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Resumen

Los hongos enddfitos han sido objeto de estudio principalmente en su interaccion con
el hospedero. A pesar de su enorme diversidad, poco se sabe sobre su interaccion con
plantas carnivoras y los determinantes involucrados en la diversidad endofitica fangica.
En este estudio se compararon tres localidades en las que se encuentran presentes
poblaciones de P. moranensis caracterizando la comunidad de hongos enddfitos en
dos momentos diferentes, durante la presencia de las roseta de verano y la roseta de
invierno y en separando ademas entre hojas y raiz en cada planta evaluada. Este
estudio, mostré que las raices y hojas de la planta carnivora P. moranensis albergan
al menos 13 géneros de hongos enddfitos. Ademas de documentar cinco diferentes
géneros de hongos enddfitos (Neomollisia sp., Coniochaeta sp., ljuhya sp., Cercospora
sp. y Ochroconis sp.) por primera vez en plantas carnivoras. A través de los resultados
obtenidos se observd que la heterogeneidad temporal estd asociada con las
diferencias en la comunidad de hongos endéfitos y en la tasa de infeccion. Ademas, la
tasa de infeccion de los hongos endofitos aislados de raiz fue mayor con relacion a la
hoja. Este es el primer estudio de la comunidad de hongos endéfitos en una planta
carnivora que permiten apreciar el efecto que la heterogeneidad espacial y temporal

tiene en la interaccion entre hongos enddfitos y plantas carnivoras.



1.Introduccién

Las plantas carnivoras se han considerado como un ejemplo de evolucion adaptativa
ya que han desarrollado diversos mecanismos de atraccion, captura de presas y
sistemas enzimaticos que estan asociados con la capacidad de capturar, digerir y
asimilar presas, a través de modificaciones en las estructuras foliares (Alcala y
Dominguez, 1997; Mithofer, 2017). Con cada una de estas diferentes modificaciones,
las plantas carnivoras han adquirido la habilidad de utilizar a sus presas como una
fuente alternativa de recursos minerales, lo que les ha permitido colonizar habitats, con

suelos tipicamente pobres en nutrientes (Benzing, 1987).

A diferencia de la interaccion entre las plantas y herbivoros, cuyas primeras evidencias
se sittan en el periodo Carbonifero (Horn et al., 2011), y de las angiospermas con los
polinizadores que inicia a finales del Cretacico (Ollerton, 1999; Peris et al., 2017),
existe una tercera interaccion todavia mas antigua. A través del registro fosil, se ha
mostrado que las plantas se han asociado con microorganismos endofitos desde hace
mas de 400 millones de afos (Krings et al., 2007). La existencia generalizada de
enddfitos en las plantas sugiere que la gran mayoria de las aproximadamente 300,000
especies de plantas terrestres, alberga a una o mas especies de endofitos

manteniendo una estrecha relacion simbidtica (Smith et al., 2008; Pérez et al., 2009).

En 1866, De Bary defini6 como enddfito a “cualquier organismo que ocurre dentro de
los tejidos vegetales”. Actualmente se consideran como enddfitos, aquellos
microorganismos capaces de colonizar momentaneamente tejidos internos (inter e
intracelular) de las plantas, particularmente en la raiz y en las hojas sin causar un dafio
aparente a su hospedero (Schulz y Boyle, 2006; Mane y Vedamurthy, 2018;
Ramalashmi et al., 2018). Como resultado de la colonizacion de los érganos de las
plantas por microorganismos enddfitos se genera una serie de beneficios en la
fisiologia del hospedero, como la promocién del crecimiento a través de la produccion
de fitohormonas (auxinas y giberelinas) (Bootkotr y Mongkolthanaruk, 2012),
contribucion en la aceleracion del rejuvenecimiento del sistema radicular (Bonfim et al.,

2016), mayor rendimiento de frutos, estimulacion del sistema de defensa, mejor



absorcion de nutrientes y se sugiere, que las plantas infectadas con endofitos a
menudo obtienen una ventaja competitiva en ambientes de estrés. A su vez, los
endofitos obtienen un nicho adecuado y un suministro, casi constante de nutrientes
(Hardoim et al., 2008; Rodriguez et al., 2009; Li et al., 2015).

A pesar de que son diversas las implicaciones que tienen los microorganismos
endofitos en las plantas, se ha llegado a pensar que las plantas carnivoras no
desarrollan asociaciones con endofitos, debido a su modo de obtencion de nutrientes
derivado de las presas capturadas y al limitado desarrollo de sus raices (Albino et al.,
2006; Quilliam y Jones, 2010). Sin embargo, evidencia reciente muestra la presencia
de hongos enddfitos en especies de plantas carnivoras, los cuales aparentemente
facilitan la adquisiciébn de nutrientes (Lee et al., 2014) y les brindan una ventaja
competitiva, particularmente en ambientes abiéticamente estresantes (Glenn y Bodri,
2012; Quilliam y Jones, 2012).

Los hongos enddfitos son un grupo polifilético que cuentan con multiples estilos de
vida. Se conoce que son descomponedores de detritos organicos, patégenos de
plantas o patdgenos de insectos, y pueden vivir asintoméaticamente dentro de tejidos
vegetales sanos (Arnold, 2007). La comunidad de hongos enddfitos en plantas no
suele integrarse de manera aleatoria (Glynou et al., 2016), puesto que se ven
influenciados por la variacion de los factores bidticos y abibticos (Santamaria y
Bayman, 2005; Wu et al., 2013; Higgins et al., 2014; Tedersoo et al., 2014), los cuales
promueven cambios en la dinAmica de las poblaciones y en la estructura de las
comunidades de hongos endofitos (Tedersoo et al., 2014; Glynou et al., 2016). Sin
embargo, a pesar de que en las Ultimas décadas los estudios en hongos endéfitos han
recibido mucha atencién, poco se sabe de su ecologia y de los patrones de su
biodiversidad a escala local y global (Harrison y Griffin, 2020).

Bajo este panorama, considerando que la mayoria de los estudios realizados en
plantas carnivoras con organismos gue no sean sus presas, se han enfocado en
entender aspectos como la polinizacion y la herbivoria, el presente trabajo explora la
interaccion entre hongos enddfitos y plantas carnivoras, considerando la influencia de

la heterogeneidad del habitat. Este referente es relevante porque contribuye a explicar

2



el efecto de la variacion espacial o temporal en variables que describen el habitat de
las plantas y por lo tanto, que puede afectar en sus interacciones ecolégicas. En
especifico este trabajo es el primero en evaluar las diferencias inter poblacionales, asi
como las diferencias temporales (roseta de verano vs roseta de invernal) con relacion
a la comunidad de hongos endofitos, presentes en las hojas y raices, tomando como
sistema de estudio a la planta carnivora Pinguicula moranensis Kunth

(Lentibulariaceae).



2. Marco teorico

2.1. Heterogeneidad ambiental

Los organismos deben completar todas las etapas de su historia de vida, haciendo
frente a los cambios espaciales y temporales producto de la heterogeneidad en su
ambiente (Hutchings et al., 1999). En términos generales, la heterogeneidad ambiental
se asocia con una mayor diversidad de especies (Lundholm, 2009), eventos de
especiacion (Rosenzweig, 1995; Hughes y Eastwood, 2006; Antonelli y Sanmartin,

2011) y mantiene el polimorfismo genético intraespecifico (Pamilo, 1988).

Los componentes temporales y espaciales de la heterogeneidad ambiental se han
introducido en modelos tedéricos de la ecologia, generando nuevas predicciones para
ser probadas tanto en campo como en el laboratorio (Hutchings et al., 1999). La
identificacion de las escalas espaciales y temporales es relevante para abordar la
cuestidon ecologica de interés, incluidos los tiempos de generacion de los organismos
de estudio, la frecuencia de las perturbaciones y el periodo de las oscilaciones
climaticas, que en su conjunto permiten ubicar el estudio en la parte relevante de estos
ciclos (Wolkovich et al., 2014). En términos del componente espacial, un aspecto
relevante es la escala a la que ocurre la variacion, ya que la heterogeneidad espacial
puede ser de grano fino o de grano grueso. Con respecto al componente temporal, se
sabe que algunas caracteristicas del entorno estan sujetas a variacion en el tiempo,
ya sea dentro o entre generaciones (Pigliucci, 2001). Los efectos de la heterogeneidad
ambiental dependen de la capacidad de respuesta de cada especie con respecto a la
variacion en la cantidad de recursos y de sus interacciones ecoldgicas (Thompson
2005, Medel et al., 2009).

En el caso de las especies de plantas, la heterogeneidad ambiental explica las
variaciones en factores abidticos, como las propiedades fisicas y quimicas del suelo,
la microtopografia y el microclima, o en componentes bidticos que imponen efectos
intra (es decir, competencia) o interespecificos (antagonicos 0 interacciones
mutualistas) (Hutchings et al., 1999). La heterogeneidad ambiental puede llegar a

causar diferenciacion morfoldgica, fisioldgica, fenolégica y genética (Linhart y Grant,



1996). Se cree que la heterogeneidad ambiental promueve cambios en la dinamica de
la poblacion y en la estructura de las comunidades a través de un aumento en los
gradientes ambientales y en la cantidad de tipos de habitat, recursos y complejidad
estructural (Currie, 1991). La heterogeneidad ambiental también puede condicionar el
resultado de interacciones entre organismos (Bronstein, 1994), afectando, por
ejemplo, la distribucién y abundancia de insectos polinizadores (Herrera, 1995, 1997),
la intensidad de la herbivoria foliar (Suéarez-Pifa et al., 2016) o la depredacién de
semillas (Russell y Schupp, 1998); y las infecciones patdgenas (Chanthorn et al.,
2013). Particularmente, a una escala de resolucion temporal (entre estaciones), se ha
mostrado que la interaccion entre plantas y hongos endofiticos esta determinada por
la heterogeneidad ambiental, produciendo variaciones en grupos taxondmicos y
rasgos funcionales bajo ciertos gradientes ambientales ( Quilliam y Jones, 2010; Devi
et al., 2012)

2.2. Efecto de la heterogeneidad ambiental en la estructura de la comunidad de hongos
enddfitos

Los estudios han mostrado que cada uno de los factores climaticos, el entorno local al
gue se sometan las plantas, la estrategia de historia de vida del hongo, la
compatibilidad genética entre el hongo y el hospedero, seguido por los patrones
edéaficos y espaciales (Gore y Bucagk, 2007; Win et al.,, 2018) tienen una fuerte
implicacién en la distribucion, abundancia y composicién de las comunidades de
plantas y hongos enddéfitos, al menos en el corto plazo (Tedersoo et al., 2014; Glynou
et al., 2016; Tabla 1).
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La variacion de los factores bibticos y abioticos, son determinantes claves en la
configuracion de la interaccion endofito-planta (Santamaria y Bayman, 2005; Wu et al.,
2013; Higgins et al., 2014; Tedersoo et al., 2014) y en las diferencias en los grupos
taxondémicos y funcionales (Herrera et al., 2010). Por ejemplo, las variables climéticas
como la precipitacién, muestran ser buenos predictores para estimar la riqueza de
hongos particularmente en grupos como Mortierellomycotina y en las clases
Dothideomycetes, Lecanoromycetes, Leotiomycetes, Orbiliomycetas y
Sordariomycetas (Goére y Bucak, 2007; Tedersoo et al., 2014). Por otro lado, las
concentraciones de los nutrientes del suelo como nitrogeno (N), fosforo (P), calcio (Ca)
y carbono (C), influyen sobre la riqgueza de los hongos (Reich et al., 2005). En taxones
como Rozellomycota el nivel de N tienen un efecto positivo en la riqueza de hongos,
mientras que en los Geoglossomycetes y Mucoromycotina, la relacion N=P y N=C
respectivamente, tiende a tener un efecto positivo en la rigueza de hongos, sin
embargo, las concentraciones de P tienen un efecto negativo en la riqueza de los

hongos de la clase Wallemiomycetes (Tedersoo et al., 2014).

A pesar de que las variables climéticas y edafolégicas, explican una gran proporcion
de la riqueza y la composicion de la comunidad de grupos de hongos (Tedersoo et al.,
2014), por ahora se desconoce si este ciclo dinamico de cambio poblacional es
impulsado solo por los factores abiéticos (Wu et al.,, 2013). Los estudios que
consideren la abundancia de enddfitos, la diversidad y la heterogeneidad espacial y
temporal son de gran valor, puesto que permiten estimar la diversidad de hongos
endofitos bajo diferentes escenarios, teniendo una implicacion en el entendimiento de

la interaccion hongos endofitos-hospedero.

2.3. Efecto de la variacion del érgano vegetal en la colonizacion por hongos endofitos

A fin de comprender la integracion de la comunidad de hongos enddfitos en la
interaccion con plantas, es necesario analizar la estructura de la asociacion endofito-
planta, tomando en cuenta aspectos como el efecto de los 6rganos de las plantas en
la colonizacion fungica (Tabla 2). Ya que los componentes de cada uno de los 6rganos
pueden influir en la colonizacion de los hongos e inhibir su crecimiento. Esto puede

resultar en, diferencias en la composicion y diversidad de hongos enddfitos, siendo un
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reflejo de su capacidad para utilizar o sobrevivir dentro de un receptor especifico (Fang
et al., 2013; Wu et al., 2013).
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Los hongos endofitos pueden exhibir colonizacion preferencial dentro de sus
hospederos. Ya que las raices, tallos y hojas de una sola planta pueden diferir en las
comunidades enddfitas que albergan (Behie et al., 2015). Cada uno de los
componentes presentes en los 6rganos, tales como el contenido de pigmentos,
metabolitos secundarios, funciones especificas de cada uno de los oOrganos, las
caracteristicas como la forma, el grosor y el tamafio, en su conjunto estan involucrados
en la distribucion de la interaccion endofito-planta (Sanchez-Azofeifa et al., 2012; Win
et al., 2018). Los metabolitos secundarios como los flavonoides o pigmentos como las
antocianinas, pueden funcionar como defensas antifingica la cual varia de acuerdo a
la edad de la planta (Coley y Barone, 1996; Tan y Zou, 2001; Sanchez-Azofeifa et al.,
2012). Sin embargo, las variaciones especificas en la comunidad de hongos endofitos
no siempre suelen diferenciarse entre 6rganos. Por ejemplo, Bayman y colaboradores
(1997) mostraron que la epifita Lepanthes, no presenta una diferencia en la comunidad

de hongos enddfitos aislados de cada uno de los érganos vegetales.

2.4. Plantas carnivoras

Los hongos enddfitos han sido objeto de estudio principalmente en su interaccién con
el hospedero. A pesar de su enorme diversidad, poco se sabe sobre su interaccion con
plantas carnivoras y los determinantes involucrados en la diversidad endofitica fingica.
Evidencia reciente, ha mostrado la presencia de hongos enddfitos en plantas
carnivoras aun cuando, la posibilidad de ocurrencia de esta interaccion ha sido
ignorada por décadas (Quilliam y Jones, 2010). Hasta el momento, las investigaciones
desarrolladas han caracterizado parte de la diversidad de hongos endéfitos presentes
en este tipo de plantas y se hipotetiza que la interaccion entre hongos enddfitos y
plantas que han desarrollado el habito carnivoro pueden tener un papel importante, no
solo a nivel especifico sino también sobre la comunidad de plantas carnivoras (Lee et
al., 2014).

Existen alrededor de 800 especies de plantas carnivoras, las cuales son un ejemplo
de evolucion convergente, ya que la carnivoria ha aparecido varias veces
independientemente de las angiospermas (Ellison y Adamec, 2018). Cada especie

presenta un conjunto de rasgos que involucran la accion de capturar, y digerir presas
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lo que permite, la absorcion de nutrientes y la obtencion de beneficios para la planta
(Mithofer, 2017; Horner et al., 2018). La carnivoria en plantas se interpreta como una
adaptacién a la limitada disponibilidad de nutrientes (Mithéfer, 2017), y a la alta
heterogeneidad de los factores abi6ticos que caracterizan su hébitat (Benzing, 1987;
Givnish, 1989; Zamora et al., 1998; Wu et al., 2013). Ya que, dado que las plantas
obtienen el carbono a partir de la fotosintesis, su desempefio también esta
determinado por la disponibilidad de otros recurso como agua y luz (Givnish, 1989;
Zamora et al., 1998; Alcala y Dominguez, 2003).

Las diferencias espaciales en la disponibilidad de presas, luz y agua determinan que
haya sitios 6ptimos para el desarrollo del habito carnivoro (sitios con sustratos pobres
en nutrientes, pero con buena disponibilidad de agua y luz). En contraste, existen sitios
con alta fertilidad del suelo, baja disponibilidad de agua y luz en donde no se favorece
su mantenimiento (Alcald y Dominguez, 2005). La dependencia de al menos estos tres
recursos genera un escenario complejo debido a la elevada heterogeneidad ambiental

que enfrenta las poblaciones de plantas carnivoras (Alcalda y Dominguez, 2003).

2.5. Interaccion hongos endofitos-plantas carnivoras

Recientemente se ha planteado la idea de que la colonizacién por parte de los hongos
endofitos es esencial o al menos confiere una ventaja para las plantas carnivoras,
proporcionandoles una mejora significativa en el crecimiento, rendimiento y absorcion
de nutrientes (Quilliam y Jones, 2010; Glenn y Bodri, 2012). Aunque las plantas
carnivoras tienen la capacidad de reutilizar eficientemente los nutrientes obtenidos de
las presas y de estimular la absorcion de nutrientes en la raiz (Adamec, 2002), no es
de sorprenderse que este efecto también sea el resultado de una mayor actividad
fungica en la raiz y de las enzimas extracelulares de los hongos (Quilliam y Jones,
2010; Lee et al., 2014).

Se sugiere que la interaccion entre hongos endofitos y plantas carnivoras es
posiblemente el resultado de una evolucién conjunta. (Boyandin et al., 2013). En las
plantas carnivoras como Drosera rotundifolia, durante la temporada de crecimiento

cuando los carbohidratos de la fotosintesis se ven limitados y la disponibilidad de
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presas es baja, las raices de la planta suelen ser colonizadas por el hongo endofito
Trichoderma viride, el cual aparentemente esta involucrado en la obtencion de
nutrientes a partir del suelo (Kirk et al., 2004) y en suprimir la colonizacion por otras
especies de hongos enddfitos presentes en la rizosfera (Lee et al., 2014), quienes
pueden demandar cantidades significativas de carbono. a consecuencia del bajo nivel
de nutrientes y pH. Esto provoca que algunos enddfitos eviten este tipo de estrés a

través de la colonizacion de la planta (Mignard y Flandrois, 2006; Fang, 2013).

De las cerca de 800 especies de plantas carnivoras registradas en la actualidad,
solamente unas cuantas especies se han considerado para el estudio de la interaccién
con hongos enddfitos (Hedrich, 2015). En algunos casos se han mostrado variaciones
relacionadas con las estaciones del afio (primavera y verano) (Quilliam y Jones, 2010)
y asociaciones a diferentes condiciones del suelo como es la humedad, pH y la
temperatura, favoreciendo el crecimiento de algunos grupos de hongos endéfitos sobre

tejidos especificos de las plantas carnivoras (Naseem y Kayang, 2018; Tabla 3).
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3. Justificacion

Los enddfitos se enfrentan a los cambios espaciales y temporales producto de la
heterogeneidad ambiental. En el caso de las plantas la heterogeneidad ambiental
promueve cambios en la dinamica de la poblacion y en la interaccion con otros
organismos. A una escala de resolucion espacial muy fina, se ha mostrado que la
interaccion entre plantas y hongos endofiticos esta determinada por la heterogeneidad
ambiental, produciendo variaciones en la distribucion, abundancia y composicion de
las comunidades de hongos endofitos. Por ahora se desconoce si la estructura de la
comunidad de hongos endéfitos es impulsada solo por los factores abioticos o por el
efecto de los componentes de cada uno de los érganos de las plantas, los cuales
pueden influir en la colonizacion de los enddfitos. A pesar de la enorme diversidad de
hongos enddfitos, poco se sabe sobre su interaccion con plantas carnivoras y los

determinantes involucrados en la estructuracion de la comunidad endofitica.

El presente estudio busca profundizar en aspectos clave de la comunidad de hongos
endofitos presentes en plantas carnivoras. Se utilizé como modelo de estudio la planta
carnivora Pinguicula moranensis (Lentibulariaceae) debido a que habita
principalmente en bosques de pino-encino sobre taludes con poca vegetacion o
paredes rocosas con orientacion al norte, pero que pueden variar en cuando a sus
condiciones de luz y humedad (Alcald y Dominguez, 2003). Por otra parte, presenta
rosetas dimorficas, con la roseta de captura presente durante los meses del verano
(hojas cubiertas de glandulas de captura y glandulas digestivas) y roseta invernal
(pequeia, de hojas suculentas y desprovistas de glandulas) que actia como 6rgano
de resistencia durante los meses sin lluvia. En general, el dimorfismo parece
presentarse independientemente de la variacion espacial a nivel ambiental (Zamudio,
2001). Esta especie podria enfrentar mayor heterogeneidad ambiental entre
temporadas que entre sitios. En este estudio se compararon tres localidades en las
gue se encuentran presentes poblaciones de P. moranensis caracterizando la
comunidad de hongos endofitos en dos momentos diferentes, durante la presencia de
las roseta de verano y la roseta de invierno y en separando. ademas entre hojas y raiz

en cada planta evaluada.
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4. HipoOtesis

La heterogeneidad ambiental temporal sera mas determinante que la variacion

espacial sobre la comunidad de hongos endofitos.

El tipo de 6rgano determinara los hongos endofitos presentes en la planta carnivora P.

moranensis.

Por lo tanto, se espera una comunidad de endéfitos mas amplia en la roseta de captura

presentes en las hojas y en las raices.

5.0Dbjetivos
5.1 Objetivo general

Determinar si existen diferencias en la comunidad de hongos endofitos presentes en
la planta carnivora Pinguicula moranensis, asociados con la heterogeneidad ambiental

y con la variacion en el 6rgano de la planta.

5.2 Objetivos particulares

1.- Precisar si los hongos enddfitos varian entre distintas poblaciones de P.

moranensis.

2.- Averiguar si los hongos endofitos varian entre las rosetas de verano e invierno de

P. moranensis.

3.- Determinar si los hongos enddfitos presentes en las hojas difieren de los

encontrados en las raices de la planta carnivora P. moranensis.
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6.Materiales y métodos

6.1. Estrategia experimental

Para poder llevar acabo los objetivos planteados a continuacion, se detallara la
estrategia experimental que permitié dividir el estudio de la interaccion de los hongos
enddfitos con la planta carnivora P. moranensis en las etapas de estandarizacion del
tren de desinfeccion, colecta de plantas, aislamiento, clasificacién de hongos endofitos

e identificacion (Figura 1).

Estrategia experimental

| Estandarizacion del tren de desinfeccidn I
|

Colecta de individuos P. moranensis

——

Rosetas Organos

Zempoala — Cuernavaca — Taxco

|

| Aislamiento de hongos enddfitos |
l

| Clasificacion morfolégica (OTU) |
I

| ERIC-PCR |
I
| Identificacién molecular |
I
Bisqueda de
marcadores para
Amplificacion PCR Secuenciacion Sanger [ cye. o ¢ andlisis filogenético
[Pt
|
i/ gl
Extraccion de ADN Primers BLAST Sequencias Alinacion
genomico de International Se%uenoe Database Edicion
cultivo — - = (INSD) Modelo evolutivo
] Maxima probabilidad
b e Mr. Bayes
— Bootstrap
o S T N Arbol filogenético

I Analisis estadisticos |

Figura 1. Esquema general de los pasos secuenciales necesarios para el desarrollo del proyecto.
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6.2. Especie de estudio

El género Pinguicula L. (Lentibulariaceae) se distribuye principalmente en el hemisferio
norte. Las plantas suelen crecer en taludes o paredes rocosas cubiertas de musgo, en
lugares humedos que en ocasiones se encuentran protegidos de la luz solar directa.
En México existen unas 50 especies, lo que representa alrededor de la mitad de las

especies reportadas a nivel mundial (Zamudio, 1999).

Pinguicula moranensis fue descrita en “Nova Genera et Species Plantarum” (Bonpland
y Humboldt, 1817), a partir de colectas realizadas por Humboldt y Bonpland. Esta
especie de planta carnivora cuenta con una amplia distribuciéon, en México. Se
distribuye sobre las montafias del Eje Volcanico Transversal o Eje Neovolcanico, en la
Ciudad de México, en los estados de México, Michoacan, Hidalgo, Morelos, Tlaxcala,
Puebla, Veracruz, y Guerrero (Zamudio, 1999). Esta planta carnivora suele ubicarse
en areas con vegetacion de bosques de encino, pino-encino u oyamel, bosque tropical
caducifolio, registrdndose entre 1,700 a 3,300 msnm (Zamudio, 1999). P. moranensis
es una planta perenne con dos tipos de rosetas con hojas dimorficas. Durante la
temporada seca (noviembre-mayo), las plantas desarrollan una roseta de resistencia
(roseta de invierno) compuesta de hojas glabras, compactas, con forma de bulbo, la
forma de las hojas es lanceolada de 10 a 30 mm de largo y de 2 a 6 mm de ancho
(Zamudio, 1999; Figura 2).

Figura 2. Planta carnivora en roseta de invierno y serie de “hojas de invierno” de la especie Pinguicula
moranensis (Zamudio, 1999; fotografia por Jesus E. Rueda-Almazan).
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En la temporada de lluvias la planta desarrolla una roseta de 60 a 200 mm de diametro,
con 6 a 12 hojas membranosas, extendidas y reclinadas sobre el suelo de una
tonalidad verde claro, a veces tefiidas de color rojo de 55 a 113 mm de largo (Zamudio,
1999). Este tipo de hojas le permiten capturar pequefias presas, principalmente
pequefios insectos voladores (Alcala y Dominguez, 2003). La floracién ocurre durante
los meses de verano a partir de junio hasta septiembre, pudiendo extenderse hasta
noviembre. Presenta una corola zigomorfica, aparentemente dividida en un labio
superior bilobulado y un labio inferior trilobulado, con una tonalidad violaceo-purpurea
e insertadas individualmente en un pedunculo erecto de 100 a 200 mm de largo. Esta
especie cuenta con un espolén cilindrico que se extiende desde la corola, a menudo
es recto o ligeramente arqueado, de 15 a 30 mm de largo, el cual gradualmente se
estrecha hacia la punta (Zamudio, 1999; Shimai y Kondo, 2007; Figura 3).

Pinguicula moranensis es una planta carnivora ampliamente estudiada, conociéndose
varios aspectos de su ecologia. Caracteristicamente sus poblaciones enfrentan una
elevada heterogeneidad ambiental en términos del ambiente luminico y variables
correlacionadas como humedad del suelo, disponibilidad de presas, temperatura del

aire y fertilidad del sustrato (Alcala y Dominguez, 2003).

Figura 3. Planta carnivora en roseta de verano de la especie Pinguicula moranensis
(Fotografias por JesUs E. Rueda-Almazan).
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6.3. Sitio de estudio y colecta de plantas

Las plantas fueron colectadas en tres sitios, dos localizados en el estado de Morelos
y uno en el estado de Guerrero, México. Los detalles de los tres sitios de muestreo se

dan en la tabla 4.

Tabla 4. Localizacion y caracteristicas de los tres sitios de estudios

P i ,
Sitio de Coordenadas Altitud Tipo de romedio Precipitacion
estudio geograficas (m) clima temperatura media anual (mm)
anual (°C)
19°03°01.47”" N
Zempoala 99°18°53.49” O 2,806 C(W2)(W) 15 1,550.6
18°5872.80” N
Cuernavaca 8'58 2.80 1,948 C(w) 18 1,088

99°16°58.41” O
18°33°06.89” N
Taxco 99°38'21.22”0 2,294 (A)C(w2) 23 1,275
C(w2): Templado, subhimedo; (w) periodo seco en invierno; C(w): Templado, subhiimedo; (A)C(w2):
Semicélida subhumedo.

El primer sitio de estudio ubicado en Morelos corresponde al Parque Nacional Lagunas
de Zempoala. Se analizdé un parche compuesto por alrededor de trecientos individuos
que crecian en una pared rocosa (50 m x 10 m) con condiciones semi sombreadas
con una vegetacion dominante de bosque de pino, bosque de encino y bosque de pino-
encino (Bonilla-Barbosa y Novelo, 1995; Serafin-Castro, 2014). El segundo sitio de
estudio en Morelos esta localizado en la parte noroeste de la ciudad de Cuernavaca.
Este sitio estd compuesto por una serie de laderas cubiertas por bosque de pino-
encino (Flores-Armillas et al., 2009). En este sitio se encuentran alrededor de 1,500
plantas de P. moranensis, creciendo en paredes rocosas a un lado del camino, con
condiciones sombreadas y semihumedas (Alcala et al., 2010). El tercer sitio se ubica
en municipio de Taxco en el estado de Guerrero esta localizado en el Parque
Recreativo el Huixteco. En el sitio domina el estrato arb6reo del género Quercus. Se
analizé un parche con alrededor de 700 individuos que crecian en una pared a un
costado del camino, bajo una reducida incidencia de luz (Guzméan-Salgado, 2018;

Figura 4).
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Figura 4. Distribucion de las tres poblaciones de P. moranensis muestreadas en México. La maxima
distancia entre poblaciones es de alrededor de 60 Km, entre Zempoala y Taxco.

El primer muestro se llevé a cabo en mayo de 2019 (roseta invernal) y el segundo
muestreo se realiz6 en agosto de 2019, el momento del pico de crecimiento de la
roseta de verano. En cada uno de los sitios se realiz6 un muestreo de diez plantas
sanas, repartidas en cada una de las poblaciones que componian un parche
colectando individuos con una distancia minima de un metro. Cada planta fue
cuidadosamente separada de la pared de roca seleccionando aquellas sin signos
aparentes de dafio por patdégenos o herbivoros en raices y hojas. Posteriormente, se
colocé cada planta en un recipiente de vidrio esterilizado y se transportaron en una
hielera de 12 L a una temperatura de 4°C para su procesamiento en el laboratorio

dentro de las 24 horas posteriores a la colecta.

6.4. Determinacion de las propiedades fisicas del suelo

En cada una de las tres localidades se consideraron diez subsitios. El suelo de los
subsitios fue tamizado individualmente para la determinacion del porcentaje del
contenido de humedad en el suelo, por lo que se pesaron 5 gr de suelo en charolas de

aluminio para posteriormente ser colocados en una estufa a 105 °C por 72 hrs,
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posteriormente las muestras fueron nuevamente pesadas para determinar el

porcentaje de humedad, siendo calculado con la férmula:

wl X w2
Contenido de humedad% = T X 100

Donde: wl=peso inicial y w2= peso final después de 72 hrs

Para determinar el pH se prepard una suspension de suelo-agua destilada en una
proporcion de 1:2.5 por duplicado. Fue necesario tomar 10 gr de suelo tamizado en un
tubo conico para centrifuga afiadiendo 25 mL de agua destilada, cada una de las
muestras se dejaron en agitacion durante 18 hrs sobre un agitador magnético,
finalmente se determind el pH con un potenciémetro. Con cada uno de los diez
subsitios de las tres localidades se analizaron las propiedades fisicas del suelo
(densidad aparente, densidad real, porosidad, arenas, limos, arcilla, capacidad de
campo, punto de marchitez, capacidad de retencion de agua y temperatura), en el
Departamento de Ciencias Ambientales y del Suelo del Instituto de Geologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

6.5. Aislamiento de hongos enddfitos

Para garantizar un buen aislamiento de los hongos endofitos de los 6rganos de hojay
raiz, se optimizé la esterilizacion de la superficie de las plantas seleccionadas para el
estudio (Schulz y Boyle, 2005). Las plantas se lavaron con agua del grifo por 10 min
con la finalidad de eliminar el exceso de suelo y detritos. Dentro de una campana de
flujo laminar las plantas se pasaron por un tren de desinfeccién, consistiendo en una
esterilizacion superficial por agitacion vigorosa en etanol (95 %, 1 min), seguido de una
inmersion en hipoclorito de sodio al (10 %) suplementado con Tween 80® (0.1 % / 100
mL, 10 min) y una segunda inmersion en etanol (95 %, 1 min). Finalmente, las plantas
se lavaron en agua destilada estéril por triplicado (ca., 2 min), se desecharon los
bordes de cada tejido en donde posibles endofitos podrian haber sido eliminados
debido al tren de desinfeccidn y se colocaron sobre sanitas estériles ( Quilliam y Jones,
2010; Glenn y Bodri, 2012; Lee et al., 2014).
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Para evaluar la efectividad del tren de desinfeccion de la superficie de los érganos de
la planta, se realizd una “prueba de impresién de hoja y raiz”. La prueba consistié en
cortar piezas (10 mm?) de los érganos desinfectados bajo condiciones asépticas y se
realiz6 una impresion en una caja de Petri de 6015 mm con medio agar dextrosa
Sabouraud (BDBioxon), la cual estaba marcada por la mitad (lado izquierdo control y
lado derecho aislamiento) (Figura 5). Una vez realizada la impresion, las piezas se
colocaron en la caja de Petri y fueron selladas con parafilm manteniéndolas a una
temperatura de 27 °C = 2 °C, en condiciones de oscuridad. El nulo crecimiento de
microorganismos en el control garantizo la efectividad del tren de desinfeccion. El
monitoreo se llevé a cabo de 15 a 20 dias, cada 24 horas y en presencia de algun
endofito, éste fue aislado bajo las mismas condiciones, sembrandolo en el centro de

una caja de Petri de 60x15mm con medio agar dextrosa Sabouraud (BDBioxon).

Control Aislamiento

Impresion

| ‘ Impresion

Impresion

—— 60 mm —

Figura 5. Representacion de las cajas de Petri utilizadas para el control y aislamiento de hongos

endofitos.

Una vez aislados los hongos enddfitos se clasificaron a través de sus caracteristicas

morfolégicas macroscopicas, agrupandolos en unidades taxondmicas operativas
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(OTU) (Higgins et al., 2014). El analisis morfologico se llevé a cabo cultivando los
aislamientos en agar dextrosa Sabouraud. Cada una de las colonias se clasificaron

conforme a su tamafo, color, consistencia, superficie y forma (Mier et al., 2013).

6.7.1. Extraccion de ADN fungico

El ADN fue extraido de micelio cultivado en medio liquido (extracto de malta, peptona
de caseina y dextrosa), a una temperatura de 30 °C a 250 rpm por aproximadamente
15 dias. Se tomaron 0.75 mg de micelio y se introdujo en nitrégeno liquido, para su
maceracion con ayuda de pistilos. Una vez macerado se le afiadieron 700 uL de
solucion de lisis (Tris acetato 40 mmol, acetato de sodio 20 mmol, EDTA 1 mmol y
SDS 1 %) y 200 pL NaCl 5 M, para ser centrifugado por 20 min a 13,000 rpm. El
sobrenadante fue separado en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 mL,
adicionandole 400 pL de cloroformo alcohol isoamilico (24 ml de cloroformo y 1 ml de
alcohol isoamilico) y 400 pL cloroformo fenol (25 ml de cloroformo y 25 ml de fenol),
se centrifugd por 10 min a 13,000 rpm, con la finalidad de la separacién de los acidos
nucleicos se utilizé la fuerte tendencia hidrofilica de los grupos fosfatos para separarlos
en medios acuosos, mientras que las proteinas y los lipidos, se separaron en los
solventes organicos. Al sobrenadante recuperado del paso anterior, en otro tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL, se adicion6 400 pL de cloroformo alcohol isoamilico y este
fue centrifugado por 10 min a 13,000 rpm. Finalmente, el sobrenadante fue recuperado
en otro tubo de microcentrifuga de 1.5 mL (Protocolo tomado y modificado de

Veladzquez et al., 2014).

Para la precipitacion del ADN, se afadieron 500 pL isopropanol y se incubé a -20 °C
por 1 hora, lo que permiti6 que el ADN se plegard y, precipitara. Finalmente se
centrifugd 15 min a 13,000 rpm, los restos de isopropanol fueron eliminados con
lavados de etanol al 70 % y el remanente se elimind con un Termo-block a 65 °C por
15 min. Al ADN obtenido se le agregd 40 uL de agua inyectable (Velazquez et al.,
2016). La calidad y cantidad de ADN fue verificado por espectrofotometria con un
Epoch reader (BioTek instruments Inc, Vermont, EUA) a 280/260 nm, y asi mismo, por
electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con Bromuro de Etidio (0.1 pg / mi-1),

visualizandose bajo luz UV (Figura 6).
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Figura 6. Extraccion de ADN por el método fenol-cloroformo (tradicional).

6.6. Secuencias de consenso intergénicas repetitivas enterobacterianas (ERIC-PCR)

Con el propdésito de verificar la clasificacion morfolégica realizada, se utilizé la técnica
de consenso intergénico repetitivo enterobacteriano (ERIC-PCR). La reaccién en
cadena de la polimerasa se llevo a cabo con los cebadores ERICLIR (5'- ATG TAA GCT
CCT GGG GAT TCA C -3") y ERIC2 (5'- AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G -3')
(Versalovic et al., 1991). La reaccion de PCR fue ajustada a un volumen final de 20 pl
conteniendo 1 uL de ADN genomico (50 ng/ul), 1 uL de cada cebador (10 pmol/ul), 10
uL Tag DNA Polimerasa Master Mix 2X (ThermoFisher) y 7 uL de agua esterilizada
ultrapura. Se utilizd el siguiente programa de amplificacion por PCR: una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 min seguido de 35 ciclos por 94 °C por 1 min,
46 °C por 1.30 min, 72 °C por 2 min y una extension final de 72 °C por 8 min.

Los productos de amplificacion fueron analizados por electroforesis a 100 V por 40 min
en gel de agarosa al 1 % tefiidos con bromuro de etidio (0.1 pg/mlt) con buffer TAE al
1x para su visualizacion en luz UV en el foto documentador y comparadas con un
marcador de 1 kb (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder) para la estimacion del tamafio. El

patrén de bandeo por cada aislado fue transformado en una matriz binaria basada en
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la presencia (1) o ausencia (0) de cada fragmento amplificado con el programa PyElph
version 1.4,y se compararon segun su perfil, basado en el coeficiente de disimilitud de
Jaccard y el método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
para la construccién de un dendrograma para los datos concatenados.

6.7. Identificacion molecular de los hongos endoéfitos
6.7.1. Amplificacion por PCR

Los hongos endofitos fueron identificados a través de los marcadores moleculares de
los dominios D1/D2 de la subunidad grande ribosomal (LSU 28S) rADN (Figura 7).

ITS5 ITS2 ITS4 LR3
—_— ———— - -——
ITS1FITS1 ITS3 LROR
—_—— —_— —_—
18S SSU ITS1 5.8S ITS2 28S LSU

Figura 7. Representacién esquematica de las regiones 28S D1/D2 de rADN (Raja et al., 2017).

La amplificacion del ADN de los aislados se realizé a través de PCR mediante un
termociclador (Bio-rad, T100™). Los dominios D1/D2 de la subunidad grande
ribosomal 28S fueron amplificados wusando los cebadores D1/D2R
(TTGGTCCGTGTTTCAAGACG) vy D1/D2U (GCATATCAATAAGCGGAGGA)
(Boyandin et al., 2013; Raja et al., 2017). La reaccion de PCR fue ajustada a un
volumen final de 20 pl conteniendo 1 pL de ADN gendmico (50 ng/ul), 1 uL de cada
cebador (10 pmol/ul), 10 pL Tag DNA Polimerasa Master Mix 2X (ThermoFisher) y 7
uL de agua esterilizada ultrapura. ElI programa de amplificacién incluye una
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5 min seguida de 30 ciclos de 94 °C por 30
seg, 55 °C por 45 seq, 72 °C por 1min y una extension final por 72 °C por 10 min. La
calidad y cantidad del producto de PCR fue verificado por espectrofotometria con un
Epoch reader (BioTek instruments Inc, Vermont, EUA) a 280/260 nm, y asi mismo, por
electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con Bromuro de Etidio (0.1 pg/mi-1),

visualizandose bajo luz UV.
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6.7.2. Secuenciacion y ensamble de secuencias

Los productos de PCR fueron secuenciados por el método de Sanger por Macrogen
Inc. (Seul, Corea del Sur). Las secuencias de ADN obtenidas con cada cebador se
inspeccionaron individualmente con el programa Bioedit v6.0.6. Las secuencias se
editaron y ensamblaron, para obtener una secuencia de consenso para cada aislado
con el programa Bioedit v6.0.6. Las secuencias se registraron en el Genbank del NCBI
(Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica), para posteriormente proceder a
su alineacion con las bases de datos del Genbank mediante un Blastn, para poder
comparar las secuencias de los hongos enddfitos aislados con las secuencias de la
base de datos. Se seleccionaron secuencias del NCBI con valores de cobertura e

identidad mayores al 99 % y 92 % respectivamente, las cuales fueron utilizadas para

los analisis filogenéticos (http://www.ncbi.nIm.nih.qov/BLAST).

6.8. Andlisis Filogenéticos

Para la hipétesis filogenética las secuencias se alinearon y editaron a través de método
MUSCLE implementado en el programa Unipro UGENE v.34.0 en el portal CIPRES.
La eleccién del modelo evolutivo que mejor se ajusta a las secuencias se realizo
usando IQ-TREE en XSEDE v. 1.6.10, considerando un criterio de informacién

Bayesiano (BIC) y un numero de réplicas de Bootstrap de 1,000.

Para la inferencia filogenética de Maxima Verosimilitud se utilizé IQ-TREE en XSEDE
v. 1.6.10, se estimaron los soportes de las ramas mediante un Bootstrap (1,000
réplicas) y se establecieron los valores de gamma vy sitios invariables. El analisis de
inferencia Bayesiana se llevd a cabo en Mr.Bayes en XSEDE v. 3. 2. 7a. mediante
ocho cadenas de Monte Carlo Markov (MCMC), con una busqueda aleatoria y 10
millones de generaciones, con un muestreo a partir de una frecuencia de 1,000
arboles. Todos los puntos de muestreo (25 mil) antes de llegar a la fase estacionaria
se descartaron como “burnin” y con los arboles restantes, dentro de la fase
estacionaria se realizdé un consenso (samplefreq=1,000) y se calculd, la probabilidad
posterior (PP) de la filogenia. Se evaluaron las cadenas de MCMC en el programa

Tracer v.1.7.1, para garantizar que el nimero de generaciones fueran suficientes para
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alcanzar la fase de estacionalidad. Los clados de maxima verosimilitud con un soporte
de Bootstrap igual o mayor a 70 % y valores de PP mayores de 0.90, fueron
considerados con un fuerte valor de soporte. Los &rboles filogenéticos obtenidos se
editaron en el portal “Interactive Tree of Life” (ITOL) (https://itol.embl.de/).

6.8.1. Analisis de delimitacion de especies y distancias genéticas

Se realiz6 un analisis de un solo locus, “multi-rate Poisson Tree Processes” (mPTP),
gue asume una tasa de especiacion constante con diferentes tasas coalescentes
intraespecificas y se realizé el muestreo de las cadenas de MCMC, para obtener los
valores de soporte (Kapli et al., 2017). El analisis se desarroll6 con un arbol filogenético
de inferencia Bayesiana y méaxima verosimilitud, enraizado como entrada en el servidor

web (https://cme.h-its.org/exelixis/software.html). Se asumié una delimitacion de

modelos nulos, una longitud minima de las ramas de 0.0001 y para las cadenas de
MCMC se determiné eliminar de la fase de “burnin” dentro de los primeros 1,000
arboles y se muestre6 cada 1,000 arboles una vez alcanzado la fase estacionaria, de

un total de 100 mil generaciones.

6.9 Analisis estadisticos

Para determinar la tasa de infeccién (TI) de los hongos enddfitos aislados en cada una
de las poblaciones (Zempoala, Cuernavaca y Taxco) de plantas carnivoras, érganos
(raiz y hoja) y roseta de verano e invierno (Fang, 2013; Win et al., 2018), se realiz6 la
siguiente ecuacion:

_ Numero de segmentos colonizados por hongos

TI = %X 100
Numero total de segmentos utilizados

Con el programa STATISTICA v. 7, se analiz6 mediante un modelo lineal generalizado
el efecto de las poblaciones (Zempoala, Cuernavaca y Taxco), 0rganos (raiz y hoja) y
rosetas (verano e invierno), sobre la tasa de infeccién de los hongos endéfitos aislados
de la planta carnivora P. moranensis. En este modelo se declaré un error tipo Poisson

y una funcion logaritmica de ligamiento.
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Ademas de evaluar si la tasa de infeccion varia a nivel espacial, temporalmente y entre
tipos de Organos, en este trabajo se realiz6 una comparacion de la comunidad de
hongos presentes en las poblaciones, 6rganos y rosetas. Para ello se utilizé el analisis
de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS por sus siglas en inglés) basado
en la presencia y ausencia de los aislados a través de las distancias de Manhattan en
el programa RStudio ver. 1.2.5019 (RStudio Team (2019). RStudio: Integrated
Development for R. RStudio, Inc., Boston, MA URL http://www.rstudio.com/) para cada

uno de los tres factores. Se implemento un analisis de componentes principales (PCA)
para poder describir las propiedades fisicas del suelo de cada uno de los sitios de
estudio, lo que nos permitié reducir el nUmero original de variables a un conjunto de
componentes para ello se utiliz6 el programa InfoStat ver. 20202 (Di Rienzo J.A.,
Casanoves F., Balzarini M.G., Gonzalez L., Tablada M., Robledo C.W. InfoStat version
2020. Centro de Transferencia InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cordoba,

Argentina. URL http://www.infostat.com.ar)
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7. Resultados

7.1. Aislamiento de hongos enddfitos y clasificacion

Del total de las 60 plantas de P. moranensis colectadas en los tres sitios y en roseta
de verano e invierno, un total de 88 hongos endofitos fueron aislados de 360
fragmentos analizados (180 muestras de hoja y 180 muestras de raiz). El nUmero de
aislados difirid por roseta y localidades. Los hongos endofitos se clasificaron en 70
OTUs mediante analisis morfolégicos, y se lograron crecer en el segundo pase en
medio nutritivo 56 de los 70 OTUs (Tabla 5).

Tabla 5. Numero de hongos aislados en la roseta de verano e invierno en los diferentes 6rganos (hoja
y raiz) de P. moranensis en los sitios de estudio Zempoala, Cuernavaca y Taxco.
Zempoala Cuernavaca  Taxco Zempoala Cuernavaca Taxco

Variable . . .. .. Total
verano verano verano invierno invierno invierno

Total de 22 37 13 6 7 3 88
aislados

Total de

2 24 1 7

OTUs 0 3 5 5 3 0
Total de

OTUs 18 19 9 4 4 2 56
(crecieron)

7.2. Tasa de infeccion de hongos endofitos

Alrededor del 40 % de las plantas fueron infectadas por hongos enddfitos. El
porcentaje promedio de la tasa de infeccion difirid entre poblaciones (X?@) = 30.34, P
<0.00001). El porcentaje de infeccion observado en Taxco (13 %), se diferencid
significativamente de las poblaciones de Cuernavacay Zempoala con el 31.66 y 23.33
%, respectivamente (Figura 9a). La tasa de infeccion de hongos endéfitos vario
significativamente segun el tipo de roseta (X?q) = 88.29, P <0.00001). La roseta de
verano mostré una mayor tasa de infeccion de hongos endofiticos, en comparacion
con la roseta de invierno (37.22 % en verano y 8.88 % en invierno) (Figura 9b). Las
diferencias entre los 6rganos fueron significativas (X?%@1) = 14.23, P =0.00016). La hoja
obtuvo un menor porcentaje en la tasa de infeccion de 17 %, mientras que la raiz

alcanzé un porcentaje de 28.33 % (Figura 9c).
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Figura 8. Valores medios * 1 error estandar para el porcentaje de la tasa de infeccion por los hongos
enddfitos aislados de la planta carnivora P. moranensis. (a) Porcentaje de tasa de infeccion de las
poblaciones de muestreo Taxco, Cuernavaca y Zempoala, (b) entre la roseta de invierno y verano y (c)
de acuerdo con el 6rgano (hoja y raiz).
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7.3. Composicion de la comunidad de hongos endoéfitos en el espacio y en el tiempo,
ademas entre tipo de drganos

La ordenacion del analisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS), a
través de las distancias de Manhattan calculadas, revelo una estructura clara de las
comunidades endofiticas en cada una de las rosetas, ya que las rosetas de verano
mostraron mayor variabilidad a nivel espacial que la observada para las rosetas
invernales (Figura 9a). El indice de esfuerzo de 0.0079 (es decir, la representacion
proporcional de falta de ajuste entre la matriz de distancia y la solucion NMDS) mostré
valores oOptimos para la representacion de los datos. En la comparacion de las
poblaciones, pero a nivel de 6rganos para la roseta de invierno, se encontr6 mayor
variabilidad a nivel espacial entre las raices que entre las hojas, mostrando estas
dltimas mayor similitud (indice de esfuerzo de 0.0092; Figura 9b). Cabe hacer notar
gue observando las magnitudes de los ejes 1 y 2 de ambas figuras, se observa un
mayor efecto de la heterogeneidad temporal sobre la estructuracion de los endofitos
gue la registrada para el efecto del tipo de 6rgano en la roseta invernal. Finalmente,
en contraste, el poder para diagnosticar diferencias para la roseta de verano con
respecto a los 6rganos fue menor, ya que las poblaciones tendieron a diferenciarse
independientemente de la presencia de hojas o raices (indice de esfuerzo de 0.0046;

Figura 9c).
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Figura 9. Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) de los hongos endéfitos asociados a la
planta carnivora P. moranensis, basado en la distancia de Manhattan. La gréfica a) muestra el
agrupamiento de los hongos enddfitos entre los sitios (Zempoala, Cuernavaca y Huixteco) considerando
temporada de invierno y verano. En las graficas b y ¢, se muestra el agrupamiento de los hongos
endofitos conforme a los 6rganos hoja y raiz en cada una de las temporadas de invierno y verano,
respectivamente.

7.4. Perfiles electroforéticos generados por ERIC-PCR
Encontramos un total de 36 bandas polimérficas producto de la amplificacion y se
recuperaron seis grupos del analisis de UPGMA. Los grupos i, ii, iii, iv y vi incluyen

hongos enddéfitos aislados de la roseta de verano, de los érganos (hoja y raiz) y de las

tres poblaciones. En contraste al grupo v que estuvo conformado Unicamente por
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aislados de la roseta de invierno obtenidos de hoja y raiz, de las tres poblaciones, a
excepcion de los aislados OTU2 Cuernavaca raiz, OTU1l Cuernavaca raiz y OTU3

Cuernavaca raiz (Figura 10).
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Figura 10. Perfiles electroforéticos generados por ERIC-PCR, y dendrograma derivado del
agrupamiento UPGMA (C) para los aislamientos de hongos endéfitos obtenidos de la planta carnivora

P. moranensis.
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7.5. Andlisis filogenéticos

Con base en la clasificacion de los 56 OTUs obtenido por el ERIC-PCR se eligieron 24
OTUs de los érganos de hoja y raiz, de la rosetas de verano e invierno de P.
moranensis para su secuenciacion. Se logré una amplificacion aproximadamente de
580 pb del dominio D1/D2, del ADNr de la subunidad grande ribosomal (LSU-28S).
Las secuencias obtenidas se compararon con 58 secuencias correspondientes de
taxones fungicos de referencia de la base de datos del NCBI, seleccionadas
considerando los criterios mencionados en materiales y métodos (Tabla 6). EI modelo
evolutivo que mejor se ajusta a las secuencias de acuerdo con el criterio de informacion
Bayesiano fue TN+F+I+G4, donde el valor de gamma fue 0.588 y la proporcién de
sitios invariables fue del 0.281. Las frecuencias nucleotidicas fueron: A = 0.2232, C =
0.2592, G =0.3182y T = 0.1994. En el analisis de maxima verosimilitud se obtuvo un
valor de log de la probabilidad de L-5976.094.
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El andlisis bayesiano coincidid con en el de maxima verosimilitud no revelé alguna
asociacion filogenética clara que permitiera separar los hongos endofitos presentes en
la raiz de los observados en las hojas. Los aislamientos de hongos endoéfitos de P.
moranensis identificados molecularmente corresponden a las clases Dothidiomycetes,
Leotiomycetes, Eurotiomycetes y Sordariomycetes (Figura 11 y 12). En el analisis
bayesiano los valores de soporte respaldan fuertemente la monofilia de las clases
Leotiomycetes, Eurotiomycetes y Sordariomycetes, (PP>0.9). La clase
Dothidiomycetes presentd un bajo nivel de soporte de las ramas, probablemente la
inestabilidad de un solo clado que representa el orden Venturiales, podria indicar que

no es un grupo monofilético.

Los Dothidiomycetes estan representados por los 6rdenes Capnodiales (Clado I),
Pleosporales (Clado Il). Venturiales (Clado VIII). En el orden Capnodiales, el aislado
OTU13 Ver_raiz_Zempoala se ubicé en el género Cercospora y OTU12 Verano
(Ver)_hoja_Taxco form6 un clado con hongos del género Cladosporium. En el orden
Pleosporales el OTU5.1 Invierno (Inv)_hoja_Cuernavaca y OTU5
Inv_hoja_Cuernavaca formaron un clado soportado con el género Bipolaris. Mientras
gue los aislados OTU7 Inv_raiz_Taxco y OTU2 Ver_hoja_Zempoala se verificaron a
nivel de familia con Didymellaceae, debido a que las relaciones con los géneros no
estan soportadas por los datos. El aislado OTU 18 Ver_raiz_Cuernavaca se confirmé
que esta estrechamente relacionado con el género Ochroconis en el orden Venturiales
(PP=1 y Bootstrap=100). En la clase Leotiomycetes se incluyé al orden Helotiales
(Clado 1V), agrupando el aislado OTU6 Inv_raiz_Taxco al género Neomollisia con

valores de soporte de PP=0.96 y Bootstrap de 85 (Figuras 11y 12).

Nueve de los aislados, se agruparon en la clase Eurotiomycetes con el orden
Eurotiales (Clado V) con soporte de Bootstrap de 100 y PP= 1. De los cuales, cuatro
aislados (OTU4 Ver_hoja_Cuernavaca, OTU10 Inv_raiz_Zempoala, OTU12
Inv_raiz_Zempoalay OTU12 Inv_raiz_Zempoala) obtuvieron un mayor porcentaje de
cobertura e identidad con el género Penicillium. Los otros cinco aislados (OTUS8
Ver_raiz_Zempoala, OTU21 Ver_hoja_Cuernavaca, OTU19 Ver_hoja_Cuernavaca,

OTU9 Inv_hoja_Zempoalay OTU7 Ver_raiz_Cuernavaca) presentaron considerables
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porcentajes de cobertura e identidad, con el género Aspergillus con valores de soporte

mayores a 0.97 y 95, de PP y Bootstrap respectivamente.

La clase Sordariomycetes incluye representantes de los érdenes Sordariales (Clado
VI), Xylariales (Clado VII), Coniochaetales (Clado VIII), Glomerellales (Clado IX) e
Hypocreales (Clado X) (PP>0.99 y Bootstrap>90). Dentro del Sordariales, el aislado
OTU2 Inv_raiz_Cuernavaca solo se logro clasificar a nivel de familia
(Lasiosphaeriaceae), Io mismo sucedio con el aislado OTU7 Ver_raiz_Taxco que fue
clasificado dentro del orden Glomerellales (PP=1 y Bootstrap=100). En el Orden
Xylariales se obtuvo un aislado (OTU3 Inv_raiz_Cuernavaca) ubicado dentro del
género Astrocystis con valores de PP = 0.93. En el género Coniochaeta (orden
Coniochaetales), se agruparon los aislados de OTU12 Ver_hoja_Taxco y OTU11
Inv_raiz_Zempoala (PP=1 y Bootstrap=100). Finalmente, los aislados OTU1
Inv_raiz_Cuernavaca y OTU12 Ver _raiz_Zempoala fueron basicamente idénticos
(PP=1 y Bootstrap=99), estrechamente relacionados con el género ljuhya del orden

Hypocreales.

El resultado del analisis mPTP con el &rbol de inferencia bayesiana delimité 17 clados
monofiléticos, coincidiendo con los andlisis de inferencia bayesiana, debido a que cada
uno de los linajes esta conformado por mas de una especie (Figura 11). Respecto al
arbol de méxima verosimilitud, se obtuvieron 12 clados monofiléticos (Figura 12). De
los 12 clados, 10 fueron reconocidos a nivel de orden mientras que el clado | y Il, fueron

diferenciados como dos linajes por clado como en los analisis filogenéticos.
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Figura 11. Filograma de inferencia bayesiana mediante secuencias del dominio D1/D2, del ADNr de la
subunidad grande (LSU-28S). El valor de soporte de la probabilidad posterior del analisis superior a
0.90 se muestran arriba de las ramas. La barra de escala hace referencia al nimero de sustituciones
por sitio a la longitud de la rama.
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Figura 12. Filograma de Maxima Verosimilitud mediante secuencias del dominio D1/D2, del ADNr de la
subunidad grande (LSU-28S). El valor de soporte del andlisis superior al 70% se muestra en los arriba
de las ramas. La barra de escala hace referencia al nimero de sustituciones por sitio a la longitud de la
rama.
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7.6. Andlisis de las variables del suelo

El PCA de las propiedades fisicas del suelo explico el 100 % de la varianza con solo

dos factores, con el 77.6 % explicado por el componente 1 y el 22.4 % por el

componente 2. En la Tabla 7 se sefialan las correlaciones de los componentes.

Tabla 7. Correlacion de los componentes principales con cada una de las propiedad fisicas del suelo-

Variables Componentel Componente 2
Densidad aparente 0.93 -0.36
Densidad real 0.63 0.78
Porosidad -0.86 0.51
Arenas -0.97 0.24
Limos 0.97 -0.24
Arcilla 0.97 -0.24
Capacidad de campo 1.00 0.07
Punto de marchitez 0.98 -0.17
Capacidad de retencion de agua -0.95 0.31
Humedad 0.75 0.66
pH 0.53 0.85
Temperatura 0.87 0.49
Varianza 77.6% 22.4

Los tres sitios de estudio mostraron diferencias ambientales con base en las variables

analizadas en las muestras de suelo. Sobre el componente 1, la relacion de Zempoala

se diferencié al tener valores negativos para la capacidad de retencion de agua,

porosidad y porcentaje de arenas. En contraste, Cuernavaca y Taxco se agruparon de

una manera mas cercana y respondieron mayormente a los valores positivos de la

capacidad de campo, seguido del punto de marchitez, porcentaje de arcilla, densidad

aparente y temperatura (Figura 13).
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Figura 13. Analisis de componentes principales para las propiedades fisicas del suelo. Los valores de

las propiedades fisicas representan la contribucion a la posicion de los sitios de estudio a lo largo de los
componentes principales.
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8. Discusioén

La interaccion planta-enddfitos ha generado nuevos planteamiento sobre la ecologia
de las plantas, ya que el efecto de los factores (biticos y abibticos) no actian
simplemente sobre la planta en si, sino mas bien sobre la planta y la comunidad
microbiana asociada (Rosenberg et al., 2009). En este estudio se aplicé un enfoque
integrativo que permitid evaluar aspectos ecologicos y evolutivos de la interaccion
entre las plantas carnivoras con sus hongos enddfitos. A continuacion, se discuten los

resultados mas relevantes.

8.1. Taxonomia

Se obtuvieron setenta OTUs diferentes entre las cepas de hongos endéfitos aisladas
de P. moranensis. De los setenta OTUs se lograron crecer cincuenta y seis, de los
cuales se corroboré su clasificacion con los perfiles electroforéticos generados por la
técnica de ERIC-PCR. Se identificaron representantes de al menos cuatro clases de
dicaryomicota (Eurotiomycetes, Leotiomycetes, Sordariomycetes y Dothideomycetes)
basandose en analisis filogenéticos de solo 24 OTUs. En este estudio, la ubicacion
filogenética de los enddfitos coincidié generalmente con niveles taxonémico mas altos
(orden, familia) basados en la identificacion mediante Blastn de secuencias de la
region D1/D2.

Se observé que la clase Dothideomycetes fue un clado polifilético debido a la exclusién
del género Ochroconis (OTU8 Ver_raiz_Cuernavaca). Estudios previos han reportarlo
la clase Dothideomycetes como un grupo monofilético (Spatafora et al., 2006), sin
embargo, ha sido inconsistentemente resuelta como un taxén monofilético, por lo que
es necesario el aumento considerable en el muestreo de taxones y datos que permitan
resolver con mayor claridad las relaciones filogenéticas de este grupo (Spatafora et
al., 2006; Lutzoni et al., 2009). No obstante, esto requiere una mayor caracterizacion

molecular, que esta mas alla del alcance del presente trabajo.

Este estudio, mostré que las raices y hojas de la planta carnivora P. moranensis
albergan al menos 13 géneros de hongos endofitos. Si bien, se han reportado especies

de hongos endofitos en otras plantas carnivoras como Drosera rotundifolia (Quilliam y
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Jones, 2010) y Pinguicula vulgaris (Quilliam y Jones, 2012) en Europa, Sarracenia
minor, S. oreophila, S. purpurea y S. psittacina (Glenn y Bodri, 2012) en Nortamérica
(EEUU), Nepenthes mirabilis (Lee et al., 2014), N. ampullaria (Lee et al., 2014; Wong,
2015) y N. khasiana (Naseem y Kayang, 2018) en Asia, este es el primer estudio para
P. moranensis cuya distribucién ocurre principalmente en México. Ademas de
documentar cinco diferentes géneros de hongos endofitos (Neomollisia sp.,
Coniochaeta sp., ljuhya sp., Cercospora sp. y Ochroconis sp.) por primera vez en

plantas carnivoras.

De los 24 aislados identificados en este estudio, se encontrd que los géneros Bipolaris,
Penicillium, Aspergillus, Astrocystis. y Cladosporium, también se recuperaron tanto en
raiz y hojas modificadas (jarras) de otras plantas carnivoras. Los resultados del
presente trabajo concuerdan con los reportes en plantas carnivoras, quienes han
considerado estos hongos como verdaderos endéfitos debido a su presencia en
diferentes estaciones, individuos, lugares y afios (Quilliam y Jones, 2010, 2012; Glenn
y Bodri, 2012; Lee et al., 2014; Wong, 2015; Naseem y Kayang, 2018), por lo que es
probable que los hongos endéfitos aislados también sean endofitos verdadero de P.

moranensis.

8.2. Heterogeneidad ambiental

A través de los resultados obtenidos del andlisis de componentes principales, se
observo que los sitios de estudio son ambientalmente distintos en cuanto a los factores
abidticos del suelo. A pesar de ser sitios mas lejanos, Cuernavaca y Taxco mostraron
ser mas similares en cuanto a las caracteristicas asociadas con la retencion de agua.
En particular, Zempoala mostrd un porcentaje mas alto de arenas y mayor porosidad
con menor capacidad de retencion de agua. Y aunque los tres sitios estan orientados
hacia norponiente, la pared de roca en la que crecen las plantas en Zempoala presenta
mayor insolacion directa entre las 11 y las 14 horas, por lo que el suelo en general es
MAas seco y con mayor temperatura. A pesar de las diferencias estas no influyeron en
la estructura de la comunidad de endéfitos con relacién al sitio reveladas por NMDS.
Las variaciones en el suelo tampoco parecen explicar las diferencias entre poblaciones

en la tasa de infeccion. Para esta variable, Taxco mostro el porcentaje mas bajo (13
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%) y se diferencio significativamente de las poblaciones de Cuernavaca y Zempoala
con el 31.66 y 23.33 %, respectivamente. Esta falta de relacion se explica en general
porque las mayores diferencias en la estructura de los hongos endofitos reveladas por
el NMDS, se observaron entre la temporada lluvias y la seca (Fig. 9a). Asimismo, la
colonizacion por endofitos en la planta carnivora P. moranensis difiri6 mas
ampliamente entre la roseta de verano e invierno, debido a que la roseta de invierno
mostré una menor tasa de infeccidbn de hongos endéfitos muy baja (8.88 %) en
comparacion con la registrada en la roseta de verano (37.22 %).

Aungue no se cuenta con un analisis de suelo para la época seca, es probable que
existan diferencias notables en la humedad del suelo entre los meses del verano y los
de invierno. Y estas diferencias podrian explicar mayormente las diferencias en la
comunidad de enddfitos, porque la humedad del suelo en general es una variable
asociada fuertemente con la presencia de hongos, tanto en el suelo como en las
plantas (Bissett y Parkinson, 1979; Modibb et al., 2017). Estos resultados apoyarian la
hipotesis de que la heterogeneidad ambiental tiene mayor poder sobre la
estructuracion de las comunidades de hongos endofitos en P. moranensis que la
heterogeneidad espacial. Los resultados podrian explicarse en funcion de la
disponibilidad de agua, luz y nutrientes, que, a su vez depende del estado metabdlico
de la planta (Mocali et al., 2003; Egamberdieva et al., 2017; Wang et al., 2001).

Durante los meses de verano, cuando la fotosintesis es mas activa debido a la
presencia de hojas, ademas de la captura presas, aparecen muchos grupos
endofiticos o estuvieron representados con mayor frecuencia, mientras que en la
roseta de invierno los aislamientos detectados casi desaparecieron durante los meses
de verano, posiblemente debido a la limitacion de los carbohidratos obtenidos de la
fotosintesis, por lo que se sugiere que los hongos presentes en invierno podrian estar
implicados en la obtencion de nutrientes a partir del suelo (Kirk et al., 2004). Por otra
parte, podrian conferir tolerancia a factores abibticos de estrés, promoviendo que la
planta tenga una respuesta favorable a los factores abidticos, lo cual podria estar
contribuyendo a la supervivencia de la planta (Sherameti et al., 2008). Este hallazgo

sugiere una adaptacion de la comunidad de enddfitos a las condiciones cambiantes
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del habitat de la planta, aunque esto no se puede dilucidar sobre la base de los datos

disponibles.

8.3. Diferencias entre 6rganos

Con base a la informacién obtenida del NMDS mostraron que la identidad de los
hongos aislados no fue diferenciada por el tipo de 6rgano, sin embargo, la tasa de
infeccion en raiz (28.33 %) presento diferencias significativas con relacion a la hoja
(17%). Estos resultados apoyan parcialmente la hipotesis de que el tipo de érgano

determinara los hongos endofitos presentes en la planta carnivora P. moranensis.

Aunque la captura de presas en P. moranensis se realiza a través de la superficie
adhesiva de sus hojas, las diferencias en la tasa de infecciéon con un alto porcentaje
en la raiz, posiblemente reflejen la habilidad de P. moranensis para absorber nutrientes
tanto a través de la captura de presas como mediante el sistema radicular, como ha
sido reportado para otras especies de plantas carnivoras (Adamec, 2002). Por lo que
no es de sorprenderse que esto también propicie una mayor tasa de infeccién en la
raiz (Quilliam y Jones, 2010). Ademas de que los componentes de cada uno de los
organos pueden influir en la colonizacién de los hongos, esto puede resultar en,
diferencias en la composicion y diversidad de hongos enddfitos, siendo un reflejo de
su capacidad para utilizar o sobrevivir dentro de un 6rgano en particular (Fang et al.,
2013; Wu et al., 2013).

8.4. Posible papel de los hongos endéfitos en P. moranensis

Se sabe que algunos enddfitos confieren distintos beneficios a su hospedero (Yan et
al., 2019), particularmente los géneros enddfitos encontrados en P. moranensis, se
han reportado en otras plantas carnivoras con actividades enziméticas como celulasa,
quitinasa y lipasa (Lee et al., 2014). Esto sugiera una posible implicaciéon en la
degradacion de la cuticula de las presas (Butt et al., 2016) y se sugiere que podrian
estar involucradas en la degradacién de la hojarasca (Pavlovic et al., 2011). En las
hojas de P. moranensis, ambas actividades podrian realizarse conjuntamente, ya que

ademas de la digestion de las presas se ha demostrado que las glandulas digestivas
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son capaces de la degradacion de granos de polen y de algunos restos vegetales que

guedan retenidos en la superficie adhesiva.

Por otra parte, es probable que los enddfitos puedan cumplir propiedades
antimicrobianas implicadas en un posible incremento a la resistencia a patdogenos (Lee
et al., 2014), similar a lo reportado en otros endofitos con actividad antimicrobiana los
cuales suprimen la mitosis de microorganismos patdégenos (Soliman et al., 2015;
Terhonen et al., 2016). A diferencia de otras especies de plantas en las que es comun
observar pérdida de tejido area debido al ataque de hongos, bacterias o virus, las hojas
de las plantas de esta especie suelen apreciarse libre de dafio por herbivoros y por

patogenos (R. E. Alcala, comunicacion personal).

No existe informacion que permita saber si P. moranensis tiene la habilidad de obtener
nutrientes por ambas vias, por la captura de presas y por el sistema radicular. Algunas
especies de plantas carnivoras han evolucionado contundentemente hacia la
carnivoria, por lo que su sistema radicular es muy reducido y limitado basicamente a
funciones de anclaje. Otras especies, por el contrario, han mantenido la habilidad de
obtener nutrientes mediante la raiz, por lo que la carnivoria parece facultativa
(Adamec, 2002). En ese sentido, la presencia de hongos en la raiz y de una tasa de
infeccion mayor que la observada en las hojas, resulté sugerente de esta habilidad en

P. moranensis.

La presencia de hongos endofitos en las rosetas de resistencia quiza representa un
reto mayor, dado que se espera que las funciones vitales de las plantas en los meses
invernales en los que escasea el agua se vean disminuidas. A pesar de que la
interaccion entre enddfitos y plantas carnivoras ha comenzado a explorarse, el papel
que pueden jugar los hongos endofitos en ellas permanece practicamente
desconocido. Los resultados derivados de este trabajo junto con los reportados en la
literatura sugieren que la prevalencia de los hongos endofitos en plantas carnivoras es
posiblemente el resultado de una evolucién conjunta (Rodriguez et al., 2009; Boyandin
et al., 2013).
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Este es el primer estudio de la comunidad de hongos enddfitos en una planta carnivora
gue permiten apreciar el efecto que la heterogeneidad espacial y temporal tiene en la
interaccion entre hongos endofitos y plantas carnivoras. Sin embargo, es necesario
realizar experimentos que permitan dilucidar mas claramente algunos de los aspectos

de la interaccion entre los hongos enddfitos con las plantas carnivoras.
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9. Conclusiones

1.

La heterogeneidad ambiental esta asociada con las diferencias en la comunidad
de hongos endofitos y en la tasa de infeccidn.

La heterogeneidad temporal jug6 un papel mas importante en la configuracién
de la estructura de la comunidad de hongos endofiticos con respecto de la
heterogeneidad espacial.

La tasa de infeccion de los hongos endofitos aislados de raiz fue mayor con
relacion a la hoja presentando diferencias significativas.

La tasa de infeccidn entre poblaciones mostré que Taxco presenta el porcentaje
mas bajo de infeccion, diferenciandose significativamente de Cuernavaca y
Zempoala.

No se observé una diferenciacion en la estructura de la comunidad de hongos
endofitos por el tipo de 6rgano, sin embargo, si hay una diferenciaron
significativamente en la tasa de infeccidn entre raiz y hoja.

El uso del marcador D1/D2 de la subunidad grande ribosomal (LSU 28S) rADN,
permitid la identificacion de los hongos enddfitos aislados de P. moranensis a
nivel de género. A pesar de ello, es esencial el uso de datos de secuencias
multilocus para poder identificar a un nivel taxondmico inferior los hongos

endofitos aislados.
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