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RESUMEN

Selaginella lepidophylla es una planta conocida debido a que puede sobrevivir
largos periodos en estado deshidratado, gracias a su capacidad para tolerar la
deshidratacion. Esta predisposicion se debe a la expresion y sintesis de metabolitos
gue fungen como osmo-protectores ante diversos factores de estrés; dentro de
estos, la sintesis y acumulacion de grandes cantidades de trehalosa se considera
como el principal mecanismo de la tolerancia a la deshidratacion. Sin embargo, se
ha reportado que los niveles de trehalosa no son exclusivos de S. lepidophylla, sino
que su acumulacion se debe a la presencia de organismos endofitos asociados a
ella que pueden sintetizarla. Los hongos enddfitos, en particular, constituyen un
grupo de microorganismos que se consideran socios simbidticos importantes para
el desarrollo de las plantas, al desarrollar funciones tales como la promocion del
crecimiento, la adquisicion de recursos del suelo y la tolerancia a diferentes tipos de
estrés.

El objetivo del presente trabajo fue el de aislar e identificar los endéfitos fungicos
asociados a Selaginella lepidophylla de dos estados fisiolégicos naturales de la
planta (hidratada y deshidratada), asi como también determinar sus caracteristicas
de promocion del crecimiento vegetal: sintesis acido indolacético (AlA), produccion
de sideroforos y solubilizacion de fosfatos.

Se obtuvieron 81 aislados a partir de las microfilas y rizoforos de S. lepidophylla. La
sintesis de &cido indolacético (AlA) se observo en 59 aislados, los cuales mostraron
capacidad para sintetizarlo en presencia y/o ausencia de triptéfano. Con base en la
produccién de sideréforos, 25 aislados mostraron capacidad para quelar hierro,
pudiendo observarse sideroforos de tipo hidroxamato y catecol; por otro lado, so6lo
dos aislados fungicos mostraron capacidad para solubilizar fosfatos.

Con base en sus caracteristicas de promocion del crecimiento, se eligieron 23
aislados para su identificacion mediante herramientas moleculares amplificando la
region ITS, logrando identificar hongos pertenecientes a los géneros Setophoma,
Curvularia, Epicoccum, Alternaria, Didymella, Stagonosporopsis, Phoma,
Didymocrea, Nigrospora, Arthrinium, Trichoderma y Fusarium.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permitieron vislumbrar los diferentes
mecanismos mediante los cuales los hongos endoéfitos asociados a S. lepidophylla
pudieran estar confiriendo algun beneficio a la planta. De manera adicional, se
espera que en un futuro algunos aislados sean evaluados para determinar su
capacidad de sintetizar trehalosa y su efecto como organismos promotores del
crecimiento en plantas de interés agricola.

A nuestro conocimiento, este es el primer reporte realizado sobre los hongos
endofitos asociados a S.lepidophylla.



1. Introduccién

Los hongos endofitos son organismos que viven en asociacion con plantas en la
mayor parte o todo su ciclo de vida, y se encuentran en hojas, tallos y raices de
muchas plantas. Las interacciones entre los hongos enddfitos y las plantas se han
establecido generalmente como mutualistas, antagonistas o neutralistas. Asi, los
endofitos, que toman nutrientes y proteccion de su hospedera, en retribucion
pueden beneficiarla al inducir su crecimiento, aumentar su tolerancia al estrés y
producir metabolitos secundarios con amplia diversidad estructural que le brindan
proteccion y resistencia contra herbivoros y/o microorganismos fitopatdégenos, asi
como a promover su crecimiento (Sanchez-Fernandez et al., 2013). Debido a estas
caracteristicas, es que los hongos se consideran como socios simbidticos
importantes para el desarrollo de las plantas (Barrow et al., 2008; Hassan, 2017).

Selaginella lepidophylla, mejor conocida como “planta de la resurrecciéon”, es una
planta perteneciente a la familia Selaginellaceae, que se caracteriza por su
capacidad de resistir largos periodos en desecacion. La predisposicion para el
desarrollo de la tolerancia a la desecacién de S. lepidophylla se debe a la expresiéon
y sintesis de metabolitos que funcionan como osmo-protectores ante diversos
factores de estrés; dentro de estos, la sintesis y acumulacién de grandes cantidades
de trehalosa se considera como el principal mecanismo de tolerancia a la
desecacion. Sin embargo, se ha reportado que los altos niveles de trehalosa pueden
no ser el Unico componente implicado en la tolerancia a la deshidratacion, ya que
S. moellendorffii, que no es una planta de resurreccion, contiene niveles mas altos
del disacarido que S. lepidophylla (Yobi et al.,, 2012). Investigadores de la
Universidad de Lovaina en Bélgica, en un intento por aislar y caracterizar los genes
de biosintesis de trehalosa de Selaginella a partir de una biblioteca de cDNA,
mediante el uso de mutantes para la biosintesis de trehalosa de levadura, resultaron
en el aislamiento de un gran nimero de genes de biosintesis de trehalosa de origen
fungico, lo que sugiere que estos organismos también participan en el aporte del
disacarido (Pampurova et al., 2014), y en la produccién de otros metabolitos
(producciéon de fitohormonas, agentes solubilizadores de hierro y fosfatos) que
podrian influir en la capacidad de la tolerancia a la deshidratacion de la planta. En
el laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas del CEIB (UAEM), se desarrolld un
proyecto de establecimiento in vitro de plantas axénicas (libres de microorganismos
endofitos) de S. lepidophylla, del cual resulté sumamente complicado adaptar
plantas a condiciones de crecimiento en maceta, lo cual nos hace sugerir que los
endofitos son importantes en el proceso de adaptacion de un ambiente de alta
humedad (in vitro) a uno de baja humedad (ex vitro). A nuestro conocimiento, éste
es el primer reporte realizado sobre los hongos endoéfitos asociados a S.
lepidophylla, y los resultados obtenidos en este estudio pueden servir como un
primer indicio para denotar la capacidad que poseen estos organismos para conferir
algun tipo de beneficio a las plantas.



2. Marco teorico.
2.1 El estrés en los organismos

Las plantas estan continuamente expuestas a distintas condiciones de estrés, el
cual se define como aquellas condiciones externas que afectan adversamente el
crecimiento, desarrollo y productividad de éstas. El estrés puede ser biotico,
impuesto por otros organismos, o abiotico, que surge por un déficit o exceso en el
entorno fisico o quimico (inundaciones, sequias, altas o bajas temperaturas,
salinidad excesiva del suelo, nutrientes minerales inadecuados y exceso 0
insuficiencia de luz, entre otros) (Buchanan et al., 2006).

El estrés desencadena una amplia gama de respuestas de las plantas, desde
alteraciones en la expresion génica y el metabolismo celular hasta cambios en la
tasa de crecimiento y el rendimiento; la duracion, intensidad y velocidad a la que se
impone el estrés influye en la forma en que responde la planta (Figura 1).

el BN
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Caracteristicas
del estrés

Sobrevivencia y

Resistencia

crecimiento

- ptihilidad

Etapas de

desarrollo
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de estrés

Figura 1. Factores que determinan la respuesta de la planta al estrés. El genotipo y las
circunstancias del desarrollo de la planta, la duracion y la severidad del estrés y el nimero de
exposiciones al que la planta fue sometida (Tomado y modificado de Buchanan et al, 2006).

2.1.1 Estrés hidrico

El estrés hidrico puede afectar a las plantas si el ambiente en el que se encuentran
contiene un exceso de agua o si su volumen o calidad es insuficiente para sostener
sus necesidades béasicas. Muchas condiciones ambientales pueden ocasionar un
déficit de agua en las plantas: periodos cortos de lluvia o ausencia de ésta, altas
concentraciones de sal y/o bajas temperaturas. A lo largo de la evolucion, las
plantas han desarrollado diferentes respuestas y adaptaciones que les permiten
sobrevivir en estas condiciones, afectando su morfologia, fisiologia y metabolismo
(Figura 2) (Covarrubias, 2007).
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Figura 2. Estrategias empleadas por las plantas para resistir la sequia.

Los organismos, incluyendo las plantas, adaptados a la sequia poseen
mecanismos, estructuras y estrategias que les confieren su aptitud para evitarla
(cambios en la transpiracion, respiracion, fotosintesis, distribucion de nutrientes,
ajuste osmdtico) o tolerarla (Soriano, 1980). Dentro de estos mecanismos, se
encuentra la tolerancia a la deshidratacion, la cual se define como la capacidad que
tienen algunos seres vivos (plantas, bacterias, hongos, insectos) para sobrevivir
eventos extremos de falta de agua (pérdida del 80-95% de su contenido de agua
total) sin sufrir dafios irreparables (Pampurova & Van Dijck, 2014).

Las plantas de resurreccion responden a la deficiencia de agua por medio de la
combinacion de diferentes mecanismos de proteccibn, ya sea de manera
constitutiva o inducida, los cuales van acompafados de distintos cambios
fisiolégicos, metabdlicos y moleculares que les permiten sobrevivir en ese estado
(Yobi et al., 2013) (Figura 3).



percepcion

T™~_  delestrés /
sequia /' = ﬁ\
transduccién de seiales

adaptaciény
sobrevivencia ’

N |
. JK
r— —~

respuestas
metabélicas

Figura 3. Mecanismos fisiol6gicos de Adaptacidn y sobrevivencia al estrés hidrico en plantas
(Tomada de Covarrubias, 2007).

Algunos de los mecanismos de las plantas para tolerar la desecacion son (Figura

4).

Expresion de genes (ELIPs, LEAs, HSPs): las proteinas tempranas
inducidas por luz (ELIPs) dan proteccion contra dafio foto-oxidativo durante
la fase de desecacion. Por otro lado, las proteinas de embriogénesis tardia
(LEAS) y de choque térmico (HSPs) proporcionan estabilidad a la membrana
y estructura de las proteinas, y funcionan como un mecanismo de proteccion
constitutivo (VanBuren et al., 2018).

Sintesis de aminoacidos (y-glutamil): participan en el proceso de
desintoxicacion por especies reactivas de oxigeno (ROS) y en la movilizacion
de nitrégeno después de la rehidratacién (Yobi et al., 2013).

Sintesis de compuestos secundarios (flavonoles —apigenina, luteolina,
naringenina-, estilbenos): mitigan el dafio causado por los radicales libres
de la luz UV y estabilizan las estructuras de membrana (VanBuren et al.,
2018).

Acumulacién de polioles (sorbitol, xilitol, glicerol): los polioles son
carbohidratos que contienen mas grupos hidroxilo que el azlcar al cual estan
asociado, y ayudan a reducir la tension superficial del agua, disminuyendo su
pérdida durante el proceso de la desecacion y ayudando a ingresarla en la
rehidratacion. También actian como osmoprotectores, estabilizando la
estructura de las proteinas y disparando genes de expresion de estrés
adaptativo (ABA, HSP, DI, ERD, HTX) (Yobi et al., 2013).

Acumulacién de azUcares de manera constitutiva (sacarosa, glucosa,
trehalosa): la combinacion de la sacarosa con otros azlcares 0
macromoléculas ayuda en la proteccion de los tejidos vegetales durante la
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desecacion por medio de la formacién de cristales anhidro o por el reemplazo
de agua. La sintesis de trehalosa cumple con varias funciones, como fuente
de carbono, componente estructural y molécula regulatoria (Pampurova et
al., 2014).

Hidratado
» .
8
.

Desecacion

semillas \ o
N  Biosintesis de aztcares y
N I osmoprotectores

S

Deshidratado

Rehidratacion

Germinacidn
Y Yy

Figura 4. Mecanismos de tolerancia a la desecacién en la planta de resurreccion Xerophyta
viscosa (Tomada de VanBuren, 2017).
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2.2 Género Selaginella

Las licofitas representan un linaje de plantas vasculares clave compuesto por
alrededor de 1000 especies, que incluye tres érdenes: Lycopodiales (licopodios),
Isoetales (isoetes) y Selaginellales (selaginelas), que surgieron hace mas de 400
millones de afios durante el Silurico y dominaron la flora de la Tierra desde el
Devonico hasta el Carbonifero (Figura 5) (Yobi et al., 2013).
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Figura 5. Relacidn filogenética del 6rden Selaginellales respecto a otros grupos de plantas, y
dentro del cual se encuentra S. lepidophylla (Tomada de Banks, 2009).

Actualmente, Selaginella es el inico género viviente del orden Selaginellales, y esta
conformado por aproximadamente 700 especies distribuidas en una gran variedad
de habitats (Yobi et al., 2013).

El género esta caracterizado por la presencia de microfilas (hojas aplanadas
dimorficas) y rizéforos (Figura 6) (Banks, 2009):

e Microéfilas: hojas con una sola vena no ramificada que estd conectada
directamente al haz vascular del tallo de la planta. Cada microfila posee una
simetria abaxial/adaxial distinta; la epidermis abaxial de las micréfilas
dorsales y la epidermis adaxial de las microéfilas centrales tienen un solo
cloroplasto por célula, y las estomas se limitan a la superficie abaxial.

e Rizo6foro: primera estructura que emerge del meristemo apical de la planta
para, finalmente, dar origen a la raiz.

Microphyll leaves

vascular tissue o a0inena kraussiana
(Krauss's spike moss)

Rhizophore
Roots \ :
Figura 6. Estructura general del género Selaginella (Tomada y modificada de Banks, 2009).

A pesar de que casi todas las especies de Selaginella son susceptibles a la
deshidratacion, algunas especies han desarrollado tolerancia a la deshidratacién, y
debido a esto son conocidas como “plantas de resurreccion”; S. lepidophylla, en
conjunto con S. tamariscina y S. bryopteris son algunas especies de la familia
Selaginellaceae que han desarrollado esta capacidad (Yobi et al., 2013).



Las plantas de resurreccion pasan por diferentes estados de desecacion, los cuales
van acompafados de diversos cambios fisiologicos, metabdlicos y moleculares,
representando una adaptacion ecofisioldgica particular entre las plantas vasculares
(Yobi et al., 2013). Un atributo importante para la tolerancia a la deshidratacion de
este tipo de plantas es su capacidad de acumular compuestos compatibles con su
metabolismo como la prolina, el manitol, el pinitol, la betaina, la sacarosa y la
trehalosa. Esta ultima juega un papel osmoprotector importante, estabilizando las
membranas y estructura de las proteinas durante el periodo en que la planta esta
deshidratada (lturriaga et al., 2009).

2.2.1 Selaginella lepidophylla

S. lepidophylla, también conocida como “rosa de Jericd”, “siempre viva”, “doradilla”
o “flor de roca”, es una planta xerdfita originaria del desierto de Chihuahua que
puede sobrevivir largos periodos de desecacion (Figura 7); también se distribuye a
lo largo del pais, en los estados de Baja California Norte, Baja California Sur,
Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guerrero, Jalisco, México, Morelos,
Nayarit, Nuevo Leodn, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora,
Tamaulipas y Zacatecas (Vazquez-Ramirez et al., 2005). Se emplea como diurético
y tratamiento para infecciones urinarias, cistitis, calculos renales, inflamacion de los
rinones y para dolores de cintura y espalda. Otros usos incluyen el tratamiento de
problemas digestivos, asi como para la tos, bronquitis e infecciones parasitarias
(Aguilar et al., 2015).

Cuando la planta se encuentra hidratada, S. lepidophylla muestra micréfilas verdes
totalmente expandidas, mientras que, durante la deshidratacion, las microfilas se
enrollan para formar una esfera apretada de entre 6 y 8 cm de diametro, como una
respuesta adaptativa para protegerse contra dafios causados a altas radiaciones o
temperaturas, o ambas (Figura 7) (Rafsanjani et al., 2015).
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Figura 7. Planta de S. lepidophylla en estado hidratado y deshidratado. Se muestran ambos
estados de la planta (a-hidratado y b-deshidratado), y un modelo simplificado para la respuesta
hidraulica (c) (Tomada y modificada de Rafsanjani et al., 2015).

Cuando la planta es sometida a cambios en el ambiente que limitan la cantidad de
agua que la planta recibe, se produce un estado de vida latente para evitar dafios
en los tejidos; durante la desecacion, las células de S. lepidophylla sintetizan el
disacarido trehalosa. La presencia de este disacéarido tiene diversas funciones
donde, ademas de osmoprotector, juega un papel esencial en diversas etapas del
desarrollo de la planta como formacion del embrién y floracion. La trehalosa también
parece estar involucrada en la regulacion del metabolismo del carbono y en la
fotosintesis, y su acumulacion esta asociada a una mayor tolerancia al estrés
abidtico (Vargas et al., 2009; Suérez-Rodriguez et al., 2015).

2.3 Trehalosa

La trehalosa (a-D-glucopiranosil, a-D-glucopirandsido o a, a-trehalosa) es un
disacarido no reductor formado por dos moléculas de glucosa. Se encuentra
ampliamente distribuida en todo el mundo biolégico (Figura 8), siendo comun en
levaduras, bacterias y esporas, cuerpos fructiferos y células vegetativas de hongos.
También se encuentra en plantas no vasculares como S. lepidophylla, plantas



superiores como Arabidopsis y en algunos pastos de resurreccion, como
Sporobolus atrovirens y en algunos insectos (lturriaga et al., 2009).
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Figura 8. Historia evolutiva de la biosintesis de trehalosa (Tomada de Iturriaga et al., 2009).

La trehalosa sirve como azucar de reserva 'y como osmoprotector frente a diferentes
tipos de estrés ambiental; cuando esto sucede, se acumula gradualmente dentro
del citoplasma del organismo como respuesta directa, donde evita que las
macromoléculas se desnaturalicen y, ademas, impide su agregacion (Walmagh et
al., 2015).

23.1 Propiedades fisicoquimicas de la trehalosa

La trehalosa es una molécula que desempenfia diversas funciones bioquimicas, ya
sea como fuente de carbono o energia, molécula sefial, componente de lipidos en
la pared celular, o bien, como agente protector ante condiciones de estrés ambiental
(Suérez-Rodriguez et al., 2015). Al ser un disacarido no reductor, posee
caracteristicas especificas, de las cuales las mas importantes son la alta
temperatura de transicion vitrea y la fuerte interaccion del enlace de hidrégeno entre
el agua y la trehalosa, lo que la hace una estructura muy estable en comparacion
de otros azucares, como la sacarosa (Pampurova et al., 2014).

La trehalosa es capaz de proteger y estabilizar la estructura y funcion de las
proteinas, asi como la integridad de las membranas biolégicas bajo condiciones de
estrés abiotico. El mecanismo de accién de la trehalosa sobre las proteinas se debe
al reemplazo de las moléculas de agua, lo cual permite la formacion de una capsula
alrededor de éstas, gracias a la interaccion entre los grupos polares de la proteina
y los grupos hidroxilos del azucar, protegiendo su estructura terciaria y su actividad
(Suéarez-Rodriguez et al., 2015). En las membranas, la trehalosa favorece el estado
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fluido de los liquidos, evitando su fusién, separacién y rompimiento de fases;
asimismo, retarda la transicion de liquido a gel mediante el reemplazo de las
moléculas de agua por las de trehalosa, manteniendo a las membranas en forma
de cristal liquido (Figura 9) (Iturriaga et al., 2009).
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Figura 9. Modelo de osmoproteccién de la trehalosa. a) En proteinas, al disminuir el agua se
forma una capa protectora de trehalosa que atrapa el agua disponible que asi queda en contacto
con la proteina. b) Las membranas biol6gicas son protegidas por la trehalosa durante la desecacion
evitando su fusion, cambio de fase y rompimiento (Tomada de Suarez-Rodriguez et al., 2015).

2.3.2 Vias de Sintesis y degradacién de la trehalosa

Existen cinco vias de biosintesis de trehalosa distribuidas en plantas, animales,
hongos y en bacterias (Figura 10) (Iturriaga et al., 2009):

a) Viatrehalosa-6-fosfato-sintasa (TPS): ruta mas comun y mejor estudiada.
Cataliza la transferencia de glucosa por medio de UDP-glucosa a glucosa-6
fosfato, lo que lleva a trehalosa-6 fosfato (T6P). En una segunda etapa, la
trehalosa-6-fosfato fosfatasa (TPP) cataliza la hidrolisis del grupo fosfato del
disacarido intermedio para generar trehalosa. Esta ruta se encuentra en una
variedad de organismos; por ejemplo, insectos, plantas como S. lepidophylla
y Arabidopsis thaliana, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae.
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b) Via trehalosa sintasa (TS): cataliza una disposicion intramolecular de

d)

maltosa, para convertir el enlace glicosidico a-(1-4) de este disacarido en el
enlace a-(1-1) trehalosa. Esta enzima se encuentra en varios organismos
como Pimelobacter sp., Pseudomonas syringae y Thermus caldophilus.

Via TreY-TreZ: presente en bacterias donde la conversion de malto-
oligosacaridos presentes en el almidon se descompone a trehalosa
(Sulfolobus, Arthrobacter, Rhizobium); es una via de dos pasos que involucra
maltooligosil-trehalosa-sintasa (TreY) que cataliza la conversion de
maltodextrinas a maltooligosiltrehalosa y, posteriormente, la maltooligosil-
trehalosa-trehalohidrolasa (TreZ), que rompe este intermedio para generar
trehalosa.

Via trehalosa fosforilasa (TreP): TreP cataliza una reaccién reversible in
vitro, que hidroliza trehalosa y transfiere una molécula de glucosa al fosfato
inorganico, para formar glucosa-1-fosfato y liberar glucosa libre. Esta
presente en Agaricus bisporus, Catellatospora ferruginea, Euglena gracilis y
Flammulina velutipes.

Via trehalosa glicosil transferasa-sintasa (TreT): que da lugar a la
formacion de trehalosa a partir de ADP-glucosa y glucosa. Esta reaccién es
muy similar a la descrita para UDP-glucosa y glucosa-6-fosfato, pero varia
porque la sintesis se produce en una sola reaccion y los productos son
trehalosa y ADP. Esta reaccion reversible se ha detectado en diversos
organismos, como Thermococcus litoralis y Sulfolobus solfataricus KM1.
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A) TPS/TPP

UDP-glucosa  =———3 Trehalosa-6-fosfalo === Trehalosa
+ Trehalosa 6-fosfato Trehalosa 6-fosfato

Sintasa (TPS) fosfatasa (TPP)
Glucosa-6-fosfato

B)TS
Maltosa =————— Trehalosa
Trehalosa sintasa
(TS)

C) TreY/TreZ
Maltooligosacaridos =3 Maltooligosiltrehalosa =3 Trehalosa
almidon o glucégeno

Maltooligosil-trehalosa Maltooligosil-trehalosa
Sintasa (TreY) trehalohidrolaza (TreZ)
D) TreP
Glucosa 1-fosfato (---__.........--_-.2 Trehalosa
+ Trehalosa fosforilasa +
Glucosa (TreP) Pi
E) TreT
ADP-glucosa _____________); Trehalosa
+ Trehalosa glicosiltransferasa +
Glucosa sintasa (TreT) ADP
F) TreH
Trehalosa >» D-Glucosa
Trehalasa +
(TreH) D-Glucosa

Figura 10. Vias de biosintesis (A-E) y cataboélica (F) de la trehalosa. (Tomada y modificada de
Iturriaga et al., 2009).

2.4 Organismos endofitos

Las plantas albergan una amplia diversidad de microorganismos tanto dentro como
fuera de sus tejidos. Estos microorganismos estan implicados en funciones
importantes como la nutricién de las plantas, proteccion contra patdgenos y la
resistencia a diversos tipos de estrés bidtico y abidtico.

Las interacciones entre la planta y los microorganismos ocurren en diferentes
niveles: en el suelo, con microorganismos asociados a las raices; en la rizésfera,
sobre la periferia de las raices; en el rizoplano, con microorganismos asociados a la
superficie del tejido de la raiz (ectomicorrizas); y en los tejidos aéreos, en las hojas.
Asi mismo, algunos microorganismos son capaces de penetrar e invadir los tejidos
internos de la raiz, formando parte de la endosfera de la planta. En la gran mayoria
de las plantas terrestres, la endésfera de la raiz esta colonizada por hongos en
conjunto con bacterias y algunas arqueas (Figura 11) (Vandenkoornhuyse et al.,
2015; Hamzah et al., 2018).
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Figura 11. Representacion esquematica de las principales fuentes de microbios que
componen las comunidades asociadas a las plantas (Tomada y modificada de Andreote et al.,
2014)

24.1 Endosfera

El término enddfito se refiere a todos los organismos que colonizan por un periodo
variable de su ciclo de vida los tejidos internos vivos de las plantas sin producir
sintomas visibles de enfermedad. Los endéfitos comunes incluyen a una variedad
de bacterias y hongos, y pueden aislarse tanto de plantas silvestres como cultivadas
(Shi et al., 2013). Las primeras evidencias de asociacion entre los microorganismos
y las plantas se han descubierto a partir de observaciones de tejidos de tallos y
hojas fosilizadas, suponiendo que la asociacion planta-microorganismo pudo haber
ocurrido junto con la aparicion de las primeras plantas en la tierra (Taylor et al.,
2015). Como resultado, es posible que algunos de estos microorganismos hayan
adquirido un sistema genético para transferir informacién desde la planta hospedera
a ellos o viceversa, permitiéndoles desarrollar diferentes mecanismos para lidiar con
las condiciones cambiantes del ambiente y, del mismo modo, permitir una mayor
compatibilidad con su planta hospedera (Strobel, 2003; Pérez et al., 2009).

El estrecho vinculo de estos organismos dentro de los tejidos de las plantas puede
ayudar a mejorar su desarrollo mediante una amplia variedad de mecanismos
directos e indirectos, ya sea facilitando el intercambio de nutrientes, mejorar la
actividad de diversas enzimas y la distribucion de hormonas promotoras de
crecimiento, asi como la capacidad para movilizar fosfato insoluble hacia los tejidos.
De la misma forma, la asociacion planta-endofito mejora la salud de la planta,
contribuyendo potencialmente a la proteccion de éstas contra la patogénesis
microbiana (Barrow et al., 2008; Hassan, 2017).
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2.4.2 Hongos enddfitos

En la naturaleza, las plantas tienen una relacion intrinseca con una amplia gama de
microorganismos. Los hongos enddfitos son aquellos microorganismos que estan
asociados con las plantas y las habitan durante cierto periodo de tiempo sin causar
ningun tipo de dafio, y que pueden actuar como promotores del crecimiento,
defensores contra los depredadores y/o competidores de los patdégenos
microbianos (Adnan et al., 2018). Los compuestos bioactivos producidos por estos
microorganismos son muy importantes para aumentar la adaptabilidad de los
hongos y sus plantas hospedantes, como la capacidad de tolerar diversos tipos de
estrés bidtico y abidtico (Jia et al., 2016).

Los hongos enddfitos conforman un grupo diverso y polifilético, distribuyéndose en
cerca de 300,000 especies de plantas terrestres. La mayoria pertenecen al phylum
Ascomycota, aunque también se han encontrado en los Basidiomycota,
Zygomycota y Oomycota (Jia et al., 2016; Paris, 2016).

Histéricamente, los hongos endéfitos se han clasificado en clavicipitaceos y no
clavicipitaceos, basados en su filogenia e historia de vida (Tabla 1) (Sanchez-
Fernandez et al., 2013). Ambos grupos se diferencian, entre otras caracteristicas,
por su tipo de transmisién, siendo principalmente vertical (a través de las semillas)
en el primero y horizontal (a través del medio ambiente) en el segundo. Estos
procesos de transmisién se han relacionado con la diversidad de la comunidad
enddfita en la planta; en la vertical un genotipo dominante coloniza la planta,
mientras que en la horizontal la incidencia y riqueza aumentan conforme a la edad,
como consecuencia de varios eventos de infeccion a lo largo del tiempo (Lizarazo-
Medina et al., 2014).

Con base en las caracteristicas de colonizacion, se distinguen 4 clases de endéfitos
(Hardoim et al., 2015):

e Clase 1: hongos que colonizan tallos y rizomas, con transmisién horizontal y
vertical (los hongos clavicipitdceos son clasificados dentro de esta clase).

e Clase 2: hongos que colonizan los tejidos aéreos y subterraneos, que se
transmiten horizontal y/o verticalmente.

e Clase 3: contienen principalmente miembros de Dikaryomycota
(Ascomycota o Basidiomycota). Los miembros de esta clase estan
mayormente restringidos a tejidos aéreos de sus hospederas y se transmiten
horizontalmente.

e Clase 4: comprende enddfitos septados oscuros que, de forma similar a los
hongos micorrizicos, estan restringidos a las raices, donde residen entre si
y/o intracelularmente en las capas de células corticales.

Los hongos clavicipitaceos son endofitos que colonizan los pastos (por ejemplo,
hongos del género Epichlogé, Balansia), mientras que los no clavicipitdceos
colonizan las plantas no vasculares, helechos, coniferas y angiospermas (por
ejemplo, hongos del género Acremonium, Cladosporium, Alternaria, Fusarium,
Pestalotiopsis, Phoma, Phomosis, Colletotrichum) (Sanchez-Fernandez et al.,
2013). Algunos endofitos son capaces de habitar en diferentes tejidos vegetales,
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tales como hongos del género Alternaria, Cladosporium, Colletotrichum, Guignardia,
Phoma, Phomosis, Phyllosticta y Xylaria (Bezerra et al., 2015).

Tabla 1. Grupos y clases de hongos endéfitos.

Clavicipetaceos

No clavicipetaceos

Criterio
Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
Rango de .
hospederos Reducido Extenso Extenso Extenso
Tejidos que : Tallos, hojas y velles, (g, .
i Tallo y rizomas . corteza, flores, Raices
colonizan rizomas
frutos
Colonizacién . . L .
in planta Extensiva Extensiva Limitada Extensiva
Blc_)dlverS|dad Baja Baja Alta Desconocida
in planta
o Vertical y Vertical y . .
*
Transmision horizontal horizontal Horizontal Horizontal
Incrementan la Inducen resistencia
Incrementan la biomasa de la a enfermedades,
biomasa de la planta, confieren proteccién contra Inhiben el

planta, confieren
tolerancia a la

tolerancia al
estrés abidtico y

herbivoros y
modifican la

crecimiento de
patdégenos y

FUTFIQn sequia y producen | bidtico y protegen sensibilidad al producen
Hellogies! metabolitos contra hongos estrés abidtico metabolitos
secundarios patdégenos por mediante la secundarios téxicos
toxicos contra accion de los produccion de los para herbivoros
herbivoros metabolitos metabolitos

secundarios secundarios

*Transmision de los hongos enddfitos (HE) en plantas: vertical, a través de las semillas, y
horizontal, se adquieren del medio ambiente (Tomada de Sanchez-Fernandez et al., 2013).
2.4.3 Interaccion hongo-planta
Durante el largo periodo de coexistencia y los procesos evolutivos, se han
establecido diferentes relaciones entre los hongos enddfitos y las plantas huésped.
Dentro de las interacciones que existen entre los hongos endéfitos y las plantas
existen tres tipos: los endodfitos “obligados”, que requieren de los tejidos de las
plantas para completar su ciclo de vida (por ejemplo, los hongos micorrizicos y
miembros de los géneros de la familia Clavicipitaceae (Ascomycota); los enddfitos
"oportunistas”, que prosperan principalmente fuera de los tejidos de las plantas y
entran esporadicamente en la enddsfera de la planta (entre estos se encuentran
hongos de los géneros Hypocrea y Trichoderma); por ultimo, estan los enddfitos
“facultativos”, que comprende la gran mayoria de los microorganismos endofiticos.
De este grupo aun no estan claros los detalles de la interaccion hongo-planta
(Hardoim et al., 2015; Jia et al., 2016).

Algunos microorganismos son conocidos por los diferentes beneficios que le aporta
a su hospedera. Los Organismos Promotores de Crecimiento Vegetal (OPCV), son
un grupo conformado por diversas bacterias y hongos que pueden incrementar el
crecimiento y productividad en las plantas. Asi, los endofitos que toman nutrientes
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y proteccion de su hospedera, en retribucion, pueden beneficiarla al inducir su
crecimiento, aumentar su tolerancia al estrés y producir metabolitos secundarios
con amplia diversidad estructural que le brindan proteccién y resistencia contra
herbivoros y/o microorganismos fitopatdégenos (Sanchez-Fernandez et al., 2013).

Se puede inferir que estos organismos pueden inducir el crecimiento vegetal a
través de mecanismos directos e indirectos (Figura 12). Los mecanismos directos
incluyen la produccion de fitohormonas, por ejemplo, acido indolacético (AlA), &cido
giberélico, citoquininas y acido abscisico (ABA) o bien, la capacidad para solubilizar
fosfatos. Los mecanismos indirectos se deben a la modificacion del ambiente
rizosférico y su ecologia, actuando como agentes de biocontrol de fitopatdbgenos
mediante la liberacion de siderdforos, B-1, 3-glucanasas, quitinasas, antibiéticos,

entre otras (Gonzalez & Fuentes, 2017).

® CONTROL DE FITOPATOGENOS

PROMOCION DE CRECIMIENTO \ »

on de sideréforos

* Secrecion de enzimas hidroliticas

* Auxinas (AIA)

* Giberelinas (AG;)

* Citocininas

* Solubilizacion y
movilizacién de fosfatos

* Fijacion de nitrégeno

* Antibiosis (surfactina, fengicina,
iturina A, bacilomicina)

* Estimulacion de produccion de
fenilalanina-amonioliasa y
peroxidasa

* Actividad acilhomoserina lactonasa

* Glucanasas

* Celulasas

* Lipasas

* Resistencia Sistémica Inducida

Figura 12. Representacion gréafica de los efectos de los OPCV en las plantas (Tomada de
Samaniego-Gamez et al., 2017).

2.4.3.1 Biosintesis de Acido Indolacético

Las fitohormonas son las moléculas sefial, que actian como mensajeras quimicas,
controlando el crecimiento y desarrollo vegetal. Aparte de su rol para el desarrollo
de las plantas, las hormonas son también los principales agentes que regulan la
respuesta a cambios en las condiciones ambientales (Bose et al., 2013).

Las auxinas son hormonas de crecimiento de plantas, debido a su capacidad de
estimular el crecimiento diferencial en respuesta a estimulos de luz, siendo las
fitohormonas que juegan el rol mas importante en el desarrollo de las plantas (Vega-
Celedon et al., 2016). El Acido Indolacético (AIA) es una de las mayores auxinas
fisiol6gicamente activas, producto del metabolismo del L-tript6fano, y es producido
por diversidad de microorganismos, que incluyen bacterias, hongos y levaduras. Al
igual que otras fitohormonas (por ejemplo, las giberelinas), el AIA es un compuesto
esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, teniendo efectos,
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principalmente sobre la elongacion y division celular, promoviendo el crecimiento
del tallo, y en las raices, estimulando su crecimiento y desarrollo (Syamsia et al.,
2015).

2.4.3.2 Produccion de Sideréforos

El hierro (Fe) constituye el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre,
siendo fundamental para la mayoria de los sistemas vivos. Principalmente, el hierro
juega un papel muy importante en las plantas para la formacion de la clorofila en las
células y como activador de varios procesos bioquimicos como la respiracion, la
fotosintesis y la fijacion de nitrogeno (Restrepo-Correa et al., 2017).

Los suelos generalmente contienen un abundante suministro de Fe; sin embargo,
la mayor parte de éste se encuentra en formas que no son facilmente asimilables
para las plantas. En estas condiciones, los organismos que dependen del suelo
como su Unica fuente de nutrientes minerales, son susceptibles a la deficiencia de
este elemento (Alexander & Zuberer, 1991). Frente a este contexto, la mayoria de
las células procaribticas, ciertos hongos y plantas elaboran mdultiples agentes
quelantes de bajo peso molecular y alta afinidad, que solubilizan el hierro férrico en
el medio ambiente y lo transportan a la célula, y son conocidos como sideroforos; la
mayoria de los sider6foros son de tipo catecolato o hidroxamato, pero se han
encontrado algunos que contienen otros grupos funcionales. La mayoria de los
hongos producen sideroforos de tipo hidroxamato, derivados del L-ornitina
(Renshaw et al., 2002; Hu & Xu, 2011).

Los complejos que forman los sideroforos con el hierro en el suelo, son asimilados
eficientemente tanto por el microorganismo que los produce como por los que
habitan en las cercanias, y es, precisamente, a través de la sintesis de sideroforos,
que algunos organismos presentes en el suelo influyen de manera positiva en el
crecimiento de las plantas. Adicionalmente, los sideréforos juegan un papel clave
en el control de microorganismos fitopatégenos, ya sea al secuestrar el hierro y/o
reducir las cantidades de este elemento disponibles para el crecimiento de éstos, 0
también al activar los sistemas de resistencia sistémica inducida de las plantas
(Benjumeda, 2017).

2.4.3.3 Solubilizaciéon de fosfatos

El fosforo (P) es un mineral esencial en los procesos nutricionales de las plantas.
Constituye mas del 0.2% del peso seco de éstas, por lo que se considera uno de
los requerimientos fundamentales para su crecimiento y funcionamiento. El fésforo
se encuentra involucrado en la division celular, en el desarrollo y crecimiento de las
raices, y en la formacién de semillas, y cumple funciones importantes en el
metabolismo energético celular y en el proceso de fotosintesis; sin embargo, a pesar
del vasto contenido de este elemento en los suelos, la mayor parte se encuentra de
forma insoluble para las plantas (Hernandez-Leal et al., 2011; Beltran-Pineda,
2015).
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La disponibilidad del fésforo puede ser facilitada por la accion de algunos hongos y
bacterias solubilizadores de fosfatos de calcio, hierro y aluminio. Debido a que estan
involucrados en un amplio rango de procesos que afectan la transformacion del P,
se consideran componentes integrales del ciclo edafico de este nutriente, facilitando
su movilidad en el suelo y transformandolo en compuestos accesibles para la planta.
Uno de los mecanismos de solubilizacion empleado por estos microorganismos,
principalmente en los hongos, es la produccién de diversos acidos organicos, como
el citrico, oxalico y malico, y la quelacion de los minerales que forman los complejos
insolubles con el fésforo (Hernandez-Leal et al., 2011).

2.5 Aislamiento e identificacion de hongos endéfitos

El desarrollo de métodos experimentales ha proporcionado informacion acerca del
papel crucial que tienen los hongos en los ecosistemas terrestres. Debido a ello,
aplicar el método adecuado en el aislamiento de los hongos resulta imprescindible
para llevar a cabo estudios de caracterizacion, identificacion y clasificacion
taxonomica de los mismos (Mier et al., 2013). Los métodos clasicos de cultivo para
aislar hongos se basan en la observacion directa de los especimenes y sus cultivos,
siendo selectivos en el sentido de que estan disefiados para prevenir el crecimiento
de microorganismos no deseados y favorecer el desarrollo in vitro de las formas en
que los hongos se encuentran de manera habitual para facilitar su identificaciéon (De
Souza-Motta et al., 2003; Paris, 2016).

En los estudios de diversidad de hongos, es frecuente que se presente la dificultad
de no poder realizar una identificacion a partir de sus caracteristicas morfoldgicas;
esto se debe principalmente a que no esporulan en medios de cultivos artificiales y
a que la mayoria de estos organismos no han sido descritos (Bayman & Otero,
2006). En la actualidad se ha extendido la aplicacion de técnicas moleculares,
enfocadas en el estudio y analisis de segmentos de ADN o ARN para identificar
hongos, permitiendo que la determinacién de la biodiversidad fungica pueda
abordarse de una manera mas rapida y fidedigna (Mier et al., 2013).

La regidn interna espaciadora transcrita (ITS) de la unidad ribos6mica nuclear
repetida es, con mucho, la regidon secuenciada mas comunmente utilizada para
consultas de sistematica y taxonomia a nivel del género para la determinacion de
los hongos. Esta region esta ubicada en el complejo del gen rDNA de todas las
células eucariotas, entre los genes 18Sy 5.8S (ITS1) y los genes 5.8S y 28S (ITS2)
(Figura 13) (Iwen et al., 2002). Los cebadores de PCR para obtener una amplia
aceptacion para el trabajo con Secuencias de Transcripcion Interna (ITS) fangicas
son "ITS1" e "ITS4", que amplifican secuencias altamente variables de ITS1 e ITS2
gue rodean la secuencia de codificacion 5.8S (esta secuencia se encuentra bien
conservada y tiene un alto grado de polimorfismo), y estan situadas entre la
codificacion de la secuencia de subunidad pequefia (SSU) y de la subunidad grande
(LSU) del operon ribosomal (Martin & Rygeiwicz, 2005).
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Figura 13. Estructura del grupo de genes de ARNr y posiciones de los cebadores de PCR
fangicos. El grupo se divide en regiones de codificacién (genes 18S, 5.8S y 28S) y no codificantes
(ITS). Las posiciones de los cebadores de PCR y su direccion de sintesis se indican mediante flechas

(Tomada de Lilley & Chinabut, 2000).
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3. Justificacién

Los hongos enddfitos se han encontrado en gran diversidad de plantas alrededor
del mundo, tanto de regiones templadas y de bosque tropical, asi como en campos
agricolas. Estudios recientes demuestran la capacidad que tiene este grupo de
organismos para producir compuestos activos que les confieren proteccion a las
plantas contra el ataque de patégenos y herbivoros, asi como a diferentes tipos de
estrés abidtico (sequia, salinidad, altas y bajas temperaturas). Esto constituye una
alternativa para la obtencion de precursores o moléculas novedosas de utilidad en
la agricultura.

S. lepidophylla es una planta que puede resistir largos periodos en estado
deshidratado, debido a su capacidad de acumular altas cantidades de trehalosa,
gue se sabe es un disacarido que ayuda en la proteccion de membranas, proteinas
y células contra el estrés por déficit de agua. A pesar de esto, se ha reportado que
los altos niveles de trehalosa no son determinantes para conferir la tolerancia a la
deshidratacion en esta planta, ya que Selaginella moellendorffii, que no es de
resurreccion, acumula niveles mas altos del disacérido (Yobi et al., 2012), lo cual
indica que la capacidad de S. lepidophylla para tolerar la deshidratacion puede
deberse no solo a la sintesis de trehalosa, sino también a la combinacion con otros
mecanismos. Investigadores de la Universidad de Lovaina en Bélgica reportaron
tras el analisis de una biblioteca de cDNA de la planta de resurreccion, genes de
biosintesis de trehalosa de origen fangico preferencialmente expresados, lo que
sugiere que estos organismos también participan en la sintesis del disacarido
(Pampurova et al., 2014). Estos resultados se ven apoyados por el estudio realizado
por Brighigna y colaboradores (2002), quienes observaron la presencia de
estructuras fungicas durante el proceso de rehidratacion de la planta. Del mismo
modo, el hecho de que S. lepidophylla es dificil de adaptar cuando crece en
condiciones axénicas in vitro (libre de enddfitos) (comunicacion personal, R.
Suarez), al ser transferidas a condiciones de invernadero, sugiere que los
organismos asociados a ésta se requieren y son necesarios para su crecimiento y,
ademas, podrian influir en conferir la capacidad de tolerancia a la deshidratacién a
través de la sintesis de diferentes tipos de metabolitos, tales como fitohormonas,
sideroforos y/o agentes solubilizadores de fosfatos.

Debido a lo anterior, el conocimiento de la microbiota asociada a S. lepidophylla, en
especifico los hongos endodfitos, asi como su caracterizacion bioquimica
(caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal) nos permitiran, en un futuro,
entender el papel que estos microorganismos juegan en la tolerancia a la
deshidratacion de esta especie.
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4. Hipoétesis
S. lepidophylla hospeda hongos endéfitos que contribuyen en el proceso de la
tolerancia a la deshidratacion.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Caracterizar molecular y bioquimicamente la microbiota enddfita fungica de la planta
de resurreccion Selaginella lepidophylla.

5.2  Objetivos particulares

e Aislar e identificar los hongos enddfitos de S. lepidophylla en dos estados
fisiol6gicos naturales de la planta (hidratada y deshidratada).

e Determinar caracteristicas de promocion del crecimiento en los hongos
endofitos aislados.

6. Metodologia

6.1 Estrategia experimental

Para cumplir los objetivos planteados en el siguiente proyecto, se plante6 la
estrategia experimental mostrada en la Figura 14.

Objetivo 1 [ Recoleccién de muestras de S. lepidophylia ]

[ Aislamiento e identificacion de HE ]—»[ Extraccion de DNA ]

v
[ PCR (ITS) ]
Determinacion de ¥
caracteristicas promotoras [

Y

Objetivo 2

de crecimiento Vegeta| Identificacion molecular ]

(analisis filogenético)

v v v

Cuantificacion de Produccion de Solubilizacion
acido indolacético sideraforos de fosfatos
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6.2  Origen de las muestras

Se realizaron 5 salidas de campo entre agosto de 2018 y julio de 2019,
correspondientes a los periodos de lluvias y sequia, para la recoleccion de
ejemplares de S. lepidophylla, realizandose un total de 2 colectas durante la época
de lluvias (agosto de 2018 y julio de 2019) y 3 durante la época de sequia (marzo,
abril y mayo de 2019), en el cerro de la Cruz, localizado en el poblado de San Andrés
de la Cal, en Tepoztlan, Morelos, México (18°57'22.2 W, 99°06'50.2” N, 1495
msnm). Esta localidad se caracteriza por tener un clima y vegetacién dominante de
selva baja caducifolia, con temperaturas de entre 24°C a 31°C y una precipitacion
pluvial de 9 mm/afio en época de secas y 145 mm/afio en época de lluvias.

En cada salida se colectaron 5 ejemplares de la planta, tomando la mayor cantidad
de suelo posible para evitar la pérdida de los rizoforos, y se trasladaron al laboratorio
de Fisiologia Molecular de Plantas del CEIB-UAEM, para su posterior
procesamiento, en un rango no mayor a dos horas posterior a su recoleccion.

= & .Universidad Auténoma
“Adel Estado de Morelos

SantajCatarina

» San And_rés
de'la Cal

Figura 14. Ubicacion geogréafica del poblado Andrés de la Cal en Tepoztlan, Morelos
(Tomada de Google Maps, 2018).

6.3 Aislamiento e identificacion de endofitos en Selaginella lepidophylla en
estado hidratado y deshidratado

Las plantas colectadas durante las salidas de campo se lavaron con abundante
agua corriente para eliminar el exceso de suelo y, posteriormente, se realizé un pool
de cada tejido (micrdfilas y riz6foros), con el fin de tener una muestra representativa
de las plantas analizadas. Los fragmentos seleccionados de los tejidos se
desinfectaron con una solucién de hipoclorito de sodio al 10% mas tritdbn X-100 al
0.05% durante 8 minutos. Finalmente, se hicieron lavados con agua destilada estéril
para eliminar completamente la solucién de desinfeccion.

De cada colecta se seccionaron un total 32 fragmentos (16 de micréfila y 16 de
rizoforo), de aproximadamente 1 cm, los cuales fueron sembrados en cajas de Petri
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con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) suplementado con Estreptomicina
a 200 pg/ml, para prevenir el crecimiento de bacterias. Los fragmentos se colocaron
evitando el contacto entre ellos, y se incubaron a 26 + 2°C de 3 a 5 dias, para permitir
el crecimiento de micelio.

Una vez observado crecimiento, se cortaron discos de 5 mm de didmetro y se
incubaron en cajas con medio de cultivo PDA a 26°C durante 5 dias, o hasta que el
hongo llenara la totalidad de la caja. Con el fin de verificar que el proceso de
desinfeccidon externo fue el adecuado, se realizaron impresiones de los tejidos de
las plantas seleccionadas sobre la superficie del medio y se mantuvieron en
incubacion durante 7 dias a 26 + 2°C.

La obtencién de los cultivos monospdéricos de los aislados se realizé agregando 2
ml de agua destilada estéril y se hizo un raspado con asa de vidrio; posteriormente,
se tom6 1 ml de muestra y se hicieron tres diluciones (1 x 101, 1 x 102y 1 x 109,
las cuales se plaquearon en cajas con medio PDA y se incubaron a temperatura
ambiente hasta observar el crecimiento de hifas de alguna de las diluciones.
Finalmente, se pas6 a una nueva caja, usando el mismo medio de cultivo. Los
cultivos puros, se conservaron en crioviales estériles con 1 ml de solucion estéril de
agua-glicerol 10% para ser almacenados a -80°C.

La identificacion de los hongos se realizé mediante la observacion morfolégica del
micelio de cada aislado y con preparaciones de laminillas con colorante azul de
lactofenol para identificar las caracteristicas micromorfoldgicas (tipo de hifa, tipo de
conidiéforo, tamafio y forma de las conidias) de los mismos (Mier et al., 2013).

6.4  Cuantificacion de Acido Indolacético (IAA)

La produccién de acido indolacético de los aislados se determind por el ensayo
colorimétrico utilizando el reactivo de Salkowski (Tsavkelova et al., 2007). Este
reactivo se emplea para determinar la presencia de grupos indol. Es un método
colorimétrico basado en la oxidacion que produce el acido perclérico a las moléculas
de indol, generando una coloracién que va de la gama de los rosados al fucsia,
siendo proporcional a la cantidad de AIA oxidado.

Las muestras se inocularon en matraces con 25 ml de medio Czapek-Dox (1%
peptona, 1% glucosa, 0.05% MgS0Oa4-7H20, 0.05% KCI, 0.001% FeSOa4-7H20; pH
7.3 £ 0.2) suplementado con 0.1% de triptofano y en medio sin suplementar; esto
con el fin de determinar la posible via de sintesis de AIA por parte de los aislados.
Los matraces se incubaron a 30°C, manteniendo en agitacion a 120 rpm (Séne et
al., 2015).

La concentracion de AlA de los aislados se determing a tres tiempos de crecimiento
(48, 72 y 96 h). Para ello, se tomaron 2 ml del cultivo en un tubo Eppendorf y se
centrifugd a 13,000 rpm durante 6 minutos. Posteriormente, se tomaron 500 pl del
sobrenadante y se pasaron a una celda para espectrofotbmetro, a la cual se
afiadieron 500 ul de reactivo de Salkowski (61.4 ml H20, 38.61 ml H2SO4, 1.2 g
FeCls); lo anterior se realizé por triplicado. Las muestras se agitaron vigorosamente
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y se incubaron durante 30 min en oscuridad. Finalmente, se hicieron las lecturas en
un espectrofotometro a 530 nm.

Para hacer la estimacion de la auxina en las muestras, se elaboré una curva
estandar para AlA con triptéfano y una sin triptéfano, a partir de una dilucion 1:10
de la solucion patron de AIA (10 mg AIA/mi etanol). Posteriormente, se prepararon
diluciones para obtener concentraciones de 40, 20, 10, 5y 1 ug AlA para 1ml de
medio Czapek-Dox con y sin triptdfano. La lectura de las muestras se realizé en un
espectrofotometro a 530 nm y se hizo el calculo de los resultados de las muestras,
expresando la concentracion de AlA en pg/ml (Tsavkelova et al., 2007).

6.5 Produccioén de Sideroforos

La produccién de sideroforos se determind cualitativamente utilizando el medio de
cultivo CAS. En este medio, el hierro se encuentra formado un complejo estable con
el Chrome Azurol S (CAS) y el HDTMA (bromuro hexadeciltrimetil amonio), siendo
este complejo el responsable de la coloracién azul del medio. Conforme un quelador
fuerte, como los sideréforos, capturan el hierro del complejo, éste pierde su color
azul y se torna naranja o rosado (Schwyn & Neilands, 1987; Siverio & Lépez, 1994).
Para el ensayo, se prepar6 medio PDA adicionado con CAS (60.5 g en 50 ml),
solucion de hierro 11l (1 mM FeClsOH20), HCI 10 mM (10 ml) y bromuro de hexadecil-
trimetil-amonio (HDTMA) (72,9 mg en 40 ml), en el cual se inocularon las muestras
de manera independiente, por triplicado, y se incubaron a 28°C por 7 dias.
Finalmente, se evaluod la produccion de sideroforos, a partir de la presencia de halos
de coloracion naranja-rosa alrededor del crecimiento del micelio. Para obtener una
estimacion cuantitativa de la producciéon de sideréforos se calculo la relacion entre
el didmetro del halo producido y el didmetro de la colonia al séptimo dia (Milagres
et al., 1999).

6.6 Solubilizacion de fosfatos

La capacidad de los hongos enddfitos aislados para solubilizar el fosfato se
determin6d por medio del ensayo en medio Pikovskaya-agar modificado (PVK)
(Hernandez-Leal et al., 2011). El indicador cualitativo de la accion solubilizadora de
fosfatos se puede observar al formarse un halo claro alrededor del micelio, debido
a la disociacion de los acidos organicos, que libera protones y contribuyen a reducir
el pH del medio.

Los aislados se inocularon en placas con medio PVK por triplicado, y se incubaron
durante 7 dias. La formacion de un halo claro alrededor del micelio se tom6 como
resultado positivo para la prueba y se realiz6 una estimacién cuantitativa de la
solubilizacion, la cual se calculo haciendo la relacion entre el diametro de la colonia
y del halo formado alrededor del micelio al séptimo dia.

6.7 Extracciéon de DNA de los enddéfitos aislados

Para le extraccion de DNA se utiliz6 un estuche de purificacion de DNA (DNA
Isolation Kit, Qiagen), para lo cual se prepararon tubos de ensayo con 25 mL de
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caldo de Papa Dextrosa (PDB), en los que se inocul6 una porcién pequeiia de
micelio de la muestra a extraer y se incubé en agitacion de 3 a 5 dias a 30°C.
Posteriormente, se centrifugd la muestra, se colecté el micelio en un tubo de
microcentrifuga y se almacené a -80 °C por al menos 8 h.

Las muestras congeladas se trituraron con pistilos y enseguida se afadieron 600pl
de buffer de lisis, se mezclaron durante 3 seg y se incubaron a 65 °C por 1 hr; a los
30 min de incubacion, las muestras se mezclaron por inversion 10 veces.
Posteriormente, se agregaron 3 ul de RNAsa (20 ng/ml), se agitaron y se incubaron
a 37°C de 15 — 60 minutos. Los tubos se centrifugaron para eliminar los restos
celulares y el sobrenadante se colectd en un nuevo tubo. Se afiadieron 200 ul de
solucién de precipitacion de proteinas y se agité a 14,000 rpm por 2 min. Enseguida,
se centrifugaron durante 3 min a 13,000 — 16,000 rpm hasta obtener un pellet. El
sobrenadante se paso a otro tubo y se agregaron 400 ul de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1), se mezclé y centrifugd nuevamente. Se colectdé el
sobrenadante en un tubo nuevo y se agregaron 600 pl de isopropanol absoluto. Las
muestras se mezclaron cuidadosamente y se centrifugaron por 1 min a 13,000 rpm.
Se decant6 el sobrenadante y se agregaron 600 pl de etanol al 70%. Las muestras
se mezclaron para su posterior centrifugacion y se decanté el sobrenadante hasta
retirar el exceso de liquido.

Las muestras se mantuvieron a 50°C durante 5 minutos, se afiadieron 30ul de Tris
EDTA pH= 8 (10 mM/1 mM) y se incubaron a 65°C durante 1 h. Se tomaron 2 pl
para corroborar la integridad del DNA obtenido por electroforesis en un gel de
agarosa al 1%. Finalmente, las muestras se almacenaron a 4°C hasta su uso en la
reaccion de amplificacion.

6.8  Amplificacion de la region ITS
Para la amplificacion de la region espaciadora interna transcrita (ITS) se utilizaron

el par de cebadores ITS1 e ITS4 (Tabla 2), y la reaccion de amplificacion se preparé
en un volumen final de 50 ul por muestra.

Tabla 2. Oligonucleo6tidos utilizados para la amplificacion de la region ITS.

Oligonucleodtido Tamatio del Secuencia
producto
ITS1 290 pb 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3
ITS4 550 pb 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3
(White et al., 1990)

La reaccion de PCR, se llevo a cabo bajo las condiciones mostradas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones para la amplificacién de laregion ITS por PCR.

ETAPA TEMPERATURA CICLOS
Desnaturalizacién Inicial 95°C 3 min 1 ciclo
Desnaturalizacién 95°C 30 sec
Alineamiento 55°C 30 sec 35 ciclos
Extension 72°C 1 min
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Elongacion 72°C 10 min 4°C
(Adnan et al., 2018)

Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% y se purificaron para su posterior envio a la Unidad de Secuenciacion
del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

6.9 Analisis filogenético

Una vez obtenidas las secuencias de DNA, se compararon con las secuencias
depositadas en la base de datos del NCBI con el programa BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para determinar los valores de similitud de
los aislados con diferentes géneros de hongos. Finalmente, el andlisis de relacidon
filogenética se realizo utilizando el método de Neighbor Joining (NJ) con el programa
MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013).

6.10. Analisis estadistico

La incidencia de hongos enddfitos fue comparada a nivel de tejido y época mediante
la determinacion del porcentaje variaciébn y prueba t-Student (a= 0.05) para
determinar diferencias significativas en relacion a estas variables. Con el fin de
determinar la relacion (similitud) entre cada una de las variables evaluadas (época
de aislamiento, tejido, produccion de AlA, sideroforos, solubilizacion de fosfatos),
asi como obtener un panorama general de los resultados obtenidos en este estudio,
se procedio a realizar un analisis de correspondencia multiple (ACM), el cual se
elabor6 con el programa STATISTICA 7.
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7. Resultados
7.1  Aislamiento e identificacion de hongos endoéfitos de S. lepidophylla

Para el aislamiento de los hongos enddfitos de S.lepidophylla se realizaron 5
colectas, dos durante la época de lluvias y tres durante la época de estiaje, de las
cuales se obtuvieron un total de 81 aislados fungicos a partir de las micrdfilas y
rizoforos de plantas de S. lepidophylla (Tabla 4).

Con base en los resultados obtenidos, se observé que no hubo una diferencia
significativa entre el nimero de aislados obtenidos de las micrdéfilas (40/81) respecto
del nimero de asilados de los rizéforos (41/81). A pesar de esto, se pudo encontrar
una variacion entre el nimero de hongos enddfitos a partir de los tejidos en relacion
a la época en que fueron aislados. Para el caso de las micréfilas, se observé un
aumento del 35% en el numero de aislados durante la época en que las plantas se
encontraban hidratadas (17/40) respecto a la época durante la cual las plantas
estaban deshidratadas (23/40), no asi en el caso del nimero de aislados a partir de
los rizoforos, en el cual se observd una disminucion del 36% durante la época de
lluvias (25/41) respecto a la época de estiaje (16/41).

Tabla 4. Aislados de hongos endéfitos de S. lepidophylla en dos estados de la planta.

Epoca Numero de Tipo de tejido
Colecta de plantas Microfila Rizéforo Total
colecta empleadas (Mi) (Ri)
1 .
(Agosto, 2018) Lluvia 2 12 5 17
2 .
(Marzo, 2019) Sequia 2 17 9 26
3 .
(Abril, 2019)  Seauia 2 5 4 9
4 p
(Mayo, 2019) Sequia 2 1 3 4
5 .
(Julio, 2019) Lluvia 2 5 20 25
Total 10 40 41 81

Los aislados se agruparon con base en sus caracteristicas morfolégicas (forma de
la colonia, color, textura del micelio, elevacién, tipo de micelio —aéreo, inmerso-)
para permitir una seleccion sistematica de los mismos. De acuerdo al color que
mostraba el micelio durante el crecimiento en medio de cultivo, los aislados se
clasificaron en 8 grupos (Figura 14, A-H) en: blancos (Cool Gray 1, PMS 1205),
cafés (PMS 411, 1405, 153), naranjas (PMS 143), negros (Black), rosas (PMS 183,
245, 196), rojos (PMS 1675, 180, 175), verdes (PMS 357, 371, 385, 3995) y vino
(PMS 506). Asi mismo, en base a sus caracteristicas morfologicas, se clasificaron
en diferentes subgrupos.
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Figura 15. Clasificacion de los hongos endofitos aislados de S. lepidophylla de acuerdo con
su coloracién (A- hongos blancos, B- hongos cafés, C- hongos naranjas, D- hongos negros, E-
hongos rosas, F- hongos rojos, G- hongos verdes, H- hongos vino).

Con base en sus caracteristicas morfologicas (macro y microscopicas), se lograron
identificar seis aislados, lo cuales mostraron similitud con hongos de los géneros
Trichoderma y Fusarium, correspondientes a los aislados Mi 8, Mi9y Ri 1,y Mi 6.1,
Mi 6.2 y Ri 16, respectivamente; los resultados se muestran en la tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas macro y micromorfolégicas de aislados pertenecientes alos géneros Trichoderma

y Fusarium.

Género identificado: Trichoderma
Morfologia macroscopica

Anverso

Reverso

Descripcioén

Micelio de aspecto algodonoso y blanco, superficie plana,
con presencia de pigmentacién conidial color verde
oscuro (aislados Mi 8 y Ri 1) y claro, poco visible (aislado
Mi 9).

Aislados: Ri 1, Mi 8, Mi 9
Morfologia microscopica

Descripcién

Hifas hialinas septadas, conidi6foros
ramificados en forma piramidal, fialides con
aspecto de botella y conidios ovoides, en
algunos casos globosos, y hialinos.
Objetivo: 100x

Género identificado: Fusarium

Aislados: Mi 6.1, Mi 6.2, Ri 16

Morfologia macroscdpica

Anverso

Reverso

Descripcion

Micelio de coloracion rosada, algunos con formacion de
un anillo, de textura afelpada y superficie plana.

Morfologia microscépica

Descripcion

Hifas hialinas, septadas y ramificadas,
células conidiogénicas en forma de mono y
polifidlides y microconidias ovoides con uno o
dos tabiques, solitarias o acumuladas en
forma de falsas cabezas.

Objetivo: 100x
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7.2  Cuantificacion de Acido Indolacético (AIA) en hongos enddfitos de S.
lepidophylla

De acuerdo con los resultados obtenidos, un total de 59 aislados resultaron positivos
para la produccién de AIA en ausencia y presencia de triptéfano, y algunos
presentaron produccién en ambas condiciones (Tabla 6; Figura 16). Para el medio
sin adicion de triptofano se obtuvieron valores de entre 0.030 y 39 pg/ml en la
produccion de AIA y entre 0.040 y 64 pug/ml, en el medio adicionado. La mayor
produccién de AIA en ausencia de triptéfano la tuvo el aislado Ri 31.2, con 39.065
+ 0.082 pg/ml a las 72 h de incubacion; en presencia de triptofano, la mayor
produccion de AlA se observo a las 72 h en el aislado Mi 12 con 65.455 + 0.282
pg/ml.

Con base en la produccion de AIA en ausencia y/o presencia de triptéfano, se
observé que el aislado Mi 13.3 fue el inico que presentd produccion de la auxina en
ausencia de triptéfano, no asi en el medio adicionado, en el cual no tuvo produccion.
De la misma manera, se observé que los aislados Mi 14, Mi 15.1, Mi 15.2, Mi 17, Mi
18, Ri 31.2, Ri 39 y Ri 41.1 mostraron produccion de AlA en ambas condiciones,
presentandose la mayor produccion en el medio adicionado con triptéfano.

Tabla 6. Produccién de AIA en presencia y/o ausencia de triptéfano.

., NuUmero de
Condicion . Total
aislados
AlA S/Trp 9
AlIA C/Trp 58 AlA + 59
No productores 22
AlA Con
triptéfano =58
AlA Si AR
in CyS/Trp  “MIL1Mi32MiSMi6.1Mi62
s YS/P - i7.1 MigRi1RI10Ri 11Ri 12
trlptOfa no =8 Mi 12 Mi 13.1 Mi 16 Mi 19
o Mi 23.2 Mi 24 Mi 25.1 Mi 25.2
MildMil15.1  ppiepiq7.1Ri17.2Ri19.2
=1 Mi15.2Mi17  g; 0.1 Ri20.2 Mi27 Mi 28 Mi 29
Mi18 Mi30 Mi31Ri 22 Ri23 Ri 24 Ri 25
. Ri21.2Ri39 Mi 32 Ri 26 Ri 27 Ri 28 Mi 43
*Mi13.3 Ri 41.1 Mi 44 Mi 46 Ri 29 Ri 31.1 Ri 31.3

Ri31.4Ri32Ri33Ri35.1Ri36
Ri 37 Ri38.1Ri38.2Ri 40.1
Ri 41.2 Ri44.1Ri44.2

Figura 16. Produccién de acido indolacético (AlIA) de 59 aislados fingicos en medio Czapek-
Dox con y sin adicion de triptofano.
7.3 Produccion de sider6foros

Del total de aislados obtenidos, 25 resultaron positivos para la produccion del
complejo a partir del segundo dia de incubacion, por lo que se procedio a hacer la
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estimacion cuantitativa para determinar la capacidad de la reaccion en el medio CAS
(Tabla 7). La mayor produccion de sideroforos se presenté en el aislado Mi 29, con
4 mm; el resto de los aislados tuvo una produccién media de 2.510 mm. Asimismo,
se encontraron 14 aislados que mostraron una coloracién rosada del halo en el
medio, correspondiente a sideréforos de tipo catecol (Figura 17-a), y el resto un halo
anaranjado en el medio, correspondiente a sideréforos de tipo hidroxamato (Figura
17-b).

Tabla 7. Ensayo para la determinacién de produccion de sideréforos para aislados fungicos de S.
lepidophylla.

_ P_roduccic’m Reaccion _ P_roduccién _ P.roduccién . P_roducci()n
Aislado sider6foros Aislado sider6foros @ Aislado sider6foros Aislado @ sider6foros
(mm) de CAS (mm) (mm) (mm)
Mi 1.1 2,140 + Mi 1.2 - Ri 18.1 - Ri 40.1 -
Mi 7.1 2,091 + Mi 3.1 - Ri 18.2 - Ri 40.2 -
Mi 8 2,000 + Mi 3.2 - Ri 18.3 - Ri 41.1 -
Mi 9 2,209 + Mi 43 - Ri 19.1 - Ri 43 -
Ri 1 2,000 + Mi51 - Ri 19.2 - Ri 44.1 -
Ri 10 2,613 + Mi 6.1 - Mi 27 - Ri 44.2 -
Mi 44 2,211 + Mi 6.2 - Mi 28 -
Mi 46 3,973 + Mi 7.2 - Mi 31 -
Ri 31.1 2,377 + Ri 11 - Ri 22 -
Ri 31.2 2,505 + Ri 12 - Ri 23 -
Ri 32 2,163 + Ri 16 - Ri 25 -
Ri 35.1 2,542 + Mi 12 - Mi 32 -
Ri 36 2,247 + Mi 13.1 - Ri 26 -
Ri 37 2,294 + Mi 13.2 - Ri 27 -
Ri 41.2 2,333 + Mi 13.3 - Ri 28 -
Mi 14 2,261 + Mi 16 - Mi 33 -
Mi 15.1 2,308 + Mi 17 - Mi 41 -
Mi 15.2 2,350 + Mi 18 - Mi 43 -
Ri 17.1 2,424 + Mi 19 - Ri 29 -
Ri 17.2 2,125 + Mi 23.1 - Ri 31.3 -
Ri 20.1 2,323 + Mi 23.2 - Ri 31.4 -
Ri 20.2 3,125 + Mi 24 - Ri 33 -
Mi 29 4,491 ++ Mi 25.1 - Ri 38.1 -
Mi 30 2,073 + Mi 25.2 - Ri 38.2 -
Ri 24 3,576 + Mi 26 - Ri 39 -

Produccién de sider6foros (CAS): - No produccion; + <1.0; +1.0-4.0; ++4.1-8.0 y +++8.0 mm (Milagres et al., 1999).
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Caja control
Medio CAS

Figura 17. Representacion de la reaccion en el medio CAS por la produccién de sideréforos.
Se observa el cambio de color de azul (control) a rosa y naranja por algunos de los aislados de
evaluados. La formacién de un halo con coloracion rosada corresponde a sideréforos de tipo catecol
(a), mientras que los sider6foros de tipo hidroxamato presentan una coloracion anaranjada (b).

7.4. Solubilizacion de fosfatos

La capacidad para solubilizar fosfato del medio Pikovskaya-agar resultd positiva
Unicamente para los aislados Ri 24 y Mi 46, observandose la formacién de halos a
partir de las 24 h de incubacion (Figura 18-a y 18-b). La estimacién cuantitativa de
tres repeticiones se muestra en la tabla 8; los resultados mostraron que ambos
aislados poseen la misma capacidad de solubilizacion (2 mm).

Tabla 8. Determinacion de solubilizacion de fosfatos para aislados fangicos de S.

lepidophylla.
|
. Solubilizacién . Solubilizacién . Solubilizacién
Aislado de PO, (mm) Aislado de PO, (mm) Aislado de PO, (mm)
Ri 24 2 Mi 17 - Ri 26 -
Mi 46 2 Mi 18 - Ri 27 -
Mi 1.1 - Mi 19 - Ri 28 -
Mi 1.2 - Mi 23.1 - Mi 33 -
Mi 3.1 - Mi 23.2 - Mi 41 -
Mi 3.2 - Mi 24 - Mi 43 -
Mi 4 3 - Mi 25.1 - Mi 44 -
Mi51 - Mi 25.2 - Ri 29 -
Mi 6.1 - Mi 26 - Ri 31.1 -
Mi 6.2 - Ri 17.1 - Ri 31.2 -
Mi 7.1 - Ri 17.2 - Ri 31.3 -
Mi 7.2 - Ri 18.1 - Ri 31.4 -
Mi 8 - Ri 18.2 - Ri 32 -
Mi 9 - Ri 18.3 - Ri 33 -
Ri 1 - Ri 19.1 - Ri 35.1 -
Ri 10 - Ri 19.2 - Ri 36 -
Ri 11 - Ri 20.1 - Ri 37 -
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Ri 12 = Ri 20.2 = Ri 38.1 >

Ri 16 - Mi 27 - Ri 38.2 -
Mi 12 = Mi 28 = Ri 39 s
Mi 13.1 - Mi 29 - Ri 40.1 -
Mi 13.2 = Mi 30 = Ri 40.2 s
Mi 13.3 - Mi 31 - Ri41.1 -
Mi 14 = Ri 22 = Ri 41.2 >
Mi 15.1 - Ri 23 - Ri 43 -
Mi 15.2 = Ri 25 = Ri 44.1 >
Mi 16 - Mi 32 - Ri 44.2 -
;\{2'! Io™~ > MUG ¢
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" o, 3, 3
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\ 3 ! /
Caja control a) b)
Medio PVK

Figura 18. Solubilizaciéon de fosfatos en medio PVK por los aislados Ri 24 (a) y Mi 46 (b). Se
sefiala con una flecha la formacién de un halo transparente alrededor del micelio, como resultado
positivo a la prueba, posterior a las 24 h de incubacion.

7.5 Identificacion molecular de los hongos endéfitos de S. lepidophylla

De acuerdo con las caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal de los
aislados obtenidos, se seleccionaron representantes de cada grupo que
presentaron por lo menos un resultado positivo a alguna de las pruebas evaluadas,
tomando como principal criterio, la capacidad de producir acido indolacético (AlA)
en tres niveles: produccién baja (1-10 pg/ml), media (11-20 ug/ml) y alta (21-30+
pg/ml), seguido de la produccion de sideroforos y la solubilizacidon de fosfatos. Con
base en esto, 44 aislados fueron seleccionados para su identificacion molecular
(Tabla 10).

Tabla 9. Aislados seleccionados para identificacion molecular (ITS).

CREMEEEON B0 ey i [HEDE2CEE AIA | SIDEROFOROS A FOSFATOS
color recoleccion

Ri 24 Sequia B + +
Mi 46 Lluvias B + +
BLANCOS (4/8) ™ gi 27 Sequia B i i
Mi 32 Sequia B - -
Ri 10 Lluvias B + -
c Ri 11 Lluvias M - -
CAFES (13/16) Ri 12 Lluvias M - -
Ri 17.1 Sequia B + -
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Ri 20.1 Sequia B + -

Ri 20.2 Sequia M + -

Ri 28 Sequia B - -

Ri 29 Sequia B - -

Ri 33 Lluvias M - -

Ri 40.1 Lluvias A - -

Ri 32 Lluvias A + -

Ri 37 Lluvias M + -

Ri 41.1 Lluvias M - -

NARANJAS (2/7) M,\;lizfél Si?/‘f; '\é' - .
Mi 27 Sequia B - -

NEGROS (2/2) Mi 29 Sequia B ++ -
ROSAS (1/8) Ri 39 Lluvias B - -
Mi 1.1 Lluvias M + -

Mi 14 Sequia A + -

Mi 15.2 Sequia B + -

Mi 18 Sequia M + -

Ri 25 Sequia M - -

ROJOS (10716) Ri 31.1 Lluvias B + -
Mi 30 Lluvias B + -

Ri 31.2 Lluvias A + -

Ri 36 Lluvias M + -

Ri 41.2 Lluvias M + -

Mi 3.2 Lluvias A (STRP) - -

Mi 19 Sequia B - -

Mi 5 Lluvias B - -

Mi 12 Sequia A - -

Mi 15.1 Sequia M - -

VERDES (10/20) Ri 17.2 Sequia B + -
Ri 19.2 Sequia B - -

Mi 23.2 Sequia B - -

Mi 26 Sequia B - -

Mi 44 Lluvias B + -

Ri 23 Sequia B - -

VINO (2/4) Ri 22 Sequia M - -

A partir de la amplificacion y secuenciacion de la region ITS, los resultados de las
secuencias obtenidas de 23 aislados fungicos, analizados en el programa BLAST,
mostraron identidad con géneros de los Ordenes Pleosporales (86.95%), Xylariales
(8.69%) e Hypocreales (4.34%). Los géneros dominantes fueron Setophoma
(34.78%), Didymella (13.04%) y los géneros Epicoccum, Phoma y Alternaria
(8.69%), mientras que los géneros que fueron representados por un solo aislado
correspondieron a Fusarium, Stagonosporopsis, Didymocrea, Nigrospora,
Curvularia y Arthrinium. Estos resultados se muestran en la tabla 6.
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Tabla 10. Identificacion molecular para diferentes aislados fungicos obtenidos de S.
lepidophylla (ITS).

%

Identidad QC No. Acceso

Aislado pb Resultado BLAST Orden

Ri 39 (L) 513 | Fusarium oxysporum Hypocreales | 100.00% | 100.00% | MN545303.1

Mi 1.1 (L) 505 | Epicoccum sorghinum Pleosporales | 100.00% | 100.00% | MK762588.1

Mi 5 (L) 605 | Didymocrea leucaenae | Pleosporales | 98.54% | 100.00% | NR_164298.1
Mi 15.1 (S) | 502 | Epicoccum sorghinum Pleosporales | 100.00% | 100.00% | MK762588.1
Mi 15.2 (S) | 505 | Phoma herbarum Pleosporales | 99.36% | 100.00% | MN452486.1
Mi 19 (S) 516 | Didymella glomerata Pleosporales | 98.86% | 100.00% | MN068917.1
Mi 23.2 (S) | 544 | Curvularia aeria Pleosporales | 99.80% | 100.00% | KP131940.1
Mi 30 (S) 502 | Phoma herbarum Pleosporales | 99.79% | 100.00% | MN452486.1
Mi 44 (L) 538 | Alternaria alternata Pleosporales | 100.00% | 100.00% | MK530695.1
Mi 26 (S) 509 | Didymella pinodella Pleosporales | 100.00% | 100.00% | MT274580.1
Ri 10 (L) 525 | Didymella sp. Pleosporales | 99.15% | 100.00% | MK100199.1

Ri 11 (L) 513 | Setophoma terrestris Pleosporales | 99.58% | 100.00% | MT032513.1

Ri 12 (L) 513 | Setophoma terrestris Pleosporales | 98.76% | 100.00% | MN522036.1

Ri 37 (L) 509 | Setophoma terrestris Pleosporales | 99.79% | 100.00% | MT032513.1

Stagonosporopsis

RI19.2(S) | 516 | - curbitacearum

Pleosporales | 100.00% | 100.00% | MK690410.1

Ri 20.1 (S) | 513 | Setophoma terrestris Pleosporales | 99.57% 98.00% | KF251248.1

Ri 22 (S) 512 | Setophoma terrestris Pleosporales | 99.79% | 100.00% | MT032513.1

Ri 28 (S) 514 | Setophoma terrestris Pleosporales | 98.52% | 100.00% | MT276117.1

Ri31.1 (L) | 511 | Alternaria sp. Pleosporales | 98.46% | 100.00% | KY412160.1

Ri 31.2 (L) | 513 | Setophoma terrestris Pleosporales | 100.00% | 99.00% KF251248.1

Ri 40.1 (L) | 512 | Setophoma terrestris Pleosporales | 100.00% | 100.00% | MT032513.1

Mi 25.1 (S) | 528 | Nigrospora sphaerica Xylariales 97.98% | 100.00% | MN215801.1

Ri 27 (S) 566 | Arthrinium sp. Xylariales 97.90% 99.00% | KM203599.1
Mi = Micréfila (L) = Lluvias
Ri = Riz6foro  (S) = Sequia

El analisis filogenético correspondiente a los hongos endéfitos aislados de S.
lepidophylla, mostré un total de seis grupos pertenecientes a géneros del filo
Ascomycota (figura 20). Los numeros que se encuentran en las ramas
correspondieron al porcentaje de soporte del valor de Bootstrap.

El primer grupo presentd un 99% de soporte estadistico, siendo conformado por 4
géneros, entre ellos Phoma, Epicoccum, Didymella y Stagonosporopsis. Estos
géneros, se ha observado, se encuentran intimamente relacionados, debido a ello
su diversidad (Cornejo-Espinoza, 2014). El segundo grupo estuvo formado por dos
géneros, Curvularia y Altenaria (98% de soporte), los cuales son géneros que han
sido reportados como hermanos anamorficos dentro de la familia Pleosporaceae
(Bao & Roossinck, 2013). El tercer, cuarto y quinto grupo estuvieron compuestos
cada uno por un Uunico género, Setophoma, Didymocrea y Fusarium
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respectivamente, los cuales presentaron soportes de entre el 99-100% de
Bootstrap. Finalmente, el sexto grupo estuvo conformado por los géneros
Nigrospora y Arthrinium, con un 99% porcentaje de soporte; estos géneros se han
reportado como un clado hermano, a pesar de ser filogenéticamente diferentes
(Wang et al, 2017).

60| M1 15.2 (S)

8 Phoma herbarum MN452486
g6 [ Mi 30 (S)
Mi1.1(L)
ol Mi15.1(S)
Epicoccum sorghinum MK762588 > | Primer grupo
r Mi19(S)
; { Ri10 (1)

Didymella sp. MK100199
Ri19.2(S)

_l Stagonosporopsis cucurbitacearum MK690410
71 Mi 26 (S) —

100 |M."23.2 (S)
Curvularia aeria KP131940

o 98 Mi 44 (L)
ﬁl{i&f.? (L
97 - Alternaria sp. KY412160

Ri 28 (S) =

2 Ri11 (L)

Ri12 (L)

% | Ri22(S) ‘

Ri37 (L) —| Tercergrupo
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s7 — Setophoma terrestris MT032513 |
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L Fusarium oxysporum MN545304 Quinto grupo
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Figura 19. Construccidn del arbol filogenético a partir de las secuencias analizadas de 23
aislados fangicos identificados. La filogenia se gener6 utilizando el método de Neighbor-Joining
(NJ) basada en la region ITS. El soporte se indica en los nodos y representa el porcentaje de 1000
réplicas de arranque.

Los reportes encontrados a partir de los géneros de hongos enddfitos identificados
nos permitieron vislumbrar diferentes mecanismos a partir de los cuales estos
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hongos pueden ayudar en la promocion del crecimiento en las plantas, como se
presenta en la tabla numero 11.

Tabla 11. Caracteristicas y mecanismos reportados para la promocién de crecimiento vegetal
por diferentes géneros de hongos endéfitos aislados de S. lepidophylla.

Caracteristicas de

m
g Promocién del Crecimiento @
c
» Vegetal S > = =z
= = e o KD
»
2 o) 0w o & o > = o
S 3 53 c 2 2 o =
w >92 e < o o 5 &
— - C o < o= QO (%] 2 3
> >3 33 =5 o o 5 o
()} o S o Q, o
— g 8 g o o
=] »
E;;g;'g:ﬂ o B - - 100.00%  MN545303.1
Fusarium B ] ] ] ] Promopic’)n del -
oxysporum crecimiento en Produccién de B
B plantas de chile compuestos volétiles
Fusarium B - - - - (Capsicum annuum organicos.
oxysporum L)
Fusarium B ) ) ) .
oxysporum
Tino Produccién de
Epicoccum - p i poliquétidos (flavipina
: M hidroxamato - 100.00% MK762588.1  Produccion de ) ’
sorghinum . epicolactona),
4b metabolitos :
secundarios con de(lanQs de
Epi m actividad antifungica poliquétidos,
p'c‘r’]‘FCU M - - 99.60% MK762588.1 sidercforos,
sorghinum carotenoides
Promocion de i
EECIMIETIO T E(;cr’r?utfgls?gsd:r anicos
tabaco (Nicotiana np 9
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(Oryza sativa)
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Phoma herbarum B hidroxamato - 99.79% MN4524g6.1  crecimiento en acolcaionice
cultivo de pepino giberelinas
ki (Cucumis sativus)
gl'gr);"eﬁ'f;'tz B - - 98.86%  MNO068917.1
Didymella B . - 100.00%  MT274580.1 , Produccion de AlA
pinodella : : Promocion de S !
S sideréforos y
crecimiento en I
Arabidopsis thaliana solubilizacion de
Tipo P fosfatos
Didymella sp. B hidroxamato - 99.15% MK100199.1
+
Produccién de
T Actividad metabolitos
1po antimicrobiana y secundarios
Alternaria alternata B hidroxamato - 100.00% MK530695.1 antifingica contra (diketopiperazinas,
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7.6.Andlisis de Correspondencia Multiple (ACM)

El analisis de correspondencia multiple es una técnica multivariada gréfica disefiada
para explorar las relaciones de variables categoricas.

La caracterizacion por época de colecta, tipo de tejido y caracteristicas de
promociéon de crecimiento vegetal (produccion de AlA, sideréforos y solubilizacion
de fosfatos) a partir de los aislados fungicos obtenidos de S. lepidophylla (n= 81) se
muestran en la tabla 12. Del andlisis de correspondencia multiple (ACM), una
solucién de dos dimensiones se considerd la mas adecuada (porcentaje acumulado
igual a 83.14%); los valores de la dimension 1 y 2 presentadas fueron,
respectivamente, 0.299 y 0.232 de Eigen-value.

Tabla 12. Resultados del Anélisis de Correspondencia Multiple de los aislados fungicos de

S. lepidophylla.
L : e Inercia
Andlisis de correspondencia multiple . : o .
P P % de n dimensiones Significancia
Aislados n= 381 Dim 1 Dim 2
Endéfitos/Tejido
Riz6foro 41 50.61 0.074 0.135 0.104
Micréfila 40 49.38 0.075 0.138 0.106
Endéfitos/Epoca
Lluvia 42 51.85 0.005 0.284 0.144
Sequia 39 48.14 0.005 0.306 0.155
Caracteristicas de Promocién de Crecimiento Vegetal
AlA SI 59 72.83 0.088 0.014 0.051
AIA NO 22 27.16 0.237 0.039 0.138
Sideréforos Sl 25 30.86 0.247 0.003 0.125
Sideréforos NO 56 69.13 0.11 0.001 0.055
PO, SI 2 22.46 0.151 0.074 0.112
PO4 NO 79 97.53 0.003 0.001 0.002

Se obtuvieron medidas de discriminacion asi como un grafico bidimensional con
puntos de categorias a partir de las variables evaluadas (Figura 20). De acuerdo
con los resultados, todas las medidas de discriminacion fueron inferiores a 0.5, con
un valor maximo de 0.247 (sider6foros NO) para la dimension 1y 0.306 (época de
colecta: sequia) para la dimension 2. Las variables mas discriminantes para la
dimensién 1 fueron, jerarquicamente, produccion de sideroforos, produccion de AlA,
solubilizacion de fosfatos, tipo de tejido y época de colecta; con respecto a la
dimensién 2, las variables fueron época de colecta, tipo de tejido, solubilizacién de
fosfatos, produccion de AIA y produccion de sideroforos. A partir de los resultados
y su visualizacién grafica, la dimension 1 se denomindé como “Caracteristicas de
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promocion de crecimiento vegetal” y la dimension 2 como “Aislamientos por época
de colecta y tejido”.
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Figura 20. Grafico del analisis de correspondencia multiple a partir de los resultados del
aislamiento de hongos endéfitos de S. lepidophylla.

El andlisis del ACM en conjunto con los valores resultantes de cada variable
sirvieron para identificar las posibles relaciones entre cada una de las dimensiones.
La primera relacion observada fue con base en la época en que los aislados se
obtuvieron y el tejido del cual se aislaron; en este sentido, se observd que durante
la época de lluvias el aislamiento de los hongos enddfitos estuvo asociado a los
rizéforos, mientras que durante la época de sequia se encontraron asociados con
las microfilas. Asi mismo, se pudo observar que la capacidad para producir AlA 'y
sideroforos se encontré asociado a los hongos aislados a partir de los rizéforos
aunque, particularmente, la sintesis de AlA estuvo asociada a la época de sequia,
en tanto que la produccion de sideréforos presentd mayor asociacion con la época
de lluvias. La capacidad para solubilizar fosfatos tuvo el mismo nivel de asociacion
con la época de colecta y el tipo de tejido del cual se aislaron los hongos.
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8. Discusion

Las plantas se encuentran expuestas constantemente a diferentes tipos de estrés,
siendo el m&s comun el causado debido al déficit de agua; sin embargo, algunas
han desarrollado diversos mecanismos que les permiten contender contra este tipo
de estrés, por lo que son conocidas como plantas de resurreccion (Covarrubias,
2007; Yobi et al.,, 2013). Dentro de este grupo de plantas se encuentra S.
lepidophylla, que es conocida por su capacidad de sobrevivir largos periodos en
deshidratacion. Ahora bien, a pesar de que se creia que su capacidad para tolerar
la deshidratacion era atribuida a los altos niveles de trehalosa que sintetiza, se han
reportado estudios que sugieren que este azucar no es indispensable para conferir
la tolerancia a la deshidratacién (Yobi et al., 2012) y que, ademas, gran parte de la
sintesis de trehalosa por parte de esta planta se debe a la presencia de diversos
organismos asociados a ella (Pampurova et al., 2014), dentro de los cuales se
encuentran los hongos endofitos. Debido a que se conoce que este grupo de
organismos puede jugar diferentes papeles relacionados al desarrollo y crecimiento
de las plantas, asi como coadyuvar como agentes de proteccion frente a distintos
tipos de estrés (Barrow et al., 2008; Hassan, 2017), es que resulté de interés su
aislamiento y caracterizacion para el estudio de la microbiota endoéfita fungica
asociada a S. lepidophylla.

En este estudio, se obtuvieron diversos hongos enddfitos aislados a partir de las
microfilas y rizoforos de plantas colectadas de S. lepidophylla, en dos estados
fisiolégicos (hidratado y deshidratado).

A pesar de que no se encontrd una diferencia significativa entre el numero de
aislados obtenidos a partir de las microfilas respecto de los rizéforos, si se observé
una variacion entre el numero de hongos enddfitos aislados entre ambas épocas;
de esta manera, se observé un aumento en el nimero de aislados durante la época
de estiaje en las microfilas, asi como una disminucion en el nUmero de aislados en
los rizéforos durante esta época. Esta variacion en el numero de aislados por tejido
en ambos estados quiza se deba a la capacidad de los organismos endéfitos para
adaptarse al tejido en el cual puedan tener un mejor desarrollo, asi como a las
condiciones del ambiente y el suelo; asimismo, es probable que el nimero de
hongos endofitos sea mayor en las micréfilas durante la época de estiaje debido a
gue poseen mayor contenido de nutrientes, en comparacion a los rizoforos. Pérez
et al., (2009) atribuyen la diversidad y estructura de los enddfitos en las plantas a
varios factores, como la fisiologia de la planta, la presencia de diferentes tipos de
estrés ambiental, la interaccion con otros microorganismos patégenos o parasitos y
diversos componentes biogeogréficos.

Con el fin de determinar la influencia de los hongos endofitos asociados a S.
lepidophylla, con base en las caracteristicas de promocion de crecimiento vegetal,
se evalué su capacidad para producir acido indolacético (AlA), sideroforos y
solubilizar fosfatos.
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Se ha reportado que bacterias, levaduras y hongos del suelo y/o endofitos
asociados a las plantas son capaces de sintetizar AIA (Chutima & Lumyong, 2012);
esta fitohormona constituye uno de los principales agentes en la regulacion de
respuesta de las plantas a los cambios ambientales, asi como en la promocién del
crecimiento de las mismas (Vega-Celedon et al., 2016).

Con base en los resultados obtenidos para la produccion de AlA, se observo que la
mayor produccién se dio en presencia con triptéfano; a pesar de esto, también se
pudo detectar la capacidad de ciertos hongos para producir AIA en ausencia y
presencia de triptéfano y, de manera particular, un aislado que sélo present6
produccion en ausencia del mismo. Estos datos son comparables con los resultados
de Hassan (2017), quien report6 la capacidad de diferentes aislados de hongos
endofitos de Teucrium polium L., para producir AIA con o sin triptéfano como
precursor. Asi mismo, se sabe que la sintesis de AIA por parte de los
microorganismos se puede dar a través de dos vias principales: la via dependiente
de triptéfano y la via independiente de triptéfano, siendo la primera la mas comun
para la produccion de la auxina (Gravel et al., 2007). Con base en esto, el hecho de
que algunos de los hongos aislados tuvieran capacidad para producir AIA en
ausencia y/o presencia de triptéfano, nos puede dar una idea de la posible via de
sintesis que tienen para sintetizar esta hormona.

El hierro es un elemento que juega un papel muy importante para el metabolismo
de las plantas; sin embargo, la mayor parte se encuentra en formas que no son
facilmente asimilables para éstas (Restrepo-Correa et al., 2017). En respuesta, los
microorganismos asociados a las plantas, han desarrollado la capacidad para
sintetizar diferentes agentes quelantes con capacidad de solubilizar el hierro férrico
del medio ambiente, siendo conocidos como sideroforos (Hu & Xu, 2011).
Nuestros resultados mostraron la capacidad de diferentes aislados fangicos para
producir sideréforos. Las mediciones en el cambio de color, expresado como la
relacion entre la formacién de halos en el medio CAS respecto al crecimiento del
micelio, fue similar en casi todos los aislados evaluados, observandose la mayor
estimacion en el aislado Mi 29. Cabe destacar que la forma de expresar la
produccion de sideréforos para este estudio (mm/dia), no representa una
cuantificacion exacta de la capacidad de estos organismos para quelar el hierro,
pero sirvid como una aproximacion para determinar las diferencias en cuanto a la
respuesta en el cambio de color del medio por parte de los aislados (Milagres et al.,
1999).

Algo interesante que se observo fueron las diferencias en términos del cambio de
color en el medio por la reacciébn de CAS de algunos aislados, observandose
cambios en la coloracion de azul a rosado en lugar de naranja, que es color tipico
descrito en la literatura por la remocién del metal en el medio (Schwyn & Neilands,
1987). Estos resultados pueden compararse con los reportados por Pérez-Miranda
et al., (2007), quienes observaron cambios de color en el medio CAS de aislados
fungicos y bacterianos de suelo y agua; Milagres et al., (1999), también
documentaron cambios en el color del medio CAS de diferentes aislados de las
clases Basidiomycota, Zygomycota y Ascomycota. Estas diferencias en la respuesta
de la reaccién de CAS (rosa o naranja) podrian estar relacionadas a la diferencia
estructural de los tipos de sideroforos (de tipo catecol o hidroxamato) secretados
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por estos organismos, como lo reportado por Pérez-Miranda y colaboradores
(2007), quienes explican que los sideroforos de tipo hidroxamato (el tipo de
sideré6foro mas comun reportado para hongos), se presentan de color rojo-
anaranjado o naranja cuando se difunde en el medio; por otro lado, los sideréforos
de tipo catecol, se difunden con una coloracion rosado-purpura. La produccion de
sideroforos de tipo catecol se han reportado en hongos, pero su aparicion es rara
(Hipol et al., 2019), por lo que el hecho de que nuestros aislados mostraran la
presencia de ambos tipos de sideroforos, nos da un indicio de la versatilidad que
tienen para producir estos agentes, promoviendo asi una mejor adquisicion del
metal.

El fésforo (P) es un elemento fundamental para el crecimiento vegetal, pero es uno
de los menos disponibles en el suelo, debido a que se encuentra en formas no
asimilables para las plantas (Hernandez-Leal et al., 2011). Este nutriente, sin
embargo, puede ser facilitado por la accion de algunos grupos de hongos y bacterias
gue poseen la capacidad de solubilizarlo, por medio de la excrecién acidos
organicos, los cuales disuelven minerales ricos en fosforo o quelan cationes unidos
a éste para liberarlo en formas funcionales para las plantas (Tejera-Hernandez et
al., 2013).

De acuerdo con nuestros resultados, solo dos aislados fungicos, Ri 24 y Mi 46,
presentaron capacidad de solubilizar fosfatos. El hecho de que sélo estos aislados
pudieran solubilizar el fosfato de medio, no es indicativo de que el resto careciera
de capacidad solubilizadora. Hernandez-Leal y colaboradores (2011), mencionan
gue la ausencia de halos de solubilizacién en el medio de cultivo puede deberse a
que el tipo de medio no sea lo suficientemente sensible para detectar esta actividad
en algunos microorganismos. Debido a ello, es necesario recurrir a medios liquidos
para obtener resultados mas precisos. Algo importante de resaltar es que el
porcentaje del nimero de aislados que presentaron capacidad para solubilizar
fosfato fue del 2% respecto al total de los enddfitos aislados, un porcentaje mayor
al reportado en otros estudios, en los cuales se ha visto que sé6lo un pequefio
porcentaje de los aislados fungicos poseen esta habilidad, constituyendo del 0.1 al
0.5% de organismos con dicha actividad (Beltran-Pineda, 2015).

A partir de los resultados obtenidos en las pruebas evaluadas, se llevo a cabo la
identificacion molecular de aquellos aislados que presentaron una 0 mMas
caracteristicas de promocién del crecimiento, basado en el analisis de las
secuencias a partir de la regidon ITS, asi como por sus caracteristicas morfolégicas.
Con base en esto, se lograron identificar aislados pertenecientes a los géneros
Setophoma, Curvularia, Epicoccum, Alternaria, Didymella, Stagonosporopsis,
Phoma, Didymocrea, Nigrospora, Arthrinium, Trichoderma y Fusarium.

Al hacer una comparacion de los aislados identificados con otros trabajos, se han
descrito que algunos de estos géneros tienen la capacidad para promover el
crecimiento vegetal, a través de distintos mecanismos, como la produccion de
auxinas (AIA, giberelinas), produccion de sideroforos, solubilizacion de fosfatos y la
produccion de otros compuestos bioactivos (compuestos organicos volatiles
(VOC’s) y trehalosa).
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En estudios anteriores se ha observado el efecto de especies de los géneros
Trichoderma (Herndndez-Melchor et al., 2019), Nigrospora (Saad & Badry, 2020),
Arthrinium (Khan et al., 2009), Phoma (Hamayun et al., 2010; Khan et al., 2017),
Stagonosporopsis (Arora et al.,, 2019) y Didymella (Turbat et al., 2020) para
promover el crecimiento en plantas de jitomate (Solanum lycopersicum), arroz
(Oryza sativa) y pepino (Cucumis sativus), regaliz (Glycyrrizha glabra L.), raigras
criollo (Lolium perenne), asi como en la planta de sal, Atriplex gmelinii, y Arabidopsis
thaliana, mediante la produccién de AlAy giberelinas. La promocion del crecimiento
en cultivos como jitomate (Solanum lycopersicum), arroz (Oryza sativa), trigo
(Triticum sp.) y A. thaliana, a través de la capacidad de hongos endéfitos para
solubilizar fosfatos se ha demostrado en especies de géneros como Trichoderma
(Hernandez-Melchor et al., 2019), Nigrospora (Saad & Badry, 2020) y Didymella
(Turbat et al., 2020).

La capacidad que poseen los géneros Epicoccum (Mesquita-Braga et al., 2018),
Didymella (Turbat et al.,, 2020) y Arthrinium (Furtado et al., 2019) para producir
sideroforos se ha visto juega un papel importante para la proteccion contra
diferentes microorganismos fitopatégenos, asi como en la promocion de crecimiento
de diferentes especies de plantas, tales como A. thaliana y Lolium perenne.
Asimismo, se han descrito otros mecanismos por los que los hongos pueden
promover el crecimiento y proteger a sus hospederas frente a diferentes tipos de
estrés. Dentro de estos mecanismos se encuentran la produccion de compuestos
organicos volatiles (VOC’s) y la sintesis de diversos compuestos bioactivos con
actividad antifangica y antimicrobiana, los cuales se han reportado en géneros como
Fusarium (Rodriguez-Serrano, 2019), Alternaria (Al-Rashdi et al., 2020), Phoma
(Naznin et al., 2013) y Curvularia (Sharma et al., 2016; Khiralla et al., 2018), éste
altimo también reportado como un género asociado en conferir termotolerancia en
especies como Dichanthelium lanuginosum, Hedyotis diffusa y arroz (O. sativa).

Pese a que se conoce que los hongos de los géneros Didymocrea y Setophoma son
causantes de enfermedades en diferentes tipos de plantas y que algunas especies
pueden estar presentes como enddfitos (Aveskamp et al., 2010) no se encontrd
informacion acerca de su posible rol como promotores de crecimiento o como
agentes de biocontrol contra otros organismos fitopatdégenos.

Finalmente, la realizacion de un analisis de correspondencia multiple (ACM), nos
permitié6 concluir que los principales mecanismos por medio del cual los hongos
enddfitos asociados a S. lepidophylla podrian estar proporcionado algin beneficio
a ésta se da a través de la produccién de AIA y sideréforos, y éstos, a su vez, estan
asociados, principalmente, a hongos aislados a partir de los rizéforos de la planta.
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10.

Conclusiones

La abundancia y distribucion de los hongos enddfitos aislados de S.
lepidophylla varia de acuerdo con la disponibilidad de humedad en el
ambiente.

Diversos aislados fungicos de S. lepidophylla presentaron caracteristicas de
promocién de crecimiento vegetal.

Los hongos enddéfitos aislados de S. lepidophylla sintetizan
preferencialmente &cido indolacético (AIA) y producen siderdéforos.
Perspectivas

» Concluir la identificacidn de los aislados endofitos fingicos de Selaginella
lepidophylla.

» Cuantificar los niveles de trehalosa en los HE.
» Evaluar la capacidad de promocion del crecimiento de los aislados

fungicos de S. lepidophylla en plantas modelo como A. thaliana y especies
de interés agrondmico (maiz, chile, frijol).
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