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RESUMEN

En este trabajo se caracteriza la asociacion entre Nothofagus alpina (Nothofagaceae), Cyttaria espinosae
Lloyd, (1917) (Leotiomycetes) y moscas del género Anastomyza (Heleomyzidae). Estos dipteros fueron
encontrados en estado larval dentro del estroma abierto de C. espinosae, y como adultos, sobre apotecios
expuestos. Esto sugirie que Anastomyza podria ser micetéfaga y ademas contribuir a la dispersion de
C. espinosae. Discutimos sobre los factores que permiten la continuidad de interacciones ecolégicas
complejas entre plantas, hongos e insectos en sistemas nativos.
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ABSTRACT

In this work we characterize the association between Nothofagus alpina (Nothofagaceae), Cyttaria
espinosae Lloyd, (1917) (Leotiomycetes) and Anastomyza flies (Heleomyzidae). These dipterans were
found as larvae mainly in C. espinosae with mature stromata, and as adults over open apothecia. This
suggests that beside of feeding on reproductive structures, these Anastomyza may contribute with
spore dispersion. We discuss about the factors allow the preservation of plant-fungi-insect ecological
associations.

Keywords: biotrophic parasites, multitrophic interactions, ontogenetic associations.

INTRODUCCION

Los hongos e insectos han coexistido por mas de 400 millones
de anos, en los mas variados habitats, encontrdndose dentro
de los organismos mas numerosos del planeta (Stork et al.
2015). Gracias a esto es posible encontrar frecuentemente
interacciones ecolégicas de larga data entre hongos e insectos
(Misof et al. 2014; Sherwood-Pike et al. 1985). Los hongos del
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género Cyttaria Berk (Cyttariaceae), o “dihuefie”, son parasitos
biétrofos exclusivos del género Nothofagus. En estos se han
encontrado insectos asociados a su estructura reproductiva.
Este grupo monotipico cuenta con 11 especies conocidas
a la fecha, siete presentes en Sudamérica (Gamundi 1971,
1991) y cuatro en Australasia (Rawlings 1956). Estos hongos
presentan hifas en el floema, xilema secundarios, cambium
y corteza de sus plantas hospederas, ocasionando tumores
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en el tronco y ramas de éstas (Gutiérrez de Sanguinetti
1988). En estas formaciones se desarrollan los cuerpos
fructiferos o estromas, desde los que se liberan las esporas
durante la fase reproductiva, al abrirse sus apotecios
(Webster & Weber 2007). En Chile se han registrado las
siete especies descritas en el cono Sur (Barrera 2004;
Espinosa 1926; Marchionatto 1940; Gamundi 1971, 1986;
Gamundji et al. 2004; Sandoval-Leiva 2012). Junto con estas
observaciones, se ha mencionado la presencia de insectos al
interior los cuerpos fructiferos de estos hongos, incluyendo
larvas de microlepidépteros y de dipteros micetofilicos
(Espinosa 1926; Gamundi & Horak 1993). Sin embargo, a
la fecha no se cuenta con ningln nivel de caracterizacién
taxondmica, ni informacion sobre el rol ecolégico de estos
insectos con relacion a Cyttaria. En esta nota reportamos
el parasitismo de Cyttaria espinosae Lloyd (Leotiomycetes)
sobre rauli, Nothofagus alpina (Nothofagaceae), en la region
de La Araucania, Chile. Ademas, estudiamos los insectos
asociados a las fases de apotecio cerrado y abierto del
desarrollo reproductivo del estroma de este dihuefie (Fig.
1). Descubrimos un cambio significativo en abundancia y
proporciéon de insectos encontrados entre estas dos etapas
del estroma. En fase de apotecio abierto de C. espinosae
fueron especialmente abundante (sobre el 80% del total) los

dipteros del género Anastomyza (Heleomyzidae). Discutimos
estos hallazgos en el contexto del posible rol ecolégico de
estas moscas micetofilicas y su funcion en la mantencion de
esta asociacion multitréfica.

METODOLOGIA

RECOLECCION DE ESTROMAS DE HONGOS

Entre septiembre y octubre de 2020 en el sector El Escudo
(38°34'1,5"S/72°5'2,5"0), Regién de La Araucania, Chile (Fig.
2) recolectamos, de forma manual, 500 g de estromas de C.
espinosae con apotecios de abiertos y cerrados. Estos eran
provenientes de troncos y ramas de N. alpina en tres sitios:
1) Renovales de N. alpina; 2) Bosque maduro N. alpina; 3)
Renovales de N. alpina en matriz de eucaliptos. Identificamos
los hongos usando la clave de Gamundi (1971), basada en
caracteres morfoldgicos del estroma. Respecto de las etapas
de madurez del hongo, a modo de clasificacién consideramos:
(A) estromas inmaduros o cerrados: apotecios cubiertos
por una piel dura, elastica o capa cortical membranosa y se
estira fuertemente; (B) estromas maduros o abiertos: cuando
ocurria ruptura de la capa cortical que expone a los apotecios
(sensu Libkind et al. 2011; Figs. 1Ay 1B).

Ficura 1. Cyttaria espinosae parasitando arbol de N. alpina. (A) Estroma de C. espinosae con apotecios abiertos; (B) Estroma de C. espinosae
con apotecio cerrados. Barra en esquinas superior derecha representa escala representa 1 cm. / Cyttaria espinosae parasitizing N. alpina.
(A) Stroma of C. espinosae with open apothecia; (B) Stroma of C. espinosae with closed apothecia. Upper left corner scale represent 1 cm.
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RECOLECCION Y DETERMINACION DE INSECTOS ALOJADOS EN ESTROMAS
DE HONGOS

Para estromas cerrados o inmaduros (Fig. 1A) se realizaron
disecciones del tejido para buscar posibles estados inmaduros
o larvas de insectos usando lupa estereoscépica Dimeri
modelo NSZ70. El resto de los especimenes se colectaron
desde la superficie de estos estromas cerrados. En caso de
los estromas maduros o abiertos (Fig. 1B), el cuerpo fructifero
se sacudido en una placa Petri para que los insectos que
estuviesen en las cavidades y capas externas del estroma
salieran mecanicamente. Los especimenes adultos fueron
recolectados y preservados en etanol al 95%. Ademas,
extrajimos larvas dentro del tejido del estroma abierto
con la ayuda de la lupa. Estas larvas fueron criadas para su
posterior determinacion en etapa de adultos como se explica
mas adelante. Para determinacion taxondémica de o6rdenes
empleamos la clave de Triplehorn y colaboradores (2005).
Para Coleoptera: Werner (1961); Thysanoptera: Mound &
Kibby (1998); Apoidea (Hymenoptera): Michener (2007) y
para Heleomyzidae (Diptera) se utilizé McAlpine (1985). Para
cada grupo de insectos se anoté el estado de maduracién de
los estromas de C. espinosae y cuantificamos su abundancia

Sector 2
Sector 1 ®
O

Sector 3
O

en cada sitio. Calculamos los indices de diversidad alfa de
Shannon (H), Equitabilidad o “Evenness” y Dominancia (D)
(Stewart et al. 2017) y comparamos la diversidad encontrada
entre hongos con estromas cerrados y abiertos empleado
un test de t para indice de Shannon (Past 3.20; Hammer et
al. 2001). Comparamos las proporciones de cada familia de
los tres 6rdenes encontrados: Hymenoptera, Coleoptera y
Diptera en total de muestras, y para cada estado de desarrollo
de los estromas, empleado test de Chi cuadrado (Zar 1999).
Para determinar la identidad taxondmica de larvas en
desarrollo (principalmente Diptera) colectadas dentro de los
estromas, mantuvimos éstas en una camara de crianza que
consistia en un contendedor de polipropileno transparente
cubierto por una tela de fibra de nylon y papel absorbente
humedecido en el interior. Esta condicién de crianza fue
mantenida a temperatura ambiente (entre 19° a 26°C) entre
septiembre y noviembre de 2020. Alimentamos las larvas con
estromas de C. espinosae ad libitum. Una vez que emergieron
los imagos utilizamos la clave taxonémica de McAlpine
(1985). Ademas, consultamos al Profesor Christian Gonzalez
Aravena, |IE UMCE, especialista en Diptera.

Ficura 2. Mapa de la zona de El Escudo, regidon de La Araucania, donde se destacan con puntos los tres sitios de recoleccion de C.
espinosae parasitando N. alpina (Nothofagaceae). / Chile, Araucania Region and El Escudo area maps showing study site. The three
collection sites of C. espinosae parasitizing N. alpina (Nothofagaceae) are highlighted by colored dots.
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RESULTADOS

Sumando los insectos colectados en El Escudo, obtuvimos un
total de 346 especimenes (Tabla 1, Fig. 3). El 82% (N = 285)
de estos correspondieron al orden Diptera, familias: Carnidae,
Ceratopogonidae, Heleomyzidae y Phoridae. Mientras
que el 13,6% (N = 47) correspondié a Coleoptera, familias:
Carabidae y Staphylinidae y 4,1% (N = 14) a Hymenoptera,
familia: Formicidae. Esta dominancia de Diptera resulto
estadisticamente significativa (Chi cuadrado, N = 346; df = 6,
X% =1255; p<0,001).

En los estromas con apotecios inmaduros (cerrados)
encontramos 29 individuos presentes en el exterior de
estas estructuras, no encontrandose larvas en el interior
de los estromas. Solo algunos individuos de Staphylinidae
se observaron en una rasgadura al interior de uno de los
apotecios estudiados. En estromas cerrados la familia
predominante fue Formicidae (37,93%; N = 11), sin embargo,
no encontramos diferencias en la proporciéon de individuos
pertenecientes a distintos grupos taxonémicos en esta fase
(Chi cuadrado, N = 29; df = 3; X2=4,52; p = 0,211). Asi mismo,
obtuvimos un bajo indice de Dominancia (D = 0,289) y alto
de Equitabilidad (e*"H/S = 0,918), mientras que el indice de
Shannon correspondié a H = 1,301. Por otro lado, en estromas
maduros o abiertos encontramos un total de 317 insectos,
de los cuales 279 correspondieron a larvas de dipteros

Heleomyzidae del género Anastomyza (Almeida & Ale-Rocha
2011; Gonzalez & Llanos 2019). Estas moscas representaron
significativamente al 88% del total de insectos presentes en
estromas maduros (Fig. 3; Chi cuadrado, N = 317; df = 6; X?
= 1413,68; p<0,001). Asi mismo, Respecto a los indices de
biodiversidad, la presencia de Anastomyza sp. se vio reflejada
en los valores de los indices de estromas abiertos, con un
indice de dominancia D = 0,7799, e indice de Equitabilidad
e”"H/S = 0,2768 y de Shannon H = 0,5073. Comparando este
ultimo indice entre los dos estados de desarrollo del dihueiie,
confirmamos que esta diferencia es estadisticamente
significativa (Test de t, t = -10,02; df = 74,608; p = 0,001).

Por dltimo, en la recolecciéon de insectos en dihueries se
obtuvieron 279 larvas (Fig. 4a), las cuales fueron criadas,
logrando llegar a pupa en octubre (Fig. 4b) y a adulto durante
Noviembre (Fig. 4c). Del total de 31 adultos obtenidos, se
logré determinar que estas larvas correspondian a la familia
Heleomyzidae, coincidiendo los caracteres morfolégicos
diagndsticos de esta familia como: la presencia de vibrisas bien
desarrolladas, setas postverticales convergentes, vena costal
espinosa y antenas pequefas (McAlpine 1985). Por otro lado,
también se logré determinar que el género de estos dipteros
corresponde a Anastomyza Malloch, siendo algunas de las
principales caracteristicas de este género la presencia de tres
setas dorsocentrales (Fig. 5b) y venas costales engrosadas en
la parte proximal del quiebre subcostal del ala (Fig. 5a).

Formicidae (H.)
4%

Heleomyzidae (D.)

81%

Ficura 3. Porcentaje total de familias de insectos encontrados en estromas cerrados y abiertos de C. espinosae. (“C" =

“D” = Diptera e “H" =

Coleoptera, “D” = Diptera and “H” = Hymenoptera).

Carnidae (D.)
1%

Ceratopogonidae (D.)
Staphylinidae (C.)
7%

Phoridae (D.)...

Coleoptera,

Hymenoptera). / Total percentage of insect families found in closed and open stromata of C. espinosae. (“C”" =
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TaBLA 1. Porcentajes y cantidades de Insectos seguin orden y familias en estromas. A) Estromas con apotecios cerrados de C. espinosae. B)
Estromas con apotecios abiertos de C. espinosae. En la base de cada seccion se muestra test de Chi cuadrado e indices de biodiversidad
calculados para cada grupo. / Percentages and quantities of insects according to orders and families in stromata. a) Stromata with
closed apothecia of C. espinosae. b) Stromata with open apotheciae of C. espinosae. At the base of each section it is shown Chi square
test and Biodiversity Indexes per each group.

A  Estroma Cerrado
Orden Familia N % familia % orden
Coleoptera Carabidae 7 24,1 517
Coleoptera Staphylinidae 8 27,6 ’
Diptera Phoridae 3 10,3 10,3
Hymenoptera Formicidae 11 37,9 37,9
Total: 29 df=3 X2=4,52 p<0,211
D =0,289 e”H/5=0,918 H=1,301
B  Estroma Abierto
Orden Familia N % familia % orden
Coleoptera Carabidae 14 4.4 101
Coleoptera Staphylinidae 18 57 ’
Diptera Carnidae 2 0,6
Diptera Ceratopogonidae 1 0,3 89,0
Diptera Heleomyzidae 279 88,0
Hymenoptera Formicidae 3 0,9 0,9
Total: 317 df=6 X?=1413,7 p<0,001
D =0,7799 e H/S = 0,544 H =0,5073
Total General 346

Ficura 4. Anastomyza en sus tres diferentes estadios: a) larva en el interior de C. espinosae. b) pupa. c) adulto. / Anastomyza in its three

different stages: a) larvae inside C. espinosae. b) pupa. c) adult.
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Ficura 5. Algunos caracteres morfoldgicos diagndsticos para identificacion de género Anastomyza: a) vena costal engrosada en la parte
proximal del quiebre subcostal. b) tres setas dorsocentrales del térax. / Some diagnostic morphological traits for the identification of the
genus Anastomyza: a) Thickened costal vein in the proximal part of the subcostal break. b) three dorsocentral setae on thorax.

DISCUSION

En este trabajo caracterizamos por primera vez la comunidad
deinsectos que habitan los cuerpos fructiferos de la asociacion
C. espinosae-N. alpina, en la Araucania, Chile. Observamos
diferencias significativas respecto a la diversidad de insectos
encontrados en el cuerpo fructifero de C. espinosae en sus dos
diferentes etapas de maduracién reproductiva (i.e. estroma
cerrado y abierto). Dentro de éstos se destaca la asociacion
con Anastomyza sp. (Diptera: Heleomyzidae), moscas que
correspondieron al 98,94% de los insectos colectados
dentro de cuerpo fructiferos de C. espinosae, especialmente
en la etapa de apotecio abierto. Considerando que en esta
etapa es cuando ocurre la maduracién y dispersién de las
esporas de dihuefie (Gamundi 1971), es posible hipotetizar
que Anastomyza sp. pudiese tener una interacciéon estrecha
con C. espinosae-Nothofagus alpina. Estas moscas primero
consumen el estroma durante su desarrollo larval, regresado
como imagos a los estromas. Posiblemente en la etapa adulta
ovipositan en los cuerpos fructiferosy a su vez participan enla
dispersion de las esporas y/o los microorganismos asociados
al dihuenie, e.g. levaduras (Ulloa et al. 2009; Christiaens et al.
2014). Trabajos recientes han demostrado la existencia de
levaduras en el estroma abierto de Cyttaria (Cade? et al. 2019;
Libkind et al. 2007). Estos microorganismos desencadenan
procesos de fermentacién que producen volatiles atractivos
para moscas (Becher et al. 2012; Mansourian & Stensmyr

2015). De esta forma, podrian contribuir en atraer visitantes
dispersores de esporas en la fase madura del estroma. Sin
embargo, se requiere profundizar experimentalmente para
someter a prueba estas ideas.

CONCLUSIONES

Las interacciones entre plantas, hongos e insectos es un
area en desarrollo, tanto en Chile como en el resto del
mundo. El estudio de la ecologia de este tipo de relaciones
multitréficas nos permite dilucidar las condiciones que
permiten la mantencion y diversificacion de estas dindmicas.
Actualmente se estéa relevando la importancia de la simbiosis
en el contexto de la conservacion y mantencién de los
ecosistemas (Schapheer et al. 2021), por lo tanto, conocer
estas asociaciones podria resultar clave para estos fines.
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