudio, donde registr6 una cantidad de individuos del género
Anastomyza mayor, podria deberse a algunas diferencias que involucran la ausencia de los
arboles hospederos de C. espinosae en las zonas muestreadas de la cordillera d ela costa en los
estudios anteriores o variaciones ambientales, por lo que se requieren estudios que abarquen
otras zonas de muestreo en las regiones del Maule, Biobio, Araucania, Los Rios y Los Lagos
donde el arbol hospedero N. alpina se distribuye en Chile (Chilebosques, 2016) , asegurandose
de la presencia de C espinosae para determinar si la presencia de Anastomyza es predominante
de manera similar en esas zonas.

Por otro lado, considerando los resultados obtenidos a partir de los indices de biodiversidad es
posible observar que los valores “Evenness” fueron mucho mas altos en muestras de C.

espinosae con apotecios cerrados (e”H/S= 0,918), esto indicaria que en este caso la abundancia
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relativa de las familias totales, fue mucho mas equitativa en comparacion a familias presentes
en estromas con apotecios abiertos (e"H/S= 0,544), esto ocurre cuando la abundancia de los
datos se concentran en una sola especie (o familia) (Moreno et al., 2011), siendo en este caso la
familia Heleomyzidae donde se concentraron la mayoria de datos, representando un 88% de la
entomofauna de estromas abiertos. Esta falta de proporcionalidad a nivel de familias demuestra
una evidente predominancia a nivel de familia por Heleomyzidae en el hongo hospedero. Sin
embargo, para determinar que exista esta tendencia en este sistema multitréfico, hacen falta
estudios en otras zonas con presencia de estas interacciones Nothofagus-Cyttaria, como zonas
andino-patagdnicas. Este sistema a su vez, es tan complejo que las asociaciones Cyttaria sp. y
Nothofagus sp., comldnmente no corresponden a una simple relacion uno es a uno.
Generalmente, una especie de Cyttaria se asocia con mas de una (hasta cinco) especies de
Nothofagus (Peterson et al., 2010). En el caso de C. espinosae se asocia a cuatro especies, por
lo que seria interesante determinar si en la asociacion de C. espinosae con otras especies de
Nothofagus existirian las mismas tendencias de composicién comunitaria, para establecer, por
ejemplo si se mantiene la predominancia de la familia Heleomyzidae en otras especies del
género Cyttaria o incluso determinar si esto puede variar segun el arbol que C. espinosae esté
parasitando.

En cuanto al indice de Shannon, se determiné que los valores fueron mas altos en estromas con
apotecios cerrados (H=1,301) y esto debido a que las familias se encuentran en los muestreos
de manera mas equitativa, lo que indica que la incertidumbre asociada a la seleccién aleatoria
de un individuo de la comunidad y que este sea de una familia predominante es mayor. En el
caso de los estromas abiertos ocurre lo contrario, siendo menor este indice (H= 0,5073) ya que
los datos se concentran principalmente en la familia Heleomyzidae por lo que la incertidumbre
en este caso resulta ser menor y hay mas probabilidad de encontrar un diptero de la familia
Heleomyzidae en una prueba aleatoria (Pla, 2006).

Con relacién a la comparacion de datos de trampas semioquimicas con prueba de t se puede
establecer que las trampas de COV’s de estromas abiertos tienen una mayor influencia en la
atraccion de insectos tanto frente a COV’s de estromas cerrados como frente a los controles. A
su vez los COV’s de estromas cerrados tienen una capacidad atractante que no difiere
significativamente de los controles, por lo que la presencia de estromas cerrados en este sistema

no tendria mayor relevancia, por lo menos desde el punto de vista semioguimico, lo que
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demuestra que los COV’s presentes en el volatinoma de estromas ya abiertos tienen capacidad
de atraccion frente a insectos y principalmente frente a dipteros, como se ha observado en otros
estudios donde se han analizado COV’s de organismos flingicos, determinandose que
compuestos como el 1-octen-3-ol presentes en algunos extractos de hongos comestibles es capaz
de atraer dipteros (Chaiphongpachara et al. 2018), También se conoce que el disulfuro de
dimetilo y el trisulfuro de dimetilo tienen una capacidad similar de atraer dipteros en otras
especies de hongos (Borg-Karlson et al., 1994) e isoamil acetato con etil acetato en la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Christiaens et al., 2014), género de levaduras identificadas en los
estromas del género Cyttaria por lo que podria existir una relacién con estos compuestos.
Ademés los VOCs probablemente sean parte fundamental del entendimiento de la
predominancia de especimenes de la familia Heleomyzidae en los estromas. Este tipo de
estudios a futuro, en este modelo multitrofico, seria muy relevante, ya que se conoce muy poco
sobre la evolucion de compuestos odoriferos en las interacciones hongo-insecto a nivel general
(Steinebrunner et al., 2008) y seria una evidencia importante para determinar los compuestos
que producen efectos atractantes y si estos se mantienen constante en la especie de C. espinosae
o tienen variaciones en sus perfiles volatiles como se vio en los estudios de Steinebrunner et al.
2008 con el hongo Epichloé (Clavicipitaceae, Ascomycota) y dipteros del género Botanophila
(Anthomyiidae) que suelen ser vectores de este hongo.

Segun lo observado en todos los indices obtenidos en este trabajo se puede establecer que la
diversidad de insectos en estromas con apotecios abiertos es bastante reducida y que se limita a
la presencia de unas pocas familias, predominando la presencia de individuos de Heleomyzidae,
familia nunca antes descrita en estromas de hongos del género Cyttaria lo que da paso a una
serie de nuevas posibles investigaciones para dilucidar el rol que podrian tener estos dipteros en
estos sistemas de interaccién hongo-insecto.

Por ultimo, con respecto a los valores obtenidos en los indices de trampas semioquimicas en
estos no hubo diferencias significativas entre si, esto basicamente porque en la mayoria de los
tratamientos de estas trampas hubo una variabilidad de familias alta, con un total de 48
individuos, en comparacion a los datos obtenidos en las recolecciones de cuerpos fructiferos.
Esto se aprecia en la suma total de estos datos donde se alcanza, por ejemplo, un bajo indice de
dominancia debido a que no hay familias tan marcadamente predominantes, mientras que el

indice de Shannon (H=3,171) lo que indica es una alta igualdad en cuanto a la cantidad presente
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de cada familia en las muestras obtenidas. En este caso se observd que las familias Fanniidae,
Dolichopodidae y Mycetophilidae predominaron por sobre las demés, las que han sido
previamente registradas por otros autores con una abundante presencia de representantes de
estas familias en bosques de Nothofagus (Dominguez, 2007; Elgueta, 1993; Oliveira & Amorim,
2014).

Quimica ecologia del sistema

En este trabajo se caracterizo, por primera vez, lacomunidad de insectos que habitan los cuerpos
fructiferos de la asociacién C. espinosae-N. alpina, en la Region de la Araucania, Chile. Se
observan diferencias significativas respecto a la diversidad de insectos encontrados en el cuerpo
fructifero de C. espinosae, en sus diferentes estados de desarrollo (estroma con apotecios
cerrados y apotecios abiertos). Dentro de éstos se destaca una predominancia de individuos del
género Anastomyza dipteros encontrados desarrollandose principalmente dentro de los estromas
con apotecios abiertos, en la fase de maduracion, correspondiendo al 88% de los especimenes
encontrados en dicha fase. Considerando que esta etapa es cuando ocurre la maduracién y
dispersion de las esporas de diguefie (Gamundi, 1971), es posible hipotetizar que los individuos
de Anastomyza puedan tener una interaccion de alta dependencia con el digliefie, esta suposicion
basandose netamente en la cantidad de especimenes de esta familia presentes en estromas, sin
embargo para validar esto, hacen falta estudios posteriores que determinen si los dipteros del
género Anastomyza tienen una preferencia por hongos de C. espinosae por sobre otros hongos.
Esto en un futuro se podria llevar a cabo por medio de pruebas de tinel de viento con extractos
de C. espinosae vs extractos de otros hongos de la misma temporada que se desarrollen en la
zona de muestreo.

Con respecto a esto, los pocos registros que hay sobre estas interacciones Diptera-Cyttaria han
sido descritos principalmente por micélogos como Gamundi & Horak (1993) quienes
describieron la presencia de larvas de dipteros “micetofilicos” (Mycetophilidae) en estromas de
C. hariotii en bosques andino-patagénicos. Por otro lado, Espinosa (1926) también describid la
presencia de otro érdenes como Lepiddptera presentes en los estromas de C. darwinii, lo que
podria sugerir que las larvas anteriormente registradas por estos autores, asi como las descritas
en el presente estudio podrian ser diferentes y variar dependiendo de la especie de Cyttaria en

cuestion, considerando que ambas descripciones previas corresponden a especies diferentes.
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Esto se condice con recientes estudios comparativos de pardmetros quimico-nutricionales donde
se demostrd que C. espinosae contiene un mayor contenido proteico y lipidico frente a C.
hariotii que contiene un mayor contenido de carbohidratos (Inzunza, 2016; Salazar, 2019;
Schmeda-Hirshmann et al., 1999; Toledo et al., 2016), lo que podria marcar ciertas preferencias
de algunos hospederos a diferentes especies de Cyttaria. Esto Ultimo es interesante, desde el
punto de vista de la asociacion obligatoria entre especies del género Cyttaria y Nothofagus que
a menudo se citan como un ejemplo clasico de cofilogenia en la que la biogeografia de un hongo
es incluida (Peterson et al., 2010), por lo que no resultaria extrafio que existan otros organismos
que aun no se hayan identificado que puedan formar parte de estas asociaciones coevolutivas y
que también dependan de estos sistemas Cyttaria-Nothofagus. Sin embargo, se requieren mas
estudios para comprender, de manera mas integral, estos sistemas bioldgicos.

Tanto a través de las observaciones de campo como a través de la crianza en laboratorio, se
puede inferir que los especimenes de Anastomyza sp en su etapa larval consumen los cuerpos
fructiferos de la asociacion C. espinosae-Nothofagus alpina lo que coincide con lo sefialado por
Birkemoe (2018) donde sefiala que las interacciones entre los organismos fungicos e insectos se
agrupan en 4 principales grupos, siendo una de estas la necesidad de nutrientes del insecto. De
esta forma, estan fuertemente vinculados a las caracteristicas fenotipicas de los mismos,
incluyendo los COVs de los hongos. Esto Gltimo sefialado podria ser un sustrato ideal para el
establecimiento de fidelidad al hospedero mediado por aprendizaje preimaginal o temprano
(Barron & Corbet, 1999; Gandolfi et al., 2003; Villagra et al., 2007; Ramirez et al., 2016;
Sasakawa & Kon, 2018), documentado en varios linajes holometabolos. Esto podria generar una
impronta en los adultos que emerjan del hongo, como ocurre en otros dipteros como Drosophila
melanogaster Meigen que presentan este tipo de desarrollo de la conducta (Barron & Corbet.,
1999). Estos adultos en vida libre tenderian a preferir, en sus busquedas olfativas (de alimento,
refugio o reproductiva), COVs similares a los experimentados como larva.
Si se establece esta dependencia y los especimenes de Anastomyza sp son asociadas estrechas
del diguefie, estas podrian contribuir también a la reproduccion de este sistema y a la dispersion
de otros elementos como microorganismos (Ulloa et al., 2009; Christiaens et al., 2014). Esto a
la luz de su alta dominancia en el sistema durante el estado de estroma abierto, cuando ocurre
esta dispersion (Tabla 1A). Adicionalmente, una idea plausible para explicar la diferencia en la

riqueza y abundancia de dipteros entre las fases de maduracion del cuerpo fructifero puede estar
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relacionada a sefiales de COVs liberadas por el hongo, esto debido a que los microorganismos
presentes al interior de los cuerpos fructiferos (Libkind et al., 2007; Libkind et al., 2011; Ulloa
et al., 2009) podrian liberar COVs mas facilmente al ambiente una vez que los estromas se

encuentren en su estado maduro con los apotecios abiertos.

En relacion a esto, estudios previos como los de Libkind et al., 2007 y Ulloa et al., 2009 han
demostrado que los estromas maduros de C. hariotii, al presentar una mayor carga biologica de
microorganismos como levaduras, siendo el género Saccharomyces predominante en estromas,
estas tendrian efecto en los procesos fermentativos, influyendo a su vez en la produccién de
metabolitos secundarios, incrementando la atraccion de dipteros como D. melanogaster en
sustratos naturales (Becher et al., 2012). En relacion a esto, Christiaens et al. (2014) en un
ensayo llevado a cabo también con dipteros del género Drosophila Fallén demostraron que éstas
eran atraidas por compuestos volatiles de ésteres de acetato liberados por levaduras del género
Saccharomyces, donde a su vez Drosophila actuaba como vector de estas levaduras. Estos
mecanismos basados en semioquimicos, son comunes en levaduras, debido a sus limitadas
capacidades de colonizar nuevos sustratos por si solas, por lo que dependen de vectores
animales, especialmente insectos de los 6rdenes Diptera e Hymenoptera para llevar a cabo su
colonizacion a nuevos lugares (Francesca et al., 2012; Ganter et al., 1986; Goddard et al., 2010).

Con respecto a la predominancia de dipteros en las trampas semioguimicas es interesante la
concordancia con los datos obtenidos en las recolecciones de estromas en ambos estados, lo que
como se ha sefialado antes podria tener relacion con los COV’s presentes en estos cuerpos
fructiferos segun sus diferentes estados de desarrollo. Sin embargo, la presencia de algunos
representantes de familias de dipteros en trampas semioquimicas vs dipteros al interior de
estromas varid considerablemente como se pudo demostrar con el indice de Jaccard (1J: 0,145)
y fue mucho mas diversa en trampas semioquimicas, esto podria deberse al fendmeno conocido
como “eavesdropping” o “espionaje” de sefial quimica (Hsueh et al., 2013), en donde estos
organismos receptores de sefiales quimicas podrian lograr detectar algunos COVs de este
sistema flngico y verse atraidos a este, interactuando con estromas de manera parcial, sin

embargo no se tiene mucha evidencia al respecto con dipteros, por lo que se requieren estudios
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posteriores enfocados en determinar el rol de los dipteros encontrados en trampas

semioquimicas para determinar si esto es correcto.

Dentro de las familias encontradas en estas trampas semioquimicas destaca la familia Fanniidae,
lo que tiene sentido considerando que algunas especies habitan bosques (Rozkosny et al. 1997).
Con especies de géneros como Fannia Robineau-Desvoidy en distribuciones relacionadas con
los bosques de Nothofagus endémicos de Chile y Argentina (Dominguez 2007). Esto mismo
ocurre con la familia Mycetophilidae que fue la segunda mas abundante en estas trampas. Lo
que coincide con lo expuesto por Oliveira & Amorim (2014) donde sefialan que, los elementos
templados de la fauna de Mycetophilidae en América del Sur, estan fuertemente conectados a
los bosques templados, especialmente aquellos con gimnospermas (por ejemplo, Araucaria en
Chile y el sur de Brasil) y de Nothofagus spp. Ademas, en estudios de Elgueta (1993), en bosques
de Nothofagus pumilio (Poepp. & Endl.), esta familia fue una de las méas representada, con una
abundancia relativa del 80%. Sin embargo, a pesar de que esta familia si tiene estrecha relacion
con organismos fangicos (Sevéik, 2010), a pesar de estar presente en trampas semioquimicas
no se encontrd en estromas de C. espinosae. En este contexto, se requieren estudios con otras
especies de Cyttaria para determinar si estos dipteros tienen o no preferencia por los cuerpos
fructiferos de este género, ya que ha sido demostrado que los estromas de C. hariotii vy,
probablemente del resto de las especies del género, tienen una composicion de pared celular
distinta a la de la mayoria de hongos que consiste en p-(1-3)-glucanos y carecen de quitina
(Oliva et al., 1986), lo que podria influir en la preferencia de Anastomyza por estos cuerpos
fructiferos.

En el caso de la presencia de la familia Dolichopodidae algo similar podria ocurrir sin embargo
en este caso al ser una familia caracterizada por adultos depredadores (Grichanov, 2007), esto
podria ser un mecanismo de defensa propio de C. espinosae para lograr atraer depredadores que
ataquen a las larvas de Anastomyza que se alimentan de sus tejidos, esto, por medio de sefiales
guimicas, como ocurre en el caso de algunos organismos vegetales que utilizan sus metabolitos
secundarios para atraer a especies de insectos que ataquen a insectos herbivoros (Flrstenberg-
Hégg et al.,, 2013) o microorganismos que puedan incluso alterar los COVs liberados por

Cyttaria para utilizar a dipteros atraidos al estroma como vectores, similar a lo que sucede en
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algunas interacciones planta-microorganismo-insecto (Martini et al., 2014). Por Gltimo la
presencia de las familias Formicidae y Halictidae del 6rden Hymenoptera presentes en trampas
semioquimicas podrian relacionarse con la presencia de COV’s de las levaduras que aloja C.
espinosae en su interior, esto debido a que en estudios anteriores se ha demostrado que algunas
familias de este 6rden pueden ser vectores de levaduras (Aquino et al., 2013; Goddard et al.,
2010). Ademas, tanto en integrantes de Formicidae como Halictidae se ha demostrado la
presencia de levaduras de forma externa o interna (Ba & Phillips, 1996; Batra et al., 1973). Sin
embargo hace falta un estudio mas enfocado en este 6rden y especificamente en el rol de los
COVs de las levaduras presentes en C. espinosae para determinar si integrantes de Hymenoptera

actian como vectores de levaduras.

VIIl. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos aportan informacion directa para caracterizar las interacciones troficas

que existen entre el género Anastomyza y C. espinosae-N. alpina en el Sector ElI Escudo.
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Ademaés, se logra demostrar el valor de la mezcla de compuestos volatiles que compone su
volatinoma en al menos dos estados de desarrollo contrastantes del hongo como sefial
semioquimica capaz de atraer insectos de los ordenes Diptera (Fanniidae, Dolichopodidae y
Mycetophilidae) e Hymenoptera (Formicidae y Halictidae) que podrian componer una
comunidad relacionada a este hongo, sin embargo cabe destacar que segun las predicciones de
esta tesis solo se destacé la predominancia de una sola familia micofaga en estas trampas, siendo
esta Mycetophilidae y obteniéndose una diversidad significativamente distinta de familias en
cuanto a los resultados obtenidos en la recoleccion de estromas de C. espinosae. Ademas en
particular, representantes de la familia Anastomyza evidenciaron una presencia abundante en las
recolecciones de C. espinosae con apotecios abiertos de acuerdo a la cuantificacion obtenida de
insectos presentes en estromas y debido a esto la diversidad de dipteros fue reducida. Por otra
parte y segun lo observado en el trabajo de campo y en la crianza de larvas de Anastomyza este
hongo podria ser una importante fuente de alimento para el estado larval de este diptero, sin
embargo se requieren mas estudios que permitan determinar la importancia de este hongo como
fuente de alimento para Anastomyza.

Por otro lado, con los resultados obtenidos tanto en las trampas semioquimicas como en la
recoleccion de estromas, se puede determinar que existe influencia en la presencia de dipteros
segun el estado en el que se encuentre el cuerpo fructifero de este hongo, destacando una mayor
presencia y atraccion de Diptera cuando los estromas se encuentran con sus ascas expuestas al
ambiente. Sin embargo, Aln hacen falta estudios que abarquen otras zonas, considerando que
el arbol hospedero de esta relacion planta-hongo, N. alpina se distribuye en Chile entre las
regiones del Maule, Biobio, Araucania, Los Rios y Los Lagos (Chilebosques, 2016) para asi
estimar si esta relacion con dipteros del género Anastomyza también se repite en otras zonas o
si corresponderia a una interaccion local o poco frecuente.

Por otro lado, gracias a las investigaciones previas de Cyttaria y lo expuesto en este estudio,
resultaria interesante en un futuro llevar a cabo estudios de microbiologia y de determinacion
COV’s enfocados en esta capacidad atractante frente a dipteros para llevar este sistema a un
mayor grado de entendimiento que incluya el rol de los microorganismos involucrados en esta
interaccidon multitrofica (Ulloa et al., 2009; Libkind et al., 2011).

Las interacciones entre plantas, hongos e insectos aun estan en desarrollo. El enfoque que

considera varios niveles troficos en este tipo de estudios es sumamente enriquecedor ya que
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permite dilucidar las condiciones que favorecen la mantencion y diversificacion de estas
dinamicas. Ademas, en estos Ultimos afios se ha destacado la importancia de la simbiosis en el
contexto de la conservacion y mantencion de los ecosistemas (Blackwell et al. 2018; Howard et
al., 2019; Schapheer et al., 2021) y, por lo tanto, conocer estas asociaciones con insectos que
podrian contribuir a la estabilidad de estos procesos resultan clave para estos fines.

También cabe destacar la importancia de este tipo de estudios sobre todo en bosques nativos de
Nothofagus, los que cada dia se ven mas reducidos por plantaciones forestales que a su vez
desestabilizan estos ecosistema tan ricos en diversidad y que al ser sistemas tan complejos,
queda mucho por dilucidar sobre fenédmenos que adn son inciertos y de los que se tiene poca
informacion hasta el dia de hoy. Por lo que resulta vital proteger estos ecosistemas llenos de

biodiversidad e interacciones de las que queda mucho por investigar.
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X ANEXOS
Anexo 1. Glosario

Alomonas: Sefales quimicas que suelen mediar la interaccion entre organismos de diferentes

especies. Estas suelen ser beneficiosas para el organismo que las emite, pero perjudiciales para
los organismos receptores.
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Apotecios: En hongos, corresponde al ascocarpo en forma de copa contenido en el estroma con
el himenio expuesto a la madurez.

Cuerpo fructifero: En hongos, corresponde a la estructura pluricelular sobre la que se forman
otras estructuras productoras de esporas, como los basidios o los ascas.

Estroma: En hongos, corresponde a la fructificacion formada por hifas vegetativas que contienen
de dos a varios apotecios

Feromonas: Sefiales quimicas cuyos receptores son miembros de la misma especie que las emite
y son ventajosas para ambos organismos entre los cuales se establece la comunicacion e
interaccion ecoldgica.

Micelio: En hongos, corresponde al conjunto de cuerpos vegetativos compuestos por filamentos
microscopicos ramificados.

Micofagia: Alimentacion basada en el consumo de organismos fangicos.
Quimiotipo: Grupo de individuos de una especie que se distingue en forma significativa del resto
segun su composicion quimica

Volatinoma: Corresponde al conjunto de compuestos orgdnicos volatiles emitido por un

organismo que puede usarse como huella distintiva de su fenotipo quimico en un determinado
estado de desarrollo.
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Anexo 2. Ordenes y familias capturados con las trampas de semioquimicos en los sectores de
instalacion de trampas, incluyendo el porcentaje de presencia de cada orden

COV'sde COV'sde T:toal
Orden Familia Estroma Estroma Control Total de %
cerrado  abierto orden
Anthomyiidae 3 4 0 7
Asilidae 1 0 0 1
Bibionidae 0 1 0 1
Calliphoridae 0 2 0 2
Carnidae 1 13 0 14
Cecidomyiidae 4 2 1 7
Ceratopogonidae 3 2 1 6
Chironomidae 1 0 1 2
Chloropidae 0 2 0 2
C. no identificado 0 1 0 1
Dolichopodidae 4 19 0 23
© Empididae 1 7 1 9
ﬁ Fanniidae 4 24 0 28 179 52,80
e Heleomyzidae 0 2 0 2
Muscidae 0 1 0 1
Mycetophilidae 2 17 5 24
Phoridae 3 6 2 11
C. no identificado 0 3 0 3
Scathophagidae 1 0 0 1
Scatopsidae 0 1 0 1
Sciaridae 1 4 3 8
Sphaeroceridae 0 1 0 1
Syrphidae 1 5 0 6
Tachinidae 1 16 0 17
Therevidae 0 1 0 1
%J'_ Ceraphronidae 0 3 0 3
é ©  Cynipidae 0 2 0 2 61 17,99
z Diapriidae 2 6 0 8
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Figitidae 0 2 2 4
Formicidae 3 9 10 22
Halictidae 0 10 1 11
Ichneumonidae 1 2 0 3
Mymaridae 1 0 0 1
Platygastridae 0 1 0 1
Tenthredinidae 0 4 0 4
Tiphiidae 0 1 1 2
= . .
= © Cicadellidae 23 29 7 59
g 5 . 60 17,70
T Delphacidae 0 0 1 1
Chrysomelidae 0 3 1 4
© Coccinelidae 0 1 0 1
% Lathridiidae 0 0 1 1 442
< Ptilidae 0 3 0 3
o
Staphylinidae 1 2 2 5
C. No identificado 1 0 0 1
& ©  Aelothripidae 1 0 1
£ o 22 6,49
= ©  Thripidae 11 4 21
o
g
] 1 0,29
=
o
Romaleidae 0 1 0 1
o
i
Q.
§ 1 0,29
o
9
Prodoxidae 0 1 0 1

Anexo 3.

Abundancia
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relativas de familias de insectos capturados en trampas semioquimicas en los tres sectores

muestreados.

M Sector 1
m Sector 2

" Sector 3
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