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RESUMEN

La Reserva Forestal EI Montuoso no sélo se encarga del cuidado del patrimonio
ecoldgico, hidrico y econémico de los colonos habitantes de la Reserva y de los mas
de 100 000 habitantes de Herrera y Los Santos beneficiando también a la provincia de
Veraguas sino que también es considerada el ultimo refugio de la biodiversidad en la
provincia de Herrera velando por la conservacion de recursos ambientales y diferentes
tipos de organismos que alli habitan. La gran diversidad vegetal encontrada en la
Reserva y el escaso conocimiento de las interacciones microbioloégicas, mas
especificamente micolégicas, presente en hojas de dos de las especies de plantas que
alli habitan fueron las principales razones que motivaron este ensayo. Los hongos
endofitos aislados de las especies, Psychotria cuspidata (arbusto) y Podocarpus
guatemalensis (arbol), fueron agrupados empleando caracteristicas morfologicas
observables en cada colonia. De un total de 57 aislamientos en Psychotria cuspidata
se pudieron obtener 20 morfotipos de los que se seleccionaron 25 hongos para el
estudio; las curvas de crecimiento efectuadas a los hongos seleccionados mostraron
una dominancia de hongos de rapido crecimiento (84%). En cuanto a Podocarpus
guatemalensis se aislaron 47 hongos endofitos agrupados en 21 morfotipos y 20
hongos fueron elegidos para los ensayos posteriores, en esta planta hubo dominancia
de hongos de rapido crecimiento (45%) aunque en menor proporcion que en el arbusto.
El estudio micro-morfologico de los hongos endéfitos permitié identificar el 36% de los
hongos a nivel de género en Psychotria cuspidata, resultando el hongo Colletotrichum
sp. mas frecuente en tanto que en Podocarpus guatemalensis el 55% de los hongos
enddfitos fue identificado, resultando Guignardia sp. con mas muestras dentro de la
coleccidon. A pesar de no contar con acceso a técnicas moleculares se obtuvieron
resultados destacados con grandes aportes a través de métodos tradicionales como
lo son: conteo, agrupacion, curvas de crecimiento y sistema de microcultivos de
hongos enddfitos. Este estudio es importante debido al alto impacto que ejercen los
hongos endofitos no solo en beneficio de las plantas sino también a nivel de nuestra
sociedad en diferentes areas como la agricultura y la medicina, ademas de su potencial
como herramienta de conservacion de la reserva en cuestion; también se representa
el valor que aun sigue vigente en los métodos tradicionales para el estudio de hongos
enddfitos sugiriéndonos que es posible obtener enriquecedores y satisfactorios
resultados aun con el ahorro de costos y un bajo nUmero de muestras como en este
estudio donde se procesaron Unicamente cinco hojas de cada especie de planta.
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INTRODUCCION

Los organismos enddfitos, especialmente los hongos, han recibido una creciente
atencion en los afos recientes. Actualmente se estim6 una diversidad fungica entre
2.2 (enfoque aditivo) y 3.8 millones (enfoque de relacion global), muy parecido a las
estimaciones previamente actualizadas entre 2.3 y 3 millones (Hawksworth y Licking,
2017). Los hongos endéfitos son un grupo de microorganismos que vive
asintomaticamente dentro de tejidos vegetales sanos, a manera de mutualistas,
comensalistas, patdgenos o sapréfitos latentes en algunos casos, pues estudios mas
recientes sugieren que las interacciones de la planta, enddfito-hospedador, son
variables y van desde antagdnicas hasta mutualistas, estos hongos también han
mostrado poseer un gran potencial econOmico en areas como la agronomia y la
medicina (Gamboa-Gaitan, 2006; Saikkonen et al., 1998; Porras-Alfaro y Bayman,
2011). La relacion planta-endofito otorga mayor habilidad competitiva a las plantas y
permite una plena expresion de su potencial genético traducido en altas tasas de
germinacion, mejor densidad, mas biomasa en los tejidos y mayor produccion de
semilla (Abello y Kelemu, 2006). La estrecha relacién que existe entre el endofito y su
planta hospedera se considera de gran importancia, ya que el hongo es capaz de
producir metabolitos bioactivos, asi como modificar los mecanismos de defensa de su
hospedera, permitiendo e incrementando la sobrevivencia de ambos organismos

(Sanchez-Fernandez et al., 2013).

Esta investigacion estara sujeta a la busqueda de hongos enddéfitos en dos especies

vegetales de la Reserva Forestal El Montuoso, las cuales se describen a continuacion:



Psychotria cuspidata Bredem ex Schult. (Bredemeyer, 1819), su sin6nimo es
Psychotria acuminata Benth. (Bentham, 1845), este es un arbusto de hasta 3 metros
de altura, ramificado y Podocarpus guatemalensis Standl. (Standley, 1924) que es un

arbol de 20-35 metros de altura, erecto.

A través de los afios, desde la prehistoria hasta la actualidad, hemos sido testigos de
la importancia que tiene la diversidad vegetal que nos rodea, sin embargo, esta
relevancia se ha incrementado ain mas con los estudios realizados recientemente en
donde se hace referencia a la presencia de hongos endofitos, es decir,
microorganismos que viven en los espacios intercelulares o intracelulares de hojas,
tallos y flores, absorbiendo nutrientes que la planta sintetiza y a cambio la hospedera
se beneficia de los metabolitos bioactivos que ellos producen (Bacon C.W. et al.,
1997). Estudios recientes demuestran la enorme capacidad que tienen los hongos
enddfitos para producir compuestos activos que le confieren proteccion a su hospedera
contra el ataque de patdgenos y herbivoros, constituyendo una nueva via para la
obtencion de diversos precursores o moléculas novedosas de utilidad en la agricultura
y en la medicina (Sanchez-Fernandez et al., 2013), sin embargo, una de las mayores
dificultades para estos simbiontes y el descubrimiento de productos naturales es la
acelerada disminucion de las selvas tropicales que poseen el mayor recurso para
adquirir dichos hallazgos (Strobel y Daisy, 2003) ya que se ha comprobado que la
eliminacién de plantas silvestres de su ecosistema forestal natural causa una drastica
disminucién de las poblaciones endofitas (Restrepo, 2007). Con esta investigacion se
pretende estimar la diversidad microfungica foliar en dos especies vegetales,

Psychotria cuspidata y Podocarpus guatemalensis, de la Reserva Forestal El



Montuoso, utilizando como herramienta de estudio la densidad de hongos enddfitos;
adicionalmente se realizara una comparacion de la tasa de crecimiento entre los
hongos endéfitos aislados en cada una de las especies mencionadas anteriormente.

Si bien extensas areas de Panamd aun estan cubiertas de bosques, estos se
encuentran bajo una amenaza inmediata y sustancial, por lo que este es un momento
particularmente critico en el cual una vigorosa organizacion aun puede marcar una
diferencia en su conservacion (Kursar et al.,, 1999), es interesante acotar que, al
pertenecer la Reserva Forestal El Montuoso al sistema nacional de areas protegidas,
la misma es motivo de conflictos frecuentes por la utilizacion de suelo, ya que el area
fue declarada legalmente como Reserva con comunidades que estaban establecidas
antes de la creacion de la misma, algunos poseen titulos de propiedad otorgados por
Reforma Agraria y otros derechos posesorios, lo que ha traido como consecuencia una
mala relacion entre la poblacion y Mi Ambiente, la cual es mal vista por no permitir
algunas actividades prohibidas por la Ley y las necesidades agropecuarias de la
poblacién (Barrios et al., 2010). Se hace imperativo demostrar a las comunidades que
la conservacion del bosque podria ofrecer beneficios incalculables a la sociedad, pues
segun Pedreschi et al., 2013, las comunidades ubicadas tanto dentro como fuera, en
la zona de amortiguamiento de la Reserva dependen de los beneficios directos que
obtienen de este ecosistema. Los beneficios que brinda la Reserva estan siendo
amenazados, producto de una vinculacidén negativa de las comunidades con la misma,
lo que se refleja en la degradacion de su ecosistema, explicado por la pérdida de la
cobertura boscosa, el uso de la tala y quema como método de preparacion del suelo y
control de malezas, y la no incorporacién de tecnologias de conservacion del suelo, a

raiz de este tipo de problematica se ha recalcado la necesidad e importancia de

3



priorizar esfuerzos de conservacion hacia reservas o parques nacionales grandes, con
mayor superficie, basado en el criterio de que protegiendo las &reas se protegen las
especies; con base en resultados previos para la Reserva Forestal EI Montuoso, con
bosques mayormente fragmentados, se han obtenido cifras sorprendentes de riqueza
biolégica y aportes en servicios ambientales hacia las comunidades locales y globales
(Garibaldi, 2004). Estos problemas podrian ser abordados cientificamente, ofreciendo
a la poblacion diferentes alternativas y de esta manera evitar la tala, quema de suelos
y demés problemas mencionados anteriormente. Los hongos endéfitos podrian
repercutir positivamente en la economia de la poblacion al detener la relacion negativa
existente entre los residentes de la comunidad y la Reserva en cuestion a traves del
descubrimiento y el valor de compuestos novedosos producidos por ellos.

La eleccion de las especies vegetales tomd en cuenta la altura del individuo,
considerando que, Psychotria cuspidata es un arbusto y Podocarpus guatemalensis

es un arbol (Davidse, G., Sousa M., 2009).



REVISION BIBLIOGRAFICA

Los hongos y su relacion con las plantas

En su mayoria, el cuerpo de los hongos es micelio el cual corresponde a una masa
entretejida de filamentos de una célula de espesor, semejantes a hilos, llamados hifas,
la pared celular micotica esté reforzada con quitina, la misma sustancia presente en el
exoesqueleto de los artropodos. En cuanto a su reproduccion, los hongos presentan
la fase sexual o teleomorfo y la fase asexual o anamorfo y al encontrarse ambas fases
en una misma especie el nombre del teleomorfo cubre ambos estados, ademas recibe
el nombre de holomorfo por contar con las dos fases (Audesirk et al., 2008; Cepero de
Garcia, 2012). El término enddfito se refiere a la ubicacion del organismo, endo: dentro
y Phyte: planta, que es un organismo viviendo dentro de una planta, por tanto, los
enddfitos son hongos o bacterias que, durante todo o parte de su ciclo de vida, invaden
los tejidos vegetales sanos causando infecciones inaparentes y asintomaticas.
Ademas de la descripcion de la ubicacion de un organismo, el término enddfito,
también hace énfasis en la asociacion real entre dicho organismo y su planta
hospedadora adaptando sus estrategias de infeccion y colonizacién a no causar, en
esta, efectos negativos ni evocar sus mecanismos de defensa (Kriel et al., 2000;
Wilson, 1995). Los hongos enddfitos juegan un papel decisivo en diferentes procesos
biol6gicos (Macaya-Sanz et al., 2017), la evidencia limitada indica que pueden influir
en la dinamica de la poblacion, la diversidad de la comunidad vegetal y la funcién del
ecosistema (Saikkonen et al., 1998), se les considera implicados en la resistencia de
las plantas ante diferentes tipos de estrés (Macaya-Sanz et al., 2017) sean estos de

tipo abiotico (salinidad, acidez) o biético (ataque de plagas). La ubicuidad de estos



simbiontes cripticos es clara, pero se desconoce la escala de su diversidad, rango de
hospedador y distribucion geogréfica. Las comunidades enddfitas de latitudes mas
altas se caracterizan por tener relativamente pocas especies de muchas clases
diferentes de Ascomycota, mientras que las asociaciones de enddfitos tropicales estan
dominadas por un pequefio nimero de clases con un gran numero de especies

enddfitas (Arnold y Lutzoni, 2007).

Potencial de la diversidad de los hongos endéfitos

Las especies forestales albergan una gran diversidad de hongos enddfitos, cuyo modo
de interaccion con la planta hospedante y su entorno bidtico y abidtico es aun poco
conocido. Esta diversidad varia en funcién del genotipo de la planta hospedante, y
parece guardar cierta relacion con el grado de tolerancia de la planta hacia el estrés
bidtico (Macaya-Sanz et al., 2017). Los datos sugieren que entre mas pequefos y
esparcidos sean los fragmentos foliares muestreados, mayor sera la probabilidad de
aproximarse a los valores reales de diversidad de las comunidades de hongos
enddfitos (Gamboa y Bayman, 2001). Los hongos enddfitos representan un
componente importante de la biodiversidad fungica (Baayen et al., 2002), con respecto
a su planta hospedadora, pues existen estudios que lo respaldan como el de Romeralo
et al., 2013 donde todos los hongos endofitos aislados de Pinus halepensis redujeron
la necrosis producida por los aislados de Gremmeniella abietina, un hongo patégeno
en las plantulas de Pinus halepensis; las interacciones endofito-planta pueden variar
de antagonistas a mutualistas siendo importantes en sistemas naturales por sus
efectos y capacidades competitivas inducidas en plantas adultas de diferentes

entornos ambientales (Saikkonen et al., 1998), incluso se ha sugerido utilizar a los



hongos endofitos como bioindicadores, al mostrar los efectos de la contaminacién del

aire y la lluvia acida (Kriel et al., 2000).

Hongos endéfitos en zonas templadas y en zonas tropicales

La presencia de hongos enddfitos en tejido foliar de diferentes plantas muestreadas
ha sido estudiada en diferentes ocasiones con variacion en los lugares muestreados
con un clima determinado o la temperatura a la que se encuentran. Todas las especies
de plantas examinadas hasta la fecha albergan hongos endéfitos dentro de sus tejidos
aéreos asintomaticos (Arnold et al.,, 2003) y aumentan en incidencia, diversidad y
amplitud de hospedantes desde sitios articos a tropicales (Arnold y Lutzoni, 2007; Del
Olmo-Ruiz y Arnold, 2017). En la investigacion de Zhang et al., 2013 |la densidad de
los hongos endofitos va desde 8.7%, pasando por 12.1% hasta 12.3% en tres plantas
en un area de baja temperatura (Antartida maritima). En la Isla King George, Antartica
se hizo un estudio de Deschampsia antartica donde la densidad de hongos endéfitos
fue de 9.5% (Rosa, L. et al., 2009); para un lugar mas caluroso como lo es el desierto
de Sonora (suroeste de Estados Unidos y norte de México) la densidad total de hongos
enddfitos fue de 2% y esto tomando en cuenta cuatro plantas distintas (Massimo et al.,
2015), pues con base en los resultados de Suryanarayanan et al., 2003 los bosques
tropicales secos no son hiperdiversos en cuanto a endofitos; para ambos valores de
temperatura extremos, la densidad de hongos endofitos no es tan alta como la que se
ha reportado hasta la fecha en areas tropicales, por ejemplo, en la investigacion de
Tiscornia, 2012 se reporta una densidad de 74% de hongos enddfitos en Myrrhinium
atropurpureum planta ubicada en un area de Uruguay con una temperatura ambiental

de 30°C.



Especies vegetales muestreadas en el estudio
Las plantas de las cuales fueron aislados los hongos endofitos se describen a

continuacion:

Psychotria cuspidata Bredem ex Schult. (Bredemeyer, 1819), su sinénimo es
Psychotria acuminata Benth. (Bentham, 1845), su nombre comun es cafecillo (Ortiz et
al., 2013), es una angiosperma perenne del género Psychotria que posee la mayor
diversidad dentro de la familia Rubiaceae con 1834 especies (Davis et al., 2009), este
es un arbusto de hasta 3 metros de altura, ramificado; ramitas pubérulas a glabras,
presenta flores distilas, sésiles y pediceladas en cimulas con 5-11 flores,
infrutescencias tornandose purpureas, los ejes con frecuencia engrosados (Davidse,
G., Sousa M., 2009), esta planta es medicinal y produce los alcaloides emetina,
cephaelina y psychotrina, usados como expectorantes y emeéticos; hoy dia estos
alcaloides son extraidos de plantas silvestres, pues esta especie no ha sido
domesticada (Lara et al., 2003). En cuanto a su taxonomia pertenece a la clase
Equisetopsida (Agardh, 1825), subclase Magnoliidae (Novak, 1967), superorden
Asteranae (Takhtajan, 1967), orden Gentianales (Jussieu, 1820), familia Rubiaceae

(Jussieu, 1789) y género Psychotria (Linnaeus, 1759).

Podocarpus guatemalensis Standl. (Standley, 1924), su nhombre comun es ciprés
(Hazlett, 1979) es una gimnosperma de hoja perenne, esta especie corresponde a un
arbol de 20-35 metros de altura sin embargo el ejemplar del cual provienen las
muestras de este estudio es de aproximadamente 5 metros de altura, es erecto,
monopodial, corteza lisa, de color marrdn rojizo que se vuelve gris oscuro y fisurada.

Ramas que se extienden, formando una corona amplia o a veces piramidal; presenta



conos de semilla axilares (Davidse, G., Sousa M., 2009). Entre los usos con respecto
a este arbol se utiliza la madera, empleada en la fabricacion de cajas, cajones,
formaletas, carpinteria y ebanisteria, ademas, por su follaje lustroso los arboles de
Pinotea pueden emplearse como plantas ornamentales (Pérez, 2008). Con respecto a
su taxonomia pertenece a la clase Equisetopsida (Agardh, 1825), subclase Pinidae
(Cronquist et al., 1966), orden Podocarpales (Pulle, 1992), familia Podocarpaceae

(Endlicher, 1847) y género Podocarpus (L’Héritier de Brutelle, 1807).

Sitio de colecta: Reserva Forestal El Montuoso

La Reserva Forestal EI Montuoso (RFM) fue creada mediante la Ley N°12 del 15 de
marzo de 1977, la temperatura media anual varia entre los 21-25°C, siendo de 24.5°C
para esta area, mas del 80% de su superficie estaba cubierta por bosques, es
considerada el ultimo refugio de la biodiversidad en la provincia de Herrera y se cre6
con el objetivo de conservar la biodiversidad existente en el area protegida, ademas
del cuidado de fuentes de agua, se pretende la proteccidon de los bosques pluviales y
el rescate de algunos humedales de la cuenca alta del rio la Villa; cuenta con una
extension de 12,048 hectareas, estd compuesta principalmente por ecosistemas
interconectados por diferentes sistemas de vegetacion riverefia o bien bosques de
galeria y se estima que la vegetacion nativa cubre unas 400 ha. Entre los rios que
nacen en esta Reserva destacan los siguientes que ademas son importantes cuencas
hidrogréficas: La Villa que abastece de agua a mas de 100,000 personas de Herrera y
Los Santos, Mariato y Tebario de mucha utilidad en la provincia de Veraguas y el rio

Suay (Barrios et al., 2010; Pedreschi et al., 2013).



Observaciones en cuanto a los hongos endéfitos en el laboratorio
En base a mis observaciones en el laboratorio, existen hongos endoéfitos con la

capacidad de crecer en presencia de otro hongo endéfito de dos maneras:

- Delimitando el espacio entre cada uno, es decir, que se ve en el plato Petri un limite
visible entre los dos hongos que se logra distinguir, macroscopicamente o a simple
vista, por medio del color y una linea notable entre ambos hongos, de otra manera,
se observa la entrada de uno de los hongos a manera de cufia y esto ocurre cuando
uno de los dos domina sobre el otro, pero ambos luchan por sobrevivir con los

nutrientes disponibles. Fig.1.

Figura 1. A la izquierda, dos hongos diferenciados morfolégicamente por
colores y patrones distintos en el micelio de cada uno, a la derecha,
dominancia de un hongo endéfito sobre otro donde el que domina crece
formando una cufa.
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- Cuando los hongos enddfitos se unen tanto que se mezclan en el plato Petri, sin
mas evidencia macroscépica que coloraciones intensas en algunas partes. Como
ambos hongos se reproducen mediante esporulacién en diferentes puntos del Plato
Petri no se sospecha que en realidad hay dos hongos hasta que se observa,
microscépicamente, con presencia de conidias que difieren en forma y tamafio.

Fig.2.

Figura 2. Hongo Podo 117 con dos meses de diferencia donde se encuentran
dos hongos distintos y fue posible saberlo observando dos tipos de conidias
diferentes en el microscopio.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales
> Estimar la densidad y diversidad de hongos endofitos en dos especies
vegetales: Psychotria cuspidata y Podocarpus guatemalensis presentes en la
Reserva Forestal El Montuoso.
» Caracterizar morfolégica vy fisiol6gicamente los hongos endéfitos aislados del

tejido foliar de las dos especies vegetales.

Objetivos Especificos

> Calcular porcentualmente la densidad y diversidad de hongos enddfitos foliares
en Psychotria cuspidata y Podocarpus guatemalensis.

» Agrupar morfolégicamente todos los hongos endofitos foliares recuperados de
ambas especies vegetales.

> Establecer la curva de crecimiento de los hongos enddfitos y clasificarlos en tres
categorias: rapido, moderado y lento crecimiento.

> Preservar, mediante clonacion en agua estéril, todos los hongos endofitos

aislados para garantizar su sobrevivencia y usos posteriores.
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HIPOTESIS

Ho: Los hongos endodfitos foliares del arbusto: Psychotria cuspidata y el arbol:
Podocarpus guatemalensis no varian en cuanto a densidad, diversidad y tasa de

crecimiento.

Hi: Los hongos enddfitos foliares del arbusto: Psychotria cuspidata y el arbol:
Podocarpus guatemalensis varian en cuanto a densidad, diversidad y tasa de

crecimiento.
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METODOLOGIA

l.- SITIO DE COLECTA DE LAS MUESTRAS

Pa."fmé -

Panamé La Chorrera

CU by

~Chitré
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Reserva Forestal
27
El Mon(uo}so

Isla de Coiba

Figura 3. Ubicacién de la Reserva Forestal El Montuoso

Mediante la Ley No. 12 del 15 de marzo de 1977, Gaceta Oficial 18,302 del 28 de
marzo de 1977, se crea la Reserva Forestal EI Montuoso (RFM), un area del distrito

de Las Minas, provincia de Herrera (Mi Ambiente, 2010).

La Reserva Forestal EI Montuoso, fisicamente, se localiza en las siguientes

coordenadas:
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Tabla 1. Coordenadas en utm (universal transversal de Mercator) de la RFM.

Longitud EW Latitud NS

512000 856000
525000 859000
528000 850000
515000 847000

Fuente: IGNTG. CODESA. 2003.Plan de manejo de
la Reserva Forestal El Montuoso
La principal via de acceso es por la carretera que conduce a Las Minas provincia de
Herrera; de alli hacia la comunidad de Chepo, Las Minas, principal sitio poblado dentro

de la Reserva Forestal EI Montuoso (Barrios et al., 2010).

[I.- PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Se colectaron 5 hojas maduras y sanas de las especies Psychotria cuspidata y
Podocarpus guatemalensis, Figuras 4A y 4B, respectivamente, en febrero de 2018
(estacion seca). Las plantas estan localizadas en la Reserva Forestal El Montuoso,

Distrito de las Minas, Provincia de Herrera.

Al B |
Figura 4. Muestras de las hojas colectadas
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Las muestras provenientes del tejido foliar sano fueron desinfectadas y luego
sembradas en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) como se observa en la
Fig. 5A. En la medida que fueron emergiendo los hongos de los fragmentos
sembrados, Fig. 5B, estos se aislaron colocandolos en tubos de ensayo con medios
de cultivo (PDA) y permanecieron en cajas dentro de la incubadora durante
aproximadamente 6 semanas, Fig. 5C. Este procedimiento fue realizado por las

Profesoras Ariadna Bethancourt y Rita Bethancourt.

Figura 5. Aislamiento de hongos endéfitos en plato Petri con PDA

.- AGRUPACION DE HONGOS ENDOFITOS AISLADOS EN LA RESERVA
FORESTAL EL MONTUOSO

Transcurridas seis semanas de crecimiento de los hongos endéfitos en los tubos de
ensayo con PDA, se realiz6 el proceso de agrupacion. Se compararon entre si, todos
los hongos enddfitos aislados en tubos de ensayo por cada planta y luego fueron
agrupados en diferentes morfotipos dependiendo de las caracteristicas morfologicas

visibles.
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Los criterios empleados para la agrupacion de los hongos endéfitos en morfotipos
incluyeron: la tasa de crecimiento (lento, moderado o rapido), Aspectos de colonia
(color, textura, margen), micelio (aéreo o inmerso), pigmentacién del medio de cultivo
inducida por el hongo, presencia de estructuras reproductivas y su coloracion, todos
los criterios mencionados anteriormente se pueden distinguir, respectivamente, desde

la Fig. 6A hasta la Fig. 6J.

Basados en los criterios antes expuestos, se generaron morfotipos que incluyeron
desde dos hasta un maximo de trece individuos por agrupacion (morfotipos grupales).
Un numero significativo de hongos solo se presentaron una vez en las respectivas
colecciones (morfotipos individuales), por lo que cada planta seleccionada para el
ensayo conté con morfotipos grupales y morfotipos individuales de hongos enddfitos.
Pasadas dos semanas se volvieron a revisar las agrupaciones de morfotipos grupales
e individuales con el objetivo de confirmar los grupos. Tomando en cuenta, la cantidad
de morfotipos grupales, se procedié a seleccionar la mitad de la cantidad total y todos

los morfotipos individuales para continuar la caracterizacion e identificacion de estos.
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Figura 6. Caracteristicas morfologicas visibles empleadas para agrupar los
morfotipos de hongos enddéfitos en cada planta.

IV.- CODIFICACION DE LOS MORFOTIPOS REPRESENTATIVOS

En la Fig. 7A se pueden ver los morfotipos representativos de hongos enddfitos foliares
en Psychotria cuspidata, los cuales fueron nombrados con las letras P, s, y (Psy)

seguidas de la numeracion corrida que inicio con el nimero 100 hasta el 124.
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Por otro lado, en la Fig. 7B se pueden distinguir los morfotipos representativos de
hongos enddfitos foliares en Podocarpus guatemalensis, donde las letras empleadas
para su codificacién fueron cuatro P, o, d, o (Podo) seguidas de la numeracion corrida

desde el nimero 100 hasta el 119.

SOCERJ

888
BSEBE @
FY T L}
Paem
RaE s
'EEY)

LA XL

Figura 7. Morfotipos representativos de hongos endofitos codificados

V.- CLONACION DE LOS HONGOS ENDOFITOS PARA CONSERVACION

Platos Petri pequefios (55x14mm) preparados con PDA se emplearon para esta etapa.
Estos fueron servidos en la camara de flujo laminar y se usaron tres dias después de
su preparacion como método de control de calidad para prevenir la contaminacién por

hongos ambientales. Como muestra la Fig. 8A se sembraron los hongos enddfitos
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representativos de cada morfotipo procedente de cada planta, se incubd y se espero
a que estos hongos crecieran lo suficiente para utilizarlos en posteriores
procedimientos. Luego de esto se procedi6 a cortar el hongo a la mitad. Una parte del
hongo cortado se utilizo para la clonacion de este. La otra mitad del hongo cortado se

empled en la curva de crecimiento, procedimiento que se detallard mas adelante.

En la Fig. 8B se puede observar el siguiente paso donde se prepararon dos tubos de
ensayo con 5mL de agua destilada para cada hongo enddfito, luego todos los tubos
fueron esterilizados en autoclave para ser usados como depdésito de fragmentos de
medio de cultivo con micelio fungico proveniente de las muestras. Por otra parte, en la
Fig. 8C se aprecian los fragmentos que fueron cortados con un bisturi estéril y
depositados con la ayuda de un asa micologica dentro de los tubos de ensayo. Con
este procedimiento se garantiza la preservacion de los hongos endofitos mediante

clonacion en agua esteéril.

Los tubos se sellaron con parafilm con el propésito de prevenir la evaporacion del agua
con el paso del tiempo y para finalizar se puede notar como todos los clones
preparados fueron almacenados en gradillas a temperatura ambiente (no mayor de

30°C) para su posterior uso durante la investigacion, ver Fig. 8D.
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Figura 8. Proceso de la clonaciéon de los hongos endéfitos codificados
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VI.- CURVA DE CRECIMIENTO DE LOS HONGOS ENDOFITOS
REPRESENTATIVOS

La tasa de crecimiento se define como el aumento medio del diametro de la colonia de
un hongo (Arnold & Herre, 2003). Para el inicio de este método, empleando una pipeta
Pasteur estéril se hicieron varios cortes circulares (discos) de aproximadamente 6 mm
de didmetro de los hongos enddfitos crecidos en PDA como in6culo para las curvas
como los que se pueden distinguir en la Fig.9A. La Fig. 9B ilustra el siguiente paso en
el que, con el asa micoldgica, previamente flameada, se tomaron uno a uno discos que
fueron colocados en el centro de un plato Petri grande (90x14mm) con medio PDA
repitiendo este procedimiento en tres ocasiones, ya que se hicieron tres réplicas por
cada hongo. Para terminar de organizar el sistema de curva se sellaron los platos Petri

con cinta adhesiva eléctrica como se aprecia en la Fig. 9C.

Tal como se observa en la Fig. 9D luego de sembrar cada hongo enddfito y para tener
un control de lectura en la medida de cada hongo, se trazoé con un marcador, una linea
recta en la parte inferior del plato Petri con PDA para asi mantener una sola direccion
de lectura durante todo el ensayo. Dependiendo del crecimiento del hongo se
determind el tiempo que transcurria entre una medida de lectura y otra. En la Fig. 9E
se observa como fueron colocados los hongos endéfitos en la incubadora para
favorecer su crecimiento. En el caso de los hongos de crecimiento muy lento, la tasa
de crecimiento se midié cada 24 horas y los de crecimiento mas rapido se midieron

cada dos a seis horas.

El tiempo maximo de duracion para culminar la curva de crecimiento de cada hongo

enddfito fue de 15 dias, es decir, si el hongo enddfito no completaba el crecimiento
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dentro del plato Petri en el tiempo estipulado los datos se recopilaron solamente hasta

dicha fecha limite.

Figura 9. Proceso de la curva de crecimiento de los hongos enddéfitos
codificados

VII.- IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LOS HONGOS ENDOFITOS MEDIANTE
LA TECNICA DE MICROCULTIVO

La técnica de microcultivo en plato Petri fue usada para la identificacion morfolégica
de los hongos, al menos a nivel de género; para tal fin se empleé como referencia la
guia llustrated Genera of Imperfect Fungi y también llustrated Genera of Ascomycetes,

volumen | y Il (Barnett, H., 1998; Hanlin, R., 2000).
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Fase |: Preparacion y esterilizacion de los medios de cultivo para el sistema de

microcultivos.

Se utilizaron siete medios de cultivos, que se ilustran en la Fig. 10, los cuales fueron:
Agar Extracto de Malta (AEM), Agar de Maiz (AM), Agar Agua (AA), Agar Papa

Dextrosa (PDA), Agar Avena (AAV), Agar de Papaya (AP), Agar V8 (AVS8).

Figura 10. Medios de cultivo utilizados para los microcultivos

Luego de que los medios de cultivo salieron de la autoclave se sirvieron en platos Petri
grandes, y pasados los 3 dias de control de calidad, con un bisturi estéril se hicieron
cortes horizontales y verticales en cada medio de cultivo, en la Fig.11 se pueden

observar dichos cortes.
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Figura 11. Medio de cultivo cortado con bisturi

Fase Il: Preparacion y esterilizacion de los materiales que forman parte del sistema de

microcultivos.

El sistema de microcultivos requirié de los siguientes materiales en condicion estéril:
platos Petri de vidrio, papel toalla, platos Petri de plastico, botellas y frascos de vidrio,
agua destilada, portaobjetos, cubreobjetos, pinza, ademas cinta adhesiva eléctrica y

mechero de alcohol como se ilustra en la Fig. 12.

Para la técnica de microcultivos se cortaron humerosas unidades de papel toalla con
forma circular y se situaron en el fondo de un plato Petri de vidrio, se colocaron
portaobjetos dentro de recipientes de vidrio, se tomaron algunos cubreobjetos para
ubicarlos dentro de un plato Petri de vidrio, también se afiadi6 agua destilada dentro
de una botella de vidrio. Todos estos materiales fueron esterilizados a 121°C, 15
Ib/pulg? durante 15 minutos en autoclave antes de ser utilizados.
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Figura 12. Materiales que forman parte del sistema de microcultivos

El proceso de armado de los sistemas se inici6 empleando platos Petri estériles en los
cuales se depositd, con la ayuda de una pinza previamente desinfectada, un papel
toalla circular (Fig.13 A), a continuacion, se humedeci6 el papel toalla con agua
destilada estéril, Fig.13B. Luego como se aprecia en la Fig. 13C, se procedio a apilar
sobre el papel humedo tres portaobjetos de forma vertical y un portaobjeto mas,

colocado horizontalmente, formando una cruz dentro del plato Petri.

Figura 13. Preparacién del sistema de microcultivo

26



Los segmentos de medio de cultivo, cortados en la fase |, fueron colocados como
soporte nutricional para los hongos endéfitos dentro del sistema de microcultivo en los
cuatro extremos de los portaobjetos que conforman la cruz, Fig. 14A. Para cada hongo
endofito evaluado se prepararon dos sistemas, considerando que se usaron 7 medios
de cultivo distintos. Una vez se completo esta parte se procedio a rotular cada plato,
Fig. 14B y trabajar con los hongos endofitos codificados de cada planta. Empleando
un asa micoloégica, previamente flameada, se depositdé una pequefia muestra de cada
hongo en los siete medios de cultivo preparados, Fig. 14C, después de colocar las
muestras, con la pinza desinfectada se tom6 un cubreobjetos y se situdé sobre la
muestra del hongo en cuestion. Finalmente, los platos Petri fueron sellados, con mucho
cuidado, empleando cinta adhesiva, ver Fig. 14D y los platos se introdujeron en la

incubadora para darles tiempo de crecimiento a cada hongo, Fig. 14E.
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Figura 14. Ensamblaje de los sistemas para los microcultivos.

Los sistemas de microcultivos que se ilustran en la Fig.15 fueron revisados
periddicamente después de 5 dias y hasta los 15 dias siendo el tiempo promedio para
evaluar las muestras. Se retir0 la cinta adhesiva del plato Petri, y con una pinza
previamente desinfectada se tomoO el cubreobjetos con crecimiento flngico e
inmediatamente se colocé sobre un portaobjetos limpio, que contenia una gota de azul
de lactoglicerol previamente dispensada como se muestra en la Fig. 16A.
Seguidamente se llevé al microscopio de luz tal como se observa en la Fig. 16B, y bajo
el lente de 40X se revisaron las estructuras presentes en la muestra en busca

primordialmente de cuerpos fructiferos. Una vez obtenido el resultado deseado, se
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sell6 con esmalte de ufias los bordes del cubreobjetos, procedimiento que se muestra

la Fig.16C, y las placas fueron almacenadas en cajas selladas.

Figura 15. Sistemas de microcultivo debidamente armados

Figura 16. Observacidon en el microscopio
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VIll.- FOTOGRAFIAS DE LOS HONGOS ENDOFITOS CAPTADAS EN
MICROSCOPIO

Para tomar fotografias con mejor resolucion de los hongos enddfitos identificados a
nivel de género, se acudio a las instalaciones del Instituto Smithsonian donde se utilizé
el microscopio Nikon E600 con camara integrada como se aprecia en la fig. 17A, el

cual fue facilitado por el Magister Jorge Ceballos.

En la fig. 17B se puede resaltar la manipulacion del microscopio al observar una placa

bajo el lente 10X.

Figura 17. Observacién y captura de imagenes de los hongos endofitos
identificados en el microscopio Nikon E600 con camara integrada.
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RESULTADOS

|- TOTAL DE HONGOS ENDOFITOS POR CADA HOJA DE LAS RESPECTIVAS
PLANTAS

Un hongo enddfito se encontré en cada hoja muestreada de ambas plantas del estudio.
En la tabla 2 se muestra el total de hongos endéfitos representativos (25), es decir, los
hongos seleccionados para el ensayo que fueron aislados en cada hoja de Psychotria

cuspidata.

Tabla 2. Hongos endéfitos por cada muestra de Psychotria cuspidata.
Hoja de Psychotria cuspidata Numero de hongos endoéfitos \

Muestra 1 3
Muestra 2 7
Muestra 3 8
Muestra 4 3
Muestra 5 4
Total de hongos representativos 25

En la Fig. 18 se reflejan los datos porcentuales de la abundancia de hongos endofitos

por muestra en Psychotria cuspidata.

Psychotria cuspidata

16% = 12%

% .
@

= 32%

12%

= Muestral = Muestra2 = Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5

Figura 18. Abundancia porcentual de hongos endéfitos por cada hoja de
Psychotria cuspidata.
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En la tabla 3 se observa la cantidad total de hongos endéfitos representativos (20),
fueron los hongos endofitos seleccionados para el estudio, aislados de cada hoja en

Podocarpus guatemalensis.

Tabla 3. Hongos endéfitos por cada muestra de Podocarpus guatemalensis.

Muestra 1
Muestra 2
Muestra 3
Muestra 4
Muestra 5
Total de hongos representativos 20

W N WA~ w

En la Fig. 19 se aprecian los datos porcentuales de la abundancia de hongos endofitos
por muestra en Podocarpus guatemalensis, dentro de los que fueron escogidos como

el nimero representativo para este estudio.

Podocarpus guatemalensis

15% « 150

20%

35%
15%

= Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5

Figura 19. Abundancia porcentual de hongos endéfitos por cada hoja de
Podocarpus guatemalensis.
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Il.- DENSIDAD DE HONGOS ENDOFITOS AISLADOS EN LA RESERVA
FORESTAL EL MONTUQOSO

De las cinco hojas procesadas en Psychotria cuspidata se obtuvo un total de 57 hongos
endofitos recuperados de 60 fragmentos foliares en total que se sembraron en PDA,

lo que representa una densidad de 95%.

En la Fig. 20A se representa graficamente la densidad porcentual de hongos endéfitos
en Psychotria cuspidata, en la Fig. 20B también se aprecia la cantidad total recuperada

de hongos enddfitos en esta planta.

Densidad de hongos endofitos

95

¥ Psychotria
cuspidata

% Densidad

Figura 20. Porcentaje de densidad de los hongos endéfitos en
Psychotria cuspidata.
Con respecto a Podocarpus guatemalensis, de las cinco hojas procesadas se
recuperaron 47 hongos enddfitos de 60 fragmentos foliares en total que fueron
sembrados en PDA, lo que representa una densidad de 78.3%. En la Fig. 21A se
contempla graficamente la densidad porcentual de hongos enddfitos en Podocarpus
guatemalensis, en la Fig. 21B se aprecian los hongos endéfitos recuperados de dicha

planta.
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Densidad de hongos endoéfitos

78.3

= Podocarpus
guatemalensis

% Densidad

Figura 21. Porcentaje de densidad de los hongos endéfitos en Podocarpus
guatemalensis.

Ahora se muestra la densidad de hongos enddfitos calculada en Psychotria cuspidata
y en Podocarpus guatemalensis. En la Fig.22 se aprecia graficamente la densidad

porcentual en ambas plantas.

Densidad de hongos endéfitos en dos especies
vegetales

= Psychotria cuspidata

¥ Podocarpus guatemalensis

Figura 22. Densidad porcentual de hongos endéfitos en Psychotria
cuspidata y en Podocarpus guatemalensis.
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ll.- DIVERSIDAD PORCENTUAL DE HONGOS ENDOFITOS AISLADOS EN LA
RESERVA FORESTAL EL MONTUQOSO

Tomando en cuenta los datos de las respectivas agrupaciones morfolégicas de todos
los hongos enddfitos recuperados de cada planta multiplicado por 100 se obtuvo la
diversidad.

En Psychotria cuspidata se presentd una ligera diferencia entre los nimeros de
morfotipos, siendo menores los individuales que los grupales; los respectivos nimeros
son 10 y 11. Podemos observar la representacion grafica de estos morfotipos en la

Fig.23.

Morfotipos de hongos endofitos en
Psychotria cuspidata
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Morfotipos grupales Morfotipos individuales

Figura 23. Niumero de morfotipos grupales e individuales de los hongos endéfitos en
Psychotria cuspidata.
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Una vez conocidos los nUmeros de morfotipos, estos se emplean para determinar la
diversidad porcentual, la cual mostro ser de 36.84% de hongos enddfitos en Psychotria

cuspidata que se ve representado graficamente en la Fig. 24.

Diversidad de hongos endéfitos

40.00%
35.00%
30.00%

25.00%

20.00% * Psychotria
cuspidata

36.84%

15.00%
10.00%
5.00%

0.00%
Diversidad

Figura 24. Diversidad porcentual de hongos endéfitos en Psychotria cuspidata.

En el caso de Podocarpus guatemalensis se obtuvieron mas morfotipos individuales
gue morfotipos grupales siendo los resultados 13 y 7, respectivamente. En la Fig. 25

observamos los morfotipos graficamente representados.
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Morfotipos de hongos endofitos en
Podocarpus guatemalensis
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Figura 25. Numero de morfotipos grupales e individuales de los hongos
endofitos en Podocarpus guatemalensis.

Con el numero de morfotipos de hongos endofitos en Podocarpus guatemalensis se
obtuvo 42.55% de diversidad de hongos enddfitos en esta gimnosperma. En la Fig.

26 se aprecia el porcentaje gréafico de diversidad en esta planta.
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Diversidad de hongos endéfitos

42.55%

35.00%
30.00%

® Podocarpus
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10.00%
5.00%

0.00%
Diversidad

Figura 26. Diversidad porcentual de hongos endofitos en

Podocarpus guatemalensis.

Tomando en cuenta el numero de morfotipos de ambas plantas, se pudo establecer
gue en Psychotria cuspidata hubo mayor cantidad de hongos enddfitos en morfotipos
grupales y en Podocarpus guatemalensis hubo mayor cantidad de hongos endofitos

en morfotipos individuales. Estos resultados se reflejan graficamente en la Fig. 27.
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Numero de morfotipos de cada planta
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Morfotipos grupales Morfotipos individuales

* Psychotria cuspidata ® Podocarpus guatemalensis

Figura 27. Numero de morfotipos grupales e individuales de los hongos
endofitos en Psychotria cuspidata y en Podocarpus guatemalensis.

Para tener una idea de la diferencia de diversidad porcentual entre los hongos
enddfitos tanto en Psychotria cuspidata como en Podocarpus guatemalensis se
presenta una comparacion grafica del porcentaje de diversidad entre los respectivos
hongos de ambas plantas en estudio, donde se vio claramente que los hongos
enddfitos en Podocarpus guatemalensis presentan mayor diversidad que los hongos

enddfitos en Psychotria cuspidata. Esto se aprecia en la Fig. 28.
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Diversidad de hongos endoéfitos en dos especies vegetales

45.00% 42.55%

40.00%
36.84%
35.00%

30.00%

25.00% . Psychotria cuspidata

20.00% ® Podocarpus guatemalensis
15.00%
10.00%

5.00%

0.00%

Figura 28. Diversidad porcentual de hongos endéfitos en Psychotria cuspidatay en
Podocarpus guatemalensis.

IV.- CURVA DE CRECIMIENTO FUNGICO

Los datos obtenidos en este procedimiento se utilizaron para colocar en una de tres
respectivas categorias (rapido, moderado y lento crecimiento) a cada uno de los
hongos enddfitos del estudio. A partir de la curva de crecimiento en medio sélido, se
calculo el tiempo o tasa de duplicacién (pendiente), la tasa de duplicacion del micelio
(TDM) como se observa en la tabla 4. La escala control para ubicar a cada hongo
enddfito en Psychotria cuspidata dentro de su respectiva categoria fue elegida
arbitrariamente de la siguiente manera: crecimiento rapido (0 a 3.99 horas),

crecimiento moderado (4.0 a 7.99 horas) y crecimiento lento (8.0 horas en adelante).
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Tabla 4. Hongos endofitos de Psychotria cuspidata segun su categoria.

Hongos enddfitos con crecimiento rapido aislados de Psychotria cuspidata

Psy 118 Psy 119 Psy 120 Psy 121 Psy 122 Psy 123 Psy 124

Hongos enddfitos con crecimiento moderado aislados de Psychotria cuspidata
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Los resultados para Psychotria cuspidata nos muestra que dominan los hongos
endofitos de crecimiento rapido. Se diferenciaron 21 hongos de crecimiento rapido, 3
hongos de crecimiento moderado y 1 hongo de crecimiento lento lo que equivale
porcentualmente, de manera respectiva, a 84%, 12% y 4%. En la Fig. 29 se aprecia la
densidad porcentual de hongos enddfitos por cada categoria.

Distribucién de la curva de crecimiento

con base en la TDM
Hongos enddéfitos en Psychotria cuspidata

* Crecimiento rapido
* Crecimiento moderado

E Crecimiento lento

Figura 29. Densidad porcentual de hongos endéfitos en Psychotria
cuspidata por categoria.

En la tabla 5 figuran los hongos endofitos encontrados en Podocarpus guatemalensis
gue corresponden a cada categoria la cual fue seleccionada arbitrariamente con base
en la TDM de la siguiente manera: crecimiento rapido (0 a 3.99 horas), crecimiento

moderado (4.0 a 7.99 horas) y crecimiento lento (8.0 horas en adelante).
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Tabla 5. Hongos endofitos de Podocarpus guatemalensis segun su categoria.

Hongos enddfitos con crecimiento rapido aislados de Podocarpus guatemalensis

 — . 4 D o N o,

g
Podo 101 .. Podo 102 Podo 106 F;odo 107 ... Podo 110
Podo 112 Podo 113 Podo 115 Podo 118
Hongos enddfitos con crecimiento moderado aislados de Podocarpus guatemalensis

Podo 103 Podo 104 Podo 108 Podo 111 Pf:do 71716

Hongos enddfitos con crecimiento lento aislados de Podocarpus guatemalensis

Podo 100 Podo 105 Podo 109 Podo 114 Podo 117 Podo 119

En Podocarpus guatemalensis se mantuvo la dominancia de los hongos endofitos de
crecimiento rapido sin embargo se presentaron en un numero menor (9) que en el
arbusto, 5 hongos endofitos de crecimiento moderado y finalmente 6 hongos endofitos
de crecimiento lento, esto equivale a los porcentajes, respectivamente, de 45%, 25%

y 30%. Tales resultados se aprecian graficamente en la Fig. 30.
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Distribucién de la curva de crecimiento
con base en la tasa de duplicacion del micelio
Hongos endo6fitos en Podocarpus guatemalensis

® Crecimiento rapido

* Crecimiento moderado
® Crecimiento lento

Figura 30. Densidad porcentual de hongos endéfitos en Podocarpus
guatemalensis por categoria.

De manera general podemos contemplar que en Psychotria cuspidata la tasa de
crecimiento en la mayoria de los hongos estuvo representado por un crecimiento
rapido con 84%, en Podocarpus guatemalensis los hongos enddfitos con crecimiento
rapido se presentd en un 45%; dentro de la categoria de hongos endofitos de
crecimiento moderado la densidad fue de 12% en Psychotria cuspidata, en
Podocarpus guatemalensis los hongos endofitos de crecimiento moderado fueron
representados con 25%; finalmente en los hongos endéfitos de crecimiento lento se
presentd un 4% para Psychotria cuspidata y 30% para Podocarpus guatemalensis.

Estos resultados se observan, graficamente, en la Fig. 31.
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Hongos endofitos de cada planta por categorias

* Psychotria cuspidata ® Podocarpus guatemalensis
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Crecimiento rapido Crecimiento moderado Crecimiento lento

Figura 31. Densidad porcentual de hongos endoéfitos en ambas plantas en
estudio por categorias.
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A continuacién, se presentan los modelos de curva de crecimiento para cada categoria

(rapido, moderado y lento) en Psychotria cuspidata. Figuras 32, 33, 34,

respectivamente.

Curva de crecimiento: Psy 104
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Figura 32. Curva de crecimiento: hongo endoéfito de rapido crecimiento.

Curva de crecimiento: Psy 113
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Figura 33. Curva de crecimiento: hongo endéfito de moderado crecimiento.
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Curva de crecimiento: Psy 111
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Figura 34. Curva de crecimiento: hongo endéfito de lento crecimiento.

De igual manera se muestran las curvas de crecimiento para las tres categorias

obtenidas en Podocarpus guatemalensis. Figuras 35, 36, 37.

Curva de crecimiento: Podo 106
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4
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Figura 35. Curva de crecimiento: hongo endofito de crecimiento rapido.
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Curva de crecimiento: Podo 111
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Figura 36. Curva de crecimiento: hongo enddéfito de crecimiento moderado.

Curva de crecimiento: Podo 117
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Figura 37. Curva de crecimiento: hongo endoéfito de crecimiento lento.
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En las siguientes figuras se presenta la medida que se utilizd para ubicar a cada hongo
dentro de su correspondiente categoria, con base en la tasa de duplicacién del micelio
(TDM). Como se mencion6 anteriormente para el caso de Psychotria cuspidata la
escala fue escogida arbitrariamente de la siguiente manera: crecimiento rapido (0 a
3.99 horas), crecimiento moderado (4.0 a 7.99 horas) y crecimiento lento (8.0 horas en

adelante). Ver fig. 38.

Tasa de duplicacion del micelio de los hongos endoéfitos en
Psychotria cuspidata
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Figura 38. Pendiente que ubica a cada hongo enddéfito en su categoria.

En el caso de Podocarpus guatemalensis se emplearon los mismos criterios de
crecimiento de TDM establecidos y mencionados para la primera planta (Psychotria
cuspidata), es decir, crecimiento rapido (0 a 3.99 horas), crecimiento moderado (4.0 a

7.99 horas) y crecimiento lento (8.0 horas en adelante). Fig. 39.
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Tasa de duplicacion del micelio de los hongos endéfitos en
Podocarpus guatemalensis

TASA DE DUPLICACION (HORAS)

‘ | I |

Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo Podo
101 102 106 107 110 112 113 115 118 116 119 108 111 103 104 105 109 100 114 117

Figura 39. Pendiente que ubica a cada hongo enddéfito en su categoria.

V.- HONGOS IDENTIFICADOS MEDIANTE LA TECNICA DE MICROCULTIVOS

Los hongos enddfitos fueron identificados a nivel de género a través de la técnica de
microcultivos y por placa directa, es decir, se realizaron las observaciones en el
microscopio de las estructuras reproductivas previamente tefiidas con el colorante azul
de lactoglicerol. La figura 40 indica el porcentaje total de identificaciones alcanzadas

en los hongos enddfitos de Psychotria cuspidata y en Podocarpus guatemalensis.

Psychotria cuspidata Podocarpus guatemalensis

= Porcentaje identificado = Porcentaje no identificado = Porcentaje identificado = Porcentaje no identificado

—

Figura 40. Porcentaje total de hongos endoéfitos representativos
identificados a nivel de género en cada planta.
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En Psychotria cuspidata, los hongos endofitos Psy 100, Psy 105, Psy 106, Psy 109,
Psy 118, Psy 119, Psy 120y Psy 121 se identificaron como la fase asexual o anamorfo,
Colletotrichum, en el caso de Psy 100 y Psy 105 se logré la identificacién de la fase
sexual o teleomorfo del hongo, que corresponde a Glomerella; igualmente Psy 117
demostré ser del género Xylaria con base a los cuerpos fructiferos desarrollados sobre
el medio de cultivo pasado un lapso de cuatro (4) meses de crecimiento (figura 45). En
la tabla 6 se presentan los hongos endofitos codificados que se pudieron identificar
mediante las técnicas anteriormente mencionadas, ademas se distingue claramente la
dominancia del género Colletotrichum entre los hongos endéfitos en Psychotria

cuspidata. Ver el porcentaje de cada género en la fig. 41.

Para Podocarpus guatemalensis se pudo lograr la identificacion en los siguientes
platos codificados como: Podo 100, 103, 104, 105, 109 111y 114 de las fases sexual
y asexual del hongo. Se pudo establecer y observar la presencia del anamorfo
Phyllosticta y el teleomorfo que correspondié al hongo Guignardia; Un hecho muy
parecido ocurrio en el plato codificado como Podo 108 en donde se pudo identificar
tanto el anamorfo Dothiorella como el teleomorfo del endofito llamado Botryosphaeria.
Finalmente, en Podo 102, Podo 112, Podo 118 se identifico el anamorfo
Colletotrichum. ElI género con mayor frecuencia entre los hongos enddfitos en
Podocarpus guatemalensis fue Guignardia, estos resultados se aprecian en la tabla 7.

Ver el porcentaje de cada género en la fig. 42.
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Psychotria cuspidata.

Hongo codificado Género
Psy 101 Micelio estéril
Psy 102 Micelio estéril
Psy103 Micelio estéril
Psy 104 Micelio estéril

Psy107 Micelio estéril
Psy 108 Micelio estéril
Psy 110 Micelio estéril
Psy 111 Micelio estéril
Psy 112 Micelio estéril
Psy 113 Micelio estéril
Psy 114 Micelio estéril
Psy 115 Micelio estéril
Psy 116 Micelio estéril

Psy 122 Micelio estéril
Psy 123 Micelio estéril
Psy 124 Micelio estéril

Tabla 6. Hongos codificados que fueron identificados, a nivel de género, en
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Tabla 7. Hongos codificados que fueron identificados, a nivel de género, en

Podocarpus

guatemalensis.

Hongo codificado

Podo 101

Podo 106
Podo107

Podo 110

Podo 113
Podo 115
Podo 116

Podo 117

Podo 119

Identificacion

Micelio estéril

Micelio estéril
Micelio estéril

Micelio estéril

Micelio estéril

Micelio estéril
Micelio estéril

Micelio estéril

Micelio estéril
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Colletotrichum fue el género en comun para ambas plantas en estudio, presentandose
con 24% en Psychotria cuspidata y 15% en Podocarpus guatemalensis. Guignardia se

presentd exclusivamente en Podocarpus guatemalensis con 35% entre las muestras.

Hongos endéfitos identificados a nivel de
género en Psychotria cuspidata

Figura 41. Hongos endofitos identificados en Psychotria cuspidata.

Hongos endoéfitos identificados a nivel de
género en Podocarpus guatemalensis

/\‘

Botryosphaeria _~
5%

Figura 42. Hongos endofitos identificados en Podocarpus guatemalensis.
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TDM a nivel de género en Psychotria cuspidata
En Psychotria cuspidata se repiti6 el género Colletotrichum entre las muestras
procesadas, si cotejamos la TDM de cada uno, mostrados en la tabla 8, con respecto
a dicho hongo se puede sugerir que hay dos especies de Colletotrichum tomando en
cuenta las diferencias entre la TDM que oscilan entre los rangos de una a menos de
una hora y en el caso de Glomerella el resultado de las diferencias del TDM nos

permite identificar solo una especie.

TDM a nivel de género en Podocarpus guatemalensis
En Podocarpus guatemalensis se presentd el género Guignardia en mas de una
ocasion entre las muestras trabajadas, si contrastamos sus valores de TDM,
mostrados en la tabla 9, en relacion al mencionado hongo se podria decir que
probablemente existen en este estudio cuatro especies distintas de Guignardia
tomando como referencia sus respectivos valores que se incluyen los de siete horas,
nueve horas, 10 horas y 12 horas para duplicar su micelio; por su parte, Colletotrichum
presentd su valor en el intervalo de dos horas por lo que se puede sefalar que

Unicamente se trata de una especie dentro de las muestras del arbol.
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Imé&genes de los hongos endéfitos que se pudieron identificar mediante placa

directay la técnica de microcultivos:

Psychotria cuspidata

Ps 100 Ps 100
Vista macroscoépica de Colletotrichum y Vista microscépica de Colletotrichum sp.
Glomerella sp. Acérvulos y conidias del hongo

Figura 43. Hongo endé6fito Psy 100 identificado, género
Colletotrichum (fase asexual o anamorfo) donde la vista macroscOpica
corresponde a su crecimiento en plato Petri.

Ps 105 Ps 105
Vista macroscopica de Colletotrichum Vista microscoépica de Glomerella sp.
sp. Y Glomerella sp. Peritecios y Ascos con ascosporas

Figura 44. Hongo endd6fito Psy 105 identificado, género Glomerella (fase
sexual o teleomorfo) donde la vista microscoOpica fue captada en
microscopio Nikon E600 con camara integrada.
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Figura 45. Hongo endoéfito Psy 117 identificado, género Xylaria, este se
identificé inmediatamente por la presencia de cuerpos fructiferos del hongo
en Agar Papa Dextrosa dentro del plato Petri.
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Podocarpus guatemalensis

Podo 114 Podo 114
Vista macroscépica de Vista microscopica de Phyllosticta sp.
Guignardia sp. Y Phyllosticta sp. Conidias

Figura 46. Hongo endéfito Podo 114 identificado, género Phyllosticta
(anamorfo)

&
Podo 109: ascospora de ’

Guignardia sp.

Podo 103
Podo 103 Vista microscépica de Guignardia sp.
wmmeocépmgeewsp.y Ascos bitunicados con ascosporas
Phyllosticta sp. dentro

Figura 47. Hongo endd6fito Podo 103 identificado, género Guignardia
(teleomorfo) en la vista microscoOpica se aprecian estructuras alargadas en
formas de saco Illamadas ascos, los cuales a su vez contienen ascosporas

en su interior, como la de la imagen en la esquina superior derecha.
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Podo 108

Vista macroscopica de Botryosphaeria sp.

Y Dothiorella sp.

Podo 108
Vista microscoépica de Dothiorella sp.
Conidioéforos con conidias

Figura 48. Podo 108 identificado, género Dothiorella (anamorfo).

Podo 108
Vista macroscépica de Botryosphaeria
sp. Y Dothiorella sp.

Podo 108
Vista microscépica de Botryosphaeria sp.
Ascos con ascosporas dentro

Figura 49. Podo 108 identificado, género Botryosphaeria (teleomorfo)
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Figura 51. Micelio estéril en ambas plantas donde Psy 123 pertenece a
Psychotria cuspidatay Podo 119 a Podocarpus guatemalensis.
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DISCUSION

Por la falta de acceso a una fuente ampliamente ilimitada de investigaciones cientificas
no se puede afirmar que este estudio es reportado como Unico a la fecha, sin embargo,
La Reserva Forestal del Montuoso es una zona compuesta principalmente por
ecosistemas interconectados por diferentes sistemas de vegetacion, centro de una
gran biodiversidad y zona donde nacen los rios que abastecen de agua a la provincia
de Herrera. Es un area sometida a mucha presion producto de las comunidades que
se encuentran dentro de los limites de la reserva y que necesitan sembrar para obtener
su sustento diario (Garibaldi y Arcia, 2016; Pedreschi et al., 2013). Es aqui donde se
inicia este estudio que podemos destacar como el primer reporte de la biodiversidad
microscopica representada por hongos endofitos presentes en dos plantas ubicadas

en el lugar Psychotria cuspidata y Podocarpus guatemalensis.

En esta investigacion se emplearon métodos tradicionales para el aislamiento y
caracterizacion de los hongos enddfitos recuperados y a pesar de tener limitantes,
muchos laboratorios no siempre cuentan con una estructura y equipo disponible para
aplicarles técnicas moleculares dado el costo que este procedimiento representa
(Giusiano et al., 2010); se lograron los objetivos lo que nos indica que es posible
obtener enriguecedores y satisfactorios resultados aln con un bajo presupuesto,
siempre y cuando se trabaje con mucho esmero y dedicacién. Este pequefio ensayo
mostro datos tan significativos y nuevas preguntas que indican la necesidad de realizar

mas investigaciones en el area.
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Densidad porcentual de hongos endéfitos en Psychotria cuspidata frente a
otros estudios similares.
La densidad de hongos enddéfitos en Psychotria cuspidata fue de 95%, esto
corresponde a una alta abundancia de hongos endofitos en las muestras colectadas
de este arbusto lo que se puede explicar por la baja altura de la planta al encontrarse
préximo al suelo donde la descomposicion se produce en el piso del bosque y los
primeros colonizadores de la hojarasca fresca son bacterias y hongos favoreciendo
una alta actividad de diferentes microorganismos (Thaiutsa y Granger, 1979); la
densidad porcentual de hongos enddfitos en este trabajo concuerda con los de otros
estudios realizados, también en zonas tropicales, como el de Gomez-Rivera et al.,
2016 en donde se reporta 76.67% de abundancia de hongos enddfitos en Hamelia
patens y 43.3% en Lantana camara; en Isla Coiba se estudié la planta Desmotes
incomparabilis, una angiosperma de habito arbustivo, de la cual se obtuvo una
densidad de 84.6% de hongos endofitos provenientes de hojas maduras de dicha
planta (Escobar e Iturrado, 2007) mientras que en Theobroma cacao se registré

98.09% de densidad de hongos enddfitos (Villarreal y Pérez, 2008).

Densidad porcentual de hongos endofitos en Podocarpus guatemalensis frente
a otros estudios similares.

La densidad de hongos endodfitos en Podocarpus guatemalensis, una especie

gimnosperma, fue de 78.3% lo que nos indica que también fue bastante alta y coincide

con lo reportado por Ryoko Oono et al., 2015 con 76.7% de densidad de hongos

enddfitos foliares en arboles de Pinus taeda, mientras que la densidad para las
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plantulas de la misma especie fue de 14% indicando que la colonizacién de hongos
endofitos en coniferas aumenta con la edad de la hoja basado en la postulacion de
que las hojas mueren tan pronto como la densidad de colonizacion de hongos
alcanzan un valor minimo dentro de la misma (Sieber, 2007), pues la tasa de
colonizacion de hongos endéfitos fue mayor en una hoja de tres afios que en otra de
un afo, en muestras pertenecientes a Pinus tabulaeformis (Guo et al., 2008); la
densidad de hongos enddfitos en Zamia obliqgua igualmente fue parecida a la del

estudio actual con 73.91% (Villarreal y Pérez, 2008).

Densidad de hongos endofitos en las plantas estudiadas
En este proyecto de investigacion, todos los fragmentos de las hojas sembradas
muestreadas, tanto en Psychotria cuspidata como en Podocarpus guatemalensis,
fueron colonizados por mas de un hongo enddfito, este hecho coincide con la
investigacion de Bethancourt, 2000 donde el 100% de las muestras foliares
procesadas de bosques tropicales presentaron al menos un hongo endéfito y también
con el estudio de Bernardi-Wenzel et al., 2010 donde todos los segmentos sembrados
muestreados de plantas medicinales Luehea divaricata presentaron crecimiento

fungico.

El hecho de que en Podocarpus guatemalensis se presentara una menor densidad de
hongos enddfitos, con respecto a Psychotria cuspidata, guarda relacién con factores
climaticos y la edad de la hoja muestreada durante su desarrollo que afectan o no la
sucesion de hongos endéfitos en la misma como se ha estudiado en gimnospermas
(Kriel et al., 2000), los factores climéticos pueden variar, considerando que Psychotria
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cuspidata se encuentra cerca del suelo por ser de habito arbustivo y Podocarpus
guatemalensis se aleja del mismo por ser un arbol con mayor altura (Davidse, G.,
Sousa M., 2009), puede que se conserve mayor humedad en algunas partes de las
hojas mas que en otras favoreciendo la proliferacion de los hongos enddfitos; ademas
del azar que juega un papel importante al momento de recolectar las muestras de

ambas plantas a pesar de que son visiblemente maduras y sanas.

Estudios de hongos endo6fitos en plantas de hoja perenne
En general, se hizo un estudio con base en plantas de hoja perenne donde la densidad
fue de 76% en Mahonia nervosa, 44% en Arctostaphylos uva-ursi, 37% en Gaultheria
shallon, 29% en Mahonia aquifolium y 25% en Umbellularia californica (Petrini et al.,
1982) esta gama de porcentaje de infeccion tan variada puede estar influenciada por
la temperatura del lugar de muestreo, pues no es apta para la proliferacion de los
hongos endofitos y ademas, como los mismos autores mencionan, las tasas de
infeccion fueron mayores en las muestras de los sitios densamente arbolados donde
las colectaron que en las muestras de sitios abiertos; el porcentaje de infeccion varia
entre diferentes especies colectadas en diversos sitios de los trépicos, pero en general
es mucho mayor que en zonas templadas (Valencia, 2006) como un estudio en Espafia
(region mediterranea) de Pinus halepensis donde las hojas presentaron una densidad

de 36.24% de hongos enddfitos (Botella y Diez, 2011).
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Diversidad de hongos endéfitos en Psychotria cuspidata frente a otros
estudios similares.
La diversidad de hongos endofitos en Psychotria cuspidata fue de 36.84%, esta es
baja frente a estudios en donde se reporta 78% de diversidad de hongos enddfitos en
Desmotes incomparabilis, Panama; 60.8% en Hamelia patens, 76.9% en
Lantana camara, México (Escobar e lturrado, 2007; Gomez-Rivera et al., 2016) y
84.5% provenientes de cuatro muestras foliares de Hyptis recurvata (Gonzéalez Murillo,
2013). La baja diversidad de hongos endéfitos encontrada pudiera estar relacionada
con la estacion climatica en la que se desarrollé el muestreo (temporada seca) y con
la situacion geografica de esta reserva, que se encuentra dentro del llamado arco seco
del istmo (Jaén y Hernandez, 1998). Considerando que la humedad juega un papel
significativo en la reproduccion de estos microorganismos como se demostré en el
estudio de Mosquera, 2010 donde se obtuvo una mayor cantidad de morfotipos de
hongos enddfitos en temporada lluviosa que en temporada seca y las muestras para
el presente estudio fueron colectadas durante estacion seca de nuestro pais, este pudo
ser un factor limitante en la diversidad obtenida de hongos endofitos. Otros autores
relacionan la baja diversidad a la cantidad de hojas colectadas sefialando que entre
mas hojas se colecten habra mayor diversidad de hongos enddéfitos, hasta que se llega
a una fase de estabilizacion después de un determinado numero de colecta de
muestras (Villarreal y Pérez, 2008; Bethancourt, 2000; Valencia, 2006) lo que exhorta

a nuevos estudios en el area.
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Diversidad de hongos endéfitos en Podocarpus guatemalensis frente a otros
estudios similares.
La diversidad de hongos enddfitos en Podocarpus guatemalensis fue de 42.55%. Este
valor es cercano al obtenido para el arbusto Psychotria cuspidata, lo que los hace
relativamente mas bajos de los encontrados en otros sitios, esto quizas se debe, como
se menciond anteriormente, a la estacion del afio en que fueron colectadas las
muestras pues en los pinos se han estudiado diversos factores que influyen en la
frecuencia y distribucion de hongos endéfitos recuperados como la estacion en que se
colectan las muestras, el estado en que se encuentra el tejido muestreado y la
metodologia empleada para el aislamiento (Zamora et al., 2008). Ademas,
recientemente se ha demostrado que el sitio y la edad de la hoja muestreada son
factores altamente significativos en cuanto al nUmero de aislamientos y el nimero de
especies Unicas obtenidas en diferentes estudios (Anderson et al., 2019), este ultimo
numero puede ser subestimado cuando se utilizan solo carcateristicas morfologicas
de los cultivos debido a que hay colonizaciéon mduiltiple de fragmentos (Cannon y
Simmons, 2002) es decir, cuando en un fragmento sembrado hay mas de un hongo,

el cual no se puede notar con observacion a simple vista.

Densidad y Diversidad de hongos endéfitos en ambas plantas
La densidad y diversidad de hongos endofitos son herramientas subestimadas con
mucha frecuencia en los estudios ambientales por el hecho de que no todos los
microorganismos dentro de la planta tienen la capacidad de crecer en medios de

cultivo artificiales cuando se procesan en laboratorio (Gamboa-Gaitan, 2006), no
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obstante, muchos de los que si poseen dicha capacidad podrian ser empleados como
indicadores del estado ecologico de un bosque por ejemplo, la comprension de su
funcién ecologica en gimnospermas podria conllevar a su uso en el manejo holistico
de ecosistemas forestales mixtos como bioindicadores revelando los efectos de la
contaminacion del aire y la lluvia 4cida; ademas muchos son fuente de compuestos
bioactivos brindados a la poblacion en términos de economia, en areas como lo son la

medicina, la agricultura, la industria (Sanchez-Fernandez et al., 2013).

En el presente estudio, la densidad y la diversidad de hongos enddéfitos en las especies
vegetales dentro de la Reserva Forestal EI Montuoso son inversas, ya que en
Psychotria cuspidata se dio una densidad alta pero la diversidad de hongos enddfitos
fue inferior a la de los resultados en Podocarpus guatemalensis donde se obtuvo una
densidad de hongos endéfitos mas baja y la diversidad fue mayor que la del arbusto;
este Ultimo guarda relacion con una planta también gimnosperma dentro de la
investigacion de Ryoko Oono et al., 2015 donde se afirma que, a pesar de la menor o
baja frecuencia de infeccion en las plantulas de Pinus taeda estas fueron receptivas a
una comunidad mas diversa de hongos enddfitos en comparacion a las muestras

foliares de arboles de la misma especie.

La razén por la que hubo mayor diversidad de hongos endéfitos en Podocarpus
guatemalensis puede estar relacionada con la clasificacion taxonémica de la planta ya
gue las gimnospermas tienen tipos de hojas bastante Unicos, albergando su propio
grupo particular de especies de endofitos foliares, por otra parte, con su altura debido
a un aumento en el nimero de nichos diferentes para los hongos, pues las esporas de

una gran variedad de hongos pueden encontrar sustratos adecuados en el dosel del
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arbol aumentando la diversidad de hongos ademas de condiciones climaticas
diferentes a la que se encuentra por debajo del dosel (Piepenbring et al., 2016; Kriel
et al., 2000) como es el caso de la angiosperma arbustiva Psychotria cuspidata. Esto
indica que las comunidades de hongos enddfitos pueden variar dependiendo de los
diferentes estratos donde se encuentren pues de acuerdo con Gamboa-Gaitan, 2006
es comun encontrar su variacion con los estratos dentro del dosel y el sotobosque por
ejemplo, los hongos que se encuentran cerca del suelo pueden tener diferentes
microambientes a los hongos que se encuentran a una altura mayor siendo mas o
menos diversos dependiendo en gran medida de microclimas y microhabitats que se
generan porque los bosques tropicales tienen mayor complejidad estructural que

muchos otros ecosistemas.

Clonacion de hongos endofitos en agua destilada esteéril
La clonacioén de los hongos enddfitos en tubos de ensayo con agua destilada estéril,
posteriormente sellados con parafilm, es un método de conservacion bastante sencillo
y seguro que garantiza la supervivencia del hongo a través del tiempo tal como lo
demostraron Bueno y Gallardo, 1998 al trabajar con hongos filamentosos y confirmar
100% de viabilidad de los mismos después de preservarlos durante dos afios en agua
destilada estéril, ademas aseguran no haber observado cambios aparentes en la
morfologia y caracteres macroscopicos en ninguno de los cultivos estudiados,
Benitez, 2017 también asegura estar de acuerdo con este método ya que a pesar de
gue entre sus muestras habian hongos endéfitos preservados en agua estéril por mas

de cinco afos resultaron ser viables.
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Curva de crecimiento de hongos endoéfitos en Psychotria cuspidata
Los hongos endofitos en Psychotria cuspidata mostraron, mayormente, crecimiento
rapido con 84%, siendo Psy 104 el hongo més rapido con tasa de duplicacién de
micelio de 1:16 horas y Psy 111 el hongo mas lento con tasa de duplicacion de micelio
de 8:04 horas. En esta angiosperma, los hongos endoéfitos mas rapidos presentaron
una tasa de duplicacion de micelio hasta de una hora, mientras que dentro de los de
lento crecimiento tardaron ocho horas para duplicar su micelio. En la tabla 8 se

diferencia la pendiente de cada hongo enddfito aislado de dicha planta (anexo).

Curva de crecimiento de hongos endéfitos en Podocarpus guatemalensis
Entre los hongos enddfitos en Podocarpus guatemalensis la mayoria fueron de
crecimiento rapido pero esto varié con menor densidad porcentual de hongos que en
el arbusto con 45%, siendo Podo 117 el hongo mas lento con tasa de duplicacion de
16:81 horas y Podo 106 el hongo mas rapido con tasa de duplicacion de 1:26 horas.
En esta gimnosperma, los hongos endéfitos mas rapidos presentaron una tasa de
duplicacion de micelio hasta de una hora, en tanto que dentro de los de lento
crecimiento un hongo tard6 16 horas para duplicar su micelio. En la tabla 9 se aprecia

la pendiente de cada hongo enddéfito aislado de dicha planta (anexo).
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Curva de crecimiento de hongos endofitos en ambas especies vegetales
pertenecientes ala Reserva Forestal El Montuoso
La curva de crecimiento para los hongos endéfitos es una propuesta metodolégica de
suma importancia antes de llevar a cabo procesos como el levantamiento de
microcultivos para la identificacion de hongos enddfitos. Por otra parte, los datos que
se obtienen con la curva de crecimiento también aportan informacion valiosa cuando
se pretenden realizar ensayos de antagonismo ya que sugiere la ventaja adaptativa o
tiempo de accion del hongo filamentoso en cuestion frente a una bacteria patégena o
ambiental (Benitez, 2017), también es posible calcular la tasa de duplicacion de micelio
de cada hongo, valor que se obtiene con base en la pendiente resultante de cada
grafico entre el diametro de crecimiento de cada organismo y el tiempo transformado
en horas. La pendiente representa la cantidad de horas que le toma al hongo duplicar
su micelio para continuar su crecimiento, en otras palabras, la tasa de duplicacion del

micelio.

La variacion en el porcentaje de hongos enddfitos en funcidn de la tasa de crecimiento
puede tener relacidon con la diferencia en el tamafio entre ambas plantas y su distancia
del suelo del bosque, puesto que en el arbusto, Psychotria cuspidata, hubo mayor
porcentaje de hongos endofitos de crecimiento rapido esto se puede dar por su
proximidad al suelo donde hay mucha actividad de microorganismos por incrementos
de materia organica y nutrientes edaficos asociados a los aportes de hojarasca,
favoreciendo su proliferacion (Florez-Florez et al., 2013) y competencia por diferentes
nichos incluyendo tejidos foliares de la planta, mientras que en el arbol, Podocarpus

guatemalensis, no hay tanta competencia por lo que aqui resulté un porcentaje inferior
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de hongos enddfitos de crecimiento rapido, pero hubo mayor porcentaje de hongos de
crecimiento moderado y lento que en el arbusto, pues no muchos hongos pueden
llegar a la altura a la que se encuentran sus hojas en el dosel posiblemente porque las
gimnospermas albergan sus propios grupos en cuanto a especies de endofitos foliares
debido a sus peculiares tipos de hojas bastante exclusivos (Kriel et al., 2000) por lo
qgue los hongos que llegan al arbol se establecen en sus tejidos foliares de manera

indefinida.

Identificacién de hongos endofitos
Los hongos enddfitos identificados en esta investigacion pertenecen a la division
Ascomycota, o que concuerda con el estudio de Arnold y Lutzoni, 2007 quienes
estudiaron los hongos enddfitos de distintas plantas en ocho localidades diferentes
desde el artico canadiense hasta tierras bajas de Panama y los hongos representativos
de todos los bosques fueron dominados por Ascomycota. Los hongos endéfitos fueron
procesados con el uso de métodos tradicionales donde aquellos que no esporularon
en los medios de cultivo seleccionados se reportaron como micelio estéril; es poco lo
gue se puede concluir acerca de la especificidad de hospederos de los hongos
enddfitos tropicales, pues la mayoria de los postulados en diferentes estudios no son

MAas que especulaciones basadas en escasas observaciones (Gamboa-Gaitan, 2006).
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Identificacién de hongos endéfitos en Psychotria cuspidata
Se lograron identificar los géneros de hongos enddfitos en Psychotria cuspidata,
siendo estos: Glomerella (con su estado anamorfo, Colletotrichum) y Xylaria, de estos
Colletotrichum y Glomerella fueron reportados en plantas medicinales (Mussi-Dias et
al., 2012), este ultimo género tiene una especie enddfita que a menudo es encontrada
en hojas sanas la cual es Glomerella cingulata (Van Bael et al., 2009) siendo reportada
también en Hyptis recurvata con 5% entre las muestras (Gonzalez Murillo, 2013).
Colletotrichum y Xylaria se aislaron en muestras de Guarea guidonia, Meliaceae
(Gamboa y Bayman, 2001) y este ultimo género en Hyptis recurvata con 48% entre las
muestras (Gonzalez Murillo, 2013). Dentro los hongos endofitos en la planta medicinal,
Psychotria cuspidata, la mayoria fueron hongos con micelio estéril, esto coincide con
la investigacion de Ramirez et al., 2006 donde trabajaron con plantas medicinales
reportando los hongos endofitos con micelio estéril como la mayor dominancia en el
estudio. Esto sugiere que los nutrientes brindados a estos simbiontes a través de
diferentes medios de cultivo no son suficientes para inducir el desarrollo de sus
estructuras reproductivas, las cuales son la clave principal de identificacion
microscopica cuando no se cuenta con tecnologia molecular para procesar estos
hongos. Colletotrichum es un género con diferentes especies comunmente reportado
como patégeno de diferentes cultivos, plantas y frutas, por ejemplo las especies
Colletotrichum fragariae, Colletotrichum acutatum y Colletotrichum gloeosporioides
estdn asociadas a enfermedades en fresa (Xiao et al.,, 2004) y Colletotrichum
gloeosporioides en tomate de arbol (Rios Madril, 2010). Adicionalmente, en México se
reportaron especies de los géneros Colletotrichum, Glomerella, Xylaria e incluso

Guignardia (encontrado en Podocarpus guatemalensis) en cuatro plantaciones de
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Coffea arabica el cual es un arbusto de hoja perenne (Saucedo-Garcia et al., 2014) al

igual que Psychotria cuspidata.

Identificacién de hongos endéfitos en Podocarpus guatemalensis
En el caso de Podocarpus guatemalensis se pudieron identificar los géneros:
Guignardia (con su estado anamorfo, Phyllosticta), Botryosphaeria (con su estado
anamorfo, Dothiorella) y Colletotrichum sp. Los hongos enddfitos se han estudiado en
coniferas incluyendo Pinus spp., Taxus spp., y Juniperus spp. (Wang et al., 2008). La
especie Guignardia sp. se ha reportado en la planta medicinal Luehea divaricata
(Bernardi-wenzel et al.,, 2010), en Bletilla ochracea (orquidea) (Tao et al., 2012)
también en Spondias mombin (Rodrigues et al., 1999) con base en los resultados de
Okane et al., 2003 ha quedado claro que este hongo enddfito vive dentro de varias
plantas vasculares, angiospermas, gimnospermas y pteriddfitas. EI anamorfo de
Guignardia sp. es Phyllosticta sp. y ha sido comunmente aislado como endofito en
arbustos de hojas perenne (hongo enddfito: Phyllosticta pyrolae) (Petrini et al., 1982)
pues, aunque no se conocen las especies de los géneros identificados en el estudio
actual, existen investigaciones donde estas si son detalladas principalmente mediante
técnicas moleculares. Phyllosticta sp. fue uno de los taxones fungicos dominantes en
un estudio de 19 hospedadores de coniferas (Carroll y Carroll, 1978). Los géneros
Guignardia sp. y Phyllosticta sp. se han aislado de gimnospermas como Podocarpus
macrophyllus, Podocarpus nagi, Taxus cuspidata, Tsuga sieboldii, Thujopsis dolabrata

(Okane et al., 2003).
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Botryosphaeria sp. fue identificado en semillas de Podocarpus falcatus y Prunus
africana, arboles forestales afromontanos nativos de Etiopia (Gure et al., 2005) y
aislado de eucaliptos sanos, algunas especies de Botryosphaeria sp. se consideran
patégenos latentes, de hecho, la especie Botryosphaeria dothidea es uno de los
patdbgenos mas importantes de eucalipto en Sudéfrica y fue el taxdn méas destacado
como enddfito en Eucalyptus grandis (Smith et al., 1996; Smith et al., 1996), también
se aisl6 de tejidos asintomaticos a partir de peral, duraznero y arandano donde no solo
se confirmé su patogenicidad, sino también su alta virulencia por lo que fue
considerada una de tantas especies patdgenas latentes (Sessa, 2016). El anamorfo
de Botryosphaeria es el género Dothiorella, la especie Dothiorella dominicana es
reportada como un importante patégeno del mango, Mangifera indica, en Sudafrica
(Darvas, 1992); ambos géneros (Botryosphaeria y Dothiorella) tuvieron representantes
gue fueron aislados de arboles nativos de Hawai, Acacia heterophylla y Acacia koa,
estudio centrado en la busqueda de miembros de la familia Botryosphaeraceae debido
a gue se encuentran comunmente en plantas lefilosas y algunos son patdégenos

importantes (Jami et al., 2019).

Colletotrichum sp. no ha sido reportado como un endoéfito especifico por rango de
hospedadores aislandose en muestras de 12 especies de arboles en la Reserva
Forestal lwokrama, Guyana (Lu, G. et al., 2004). Colletotrichum gloesporioides fue
aislado de cinco muestras de Taxus mairei, esta gimnosperma es importante debido a
su produccion de taxol y la produccién de este por al menos alguno de sus endéfitos

(Wang et al., 2008; Barrales-Curefio y Soto-Hernandez, 2012) este ultimo compuesto
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es muy eficaz en la destruccion y contencion de neoplasias o distintos tipos de cancer

(Luz y Adami, 2019).

Identificacién de hongos endéfitos en ambas plantas
Entre los hongos enddfitos en Psychotria cuspidata y Podocarpus guatemalensis fue
dificil identificar el género de muchos hongos debido a que estos no producen
estructuras reproductivas en los medios de cultivo a pesar de que se brindaron siete
opciones nutricionales a través de medios de cultivo distintos, esto no fue suficiente
para inducir la formacion de esporas en algunos hongos endofitos por lo que se
reportan como micelio estéril como ocurrid en la investigacion de Polanco Guerrero,
2017 donde se utilizaron 6 medios de cultivo diferentes y fue imposible la identificacion

a causa de la ausencia de cuerpos fructiferos por parte de los hongos.

El género de hongos endofitos en comun encontrado tanto en Psychotria cuspidata
como en Podocarpus guatemalensis fue Colletotrichum encontrandose en menor
proporcion en la gimnosperma que en la angiosperma lo que concuerda con los
hallazgos de Villarreal y Pérez, 2008 donde también se trabajé con una planta
gimnosperma (Zamia obliqua) y una planta angiosperma (Teobroma cacao) y hubo
baja colonizacion por el morfotipo Colletotrichum por lo que los autores mencionan que
Zamia obliqgua (gimnosperma) parece poseer alguna caracteristica que limita la
colonizacion de dicho género y podria ser también el caso de Podocarpus
guatemalensis. Entre las muestras de Colletotrichum halladas en las dos plantas en
estudio hubo una variedad total de morfologia macroscoépica de los cultivos dentro del
plato Petri, es decir, todas las colonias de dicho género variaron en cuanto a forma,
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color, micelio y distribucion de estructuras reproductivas, esto es muy comunmente
reportado en especies de este género, por ejemplo en Colletotrichum gloeosporioides
se registro un elevado grado de variabilidad revelando una amplia plasticidad genética
de adaptacion a diferentes condiciones (Alonso et al., 2001), también se reportd
variabilidad morfolégica macroscoépica en cepas de Colletotrichum sp. aisladas de
flame (Dioscorea sp.) en Colombia y Colletotrichum gloeosporioides aisladas en
Aguacatero (Persea americana) en México (Castro et al., 2003; Rodriguez-Lopez et
al., 2009). En cuanto a los géneros de hongos enddfitos hallados de manera exclusiva
en cada planta fueron Xylaria en Psychotria cuspidata; Guignardia y Botryosphaeria

en Podocarpus guatemalensis.

Importancia de la tasa de duplicacion del micelio a nivel de género identificado
en el estudio
La tasa de duplicacion del micelio (TDM) es una herramienta implementada en esta
investigacion como alternativa para el estudio de la tasa de crecimiento de los hongos
enddfitos para ubicarlos dentro de la respectiva categoria (rapido, moderado y lento
crecimiento) brindandonos un valor mas especifico del tiempo que tarda un hongo en
duplicar su micelio dentro del plato Petri con PDA en condiciones de laboratorio, pues
en trabajos previos los hongos endéfitos se han categorizado con base en el tiempo
en intervalo de dias de crecimiento de cada hongo enddfito lo que ofrece un punto de
vista demasiado general e inexacto, una herramienta cualitativa (Benitez, 2017,
Polanco Guerrero, 2017) frente al de la TDM cuyo valor se determina mediante

mediciones constantes de la tasa de crecimiento en funcién del tiempo en periodo de
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horas lo que implica mayor especificidad al ubicar a cada hongo en su correspondiente
categoria. Por esta razon, se propone el uso de esta herramienta en la diferenciacion
de especies dentro de un género de hongos enddfitos, no obstante, la forma mas
segura de conocer las diferentes especies de hongos endoéfitos presentes es con la
aplicacion de técnicas moleculares, pues la manipulacion genética es una de las

opciones mas viables en la actualidad (Landero-Valenzuela et al., 2016).
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CONCLUSIONES

La densidad de hongos endéfitos en Psychotria cuspidata fue de 95% y la
diversidad de 36.84%.

La densidad de hongos enddfitos en Podocarpus guatemalensis fue de 78.3%
y la diversidad de 42.55%.

Los hongos enddfitos, en Psychotria cuspidata, se agruparon en 21 morfotipos.
Los hongos enddfitos, en Podocarpus guatemalensis, se agruparon en 20
morfotipos.

El 84% de los hongos enddfitos en Psychotria cuspidata presentd crecimiento
rapido, 12% crecimiento moderado y 4% crecimiento lento.

El 45% de los hongos endofitos en Podocarpus guatemalensis resultd con
crecimiento rapido, 25% crecimiento moderado y 30% crecimiento lento.

La densidad, diversidad y tasa de crecimiento vario entre los hongos endofitos
del arbol y el arbusto, pues hubo mayor densidad en el arbusto, mayor
diversidad en el arbol y la tasa de crecimiento fungica vari6 con un mayor
porcentaje de hongos de crecimiento rapido en el arbusto que en el arbol y
mayor porcentaje de hongos con crecimiento moderado y lento en el arbol que

en el arbusto, por lo que se acepta la Hi.
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RECOMENDACIONES

Continuar esta linea de investigacibon mediante técnicas moleculares para la

identificacion de los hongos enddfitos a nivel de especie.

Extender el estudio con base en los metabolitos secundarios que puedan producir
los hongos enddfitos de las plantas de la RFM y la aplicacién practica en beneficio

de la sociedad.

Aplicar pruebas de antagonismo entre los hongos endéfitos de las especies
vegetales del presente estudio y hongos fitopatégenos de cultivos importantes a

nivel nacional.

Repetir el estudio actual llevando a cabo la colecta de muestras en temporada
lluviosa para el estudio de la diversidad de hongos enddfitos y de igual manera

aumentar el nimero de muestras colectadas.
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APENDICE

Camara de flujo laminar: en buen funcionamiento garantiza un bajo nivel de
contaminacion por parte de hongos y bacterias ambientales en los platos Petri con
los hongos enddfitos del estudio. Las muestras de hongos se manipulan dentro de
la camara de flujo laminar debido a que esta cuenta con filtros de aire que
mantienen su interior libre de particulas que puedan contaminar a los hongos
enddfitos.

Preparacion del medio de cultivo, Agar Papa Dextrosa (PDA): se prepara el medio
de cultivo segun los calculos correspondientes, en este caso, se agrega 100 mL de
agua destilada en un recipiente de vidrio, se pesan 6 gramos de PDA el cual se
adiciona al recipiente mencionado anteriormente, se mezcla y finalmente se coloca
en autoclave que debe estar programado para una presion de 15 libras/pulgadas?,
temperatura de 121°C y duracion de 15 minutos, una vez el medio de cultivo esté
a temperatura moderada para controlar el recipiente se sirven 20 platos Petri
pequefios (55x14mm) con PDA.

Control de calidad de los medios de cultivo en platos Petri: cuando los medios de
cultivo se han servido adecuadamente permanecen en la camara de flujo laminar
por, aproximadamente, tres dias, se observa dentro de los platos para descartar
cualquier posible contaminacion, esta se da generalmente por la colonizacién de
hongos y bacterias ambientales.

Asa micoldogica: al momento de usarla se impregna de alcohol al 70%, luego se
incinera en el mechero de alcohol y se espera a que se refresque para manipular

el hongo, de esta manera el asa micoldgica es flameada.
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Bisturi: cuando se va a utilizar se sumerge en alcohol, se flamea en el mechero y
se espera a que se enfrie, sin alejarlo demasiado del calor del mechero para
manipular el hongo.

Para el Agar de Maiz: se agrega 100 mL de agua destilada en un recipiente de
vidrio, a este se afiade 1.7 gramos (g) de Corn Meal Agar y 1.8 g de agar — agar;
finalmente se revuelve ligeramente el recipiente con el medio de cultivo y el agar
dentro que luego se coloca en autoclave para ser esterilizado.

Para el Agar de Papaya: se corta una parte de la fruta que contenga tanto cascara
como pulpa de la misma, luego se licua para tomar de este concentrado 49 mL y
agregarlo en un recipiente de vidrio con 100 mL de agua destilada, ademas se
afiade 1.8 g de agar-agar; esto se mezcla brevemente y se lleva a autoclavar para
su posterior esterilizacion.

Para la preparacion del medio Agar Agua: se agrega 1.8 g de agar-agar en 100 mL
de agua destilada para posteriormente autoclavar este medio.

En el caso de la preparacion de Agar Avena: se agregan 9 gramos de hojuelas de
avena en 300 mL de agua destilada y se hierve durante 45 minutos,
aproximadamente, luego de esperar a que se enfrie la avena, se agrega en un
matraz aforado y se afora hasta llegar a los 300 mL que habia inicialmente; también
se aflade 4.5 g de agar-agar y, posteriormente, se autoclava.

Para el medio de cultivo Agar V8: se llena un recipiente de vidrio con 223 mL de
agua destilada donde se agrega 49 mL de jugo V8, 6 g de agar-agar y 0.6 g de
Carbonato de Calcio (CaCOs3), esta mezcla se revuelve para luego ser esterilizado

en autoclave.
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Para el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa: se agrega, en un recipiente de vidrio,
3.9 g PDA en 100 mL de agua destilada, se agita un poco y se lleva a autoclavar.

Con respecto a la preparacion de Agar Extracto de Malta (AEM): se agrega 100 mL
de agua destilada en un recipiente de vidrio al cual se afiade 1.7 g de AEMy 1.8 g

de agar-agar, se agita brevemente y se esteriliza en autoclave.
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ANEXOS

Tabla 8. Tasa de duplicacion de micelio de cada hongo endéfito aislado de

Psychotria cuspidata.

Cddigo Hongos enddfitos Pendiente

Psy 106 Colletotrichum sp. 1.682580082
Psy 121 Colletotrichum sp. 1.841914336
Psy 105 Glomerella sp. 2.024597237
Psy 118 Colletotrichum sp. 2.056384181
Psy 119 Colletotrichum sp. 2.345491553
Psy 100 Glomerella sp. 2.494796696
Psy 109 Colletotrichum sp. 2.499545309
Psy 120 Colletotrichum sp. 2.70098716
Psy 117 Xylaria sp. 2.394722856
Psy 104 Micelio estéril 1.167346464
Psy 124 Micelio estéril 1.265170881
Psy 123 Micelio estéril 1.288257729
Psy 101 Micelio estéril 1.308184463
Psy 103 Micelio estéril 1.365436945
Psy 122 Micelio estéril 1.514919059
Psy 115 Micelio estéril 1.710656793
Psy 112 Micelio estéril 2.695589873
Psy 114 Micelio estéril 2.739737934
Psy 107 Micelio estéril 3.081312042
Psy 110 Micelio estéril 3.528288489
Psy 108 Micelio estéril 3.639931977
Psy 102 Micelio estéril 5.365601622
Psy 113 Micelio estéril 5.449495967
Psy 116 Micelio estéril 6.476161209
Psy 111 Micelio estéril 8.045698419
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Podocarpus guatemalensis.

Cddigo Hongos enddfitos Pendiente
Podo 111 Guignardia sp. 7.549009709
Podo 103 Guignardia sp. 7.703288669
Podo 104 Guignardia sp. 7.997995645
Podo 105 Guignardia sp. 8.121054259
Podo 109 Guignardia sp. 9.167128463
Podo 100 Guignardia sp. 10.37913462
Podo 114 Guignardia sp. 12.04925455
Podo 102 Colletotrichum sp. 2.32869242
Podo 118 Colletotrichum sp. 2.443354954
Podo 112 Colletotrichum sp. 2.70873248
Podo 108 Botryosphaeria sp. 7.31520979
Podo 106 Micelio estéril 1.268769676
Podo 110 Micelio estéril 1.372982695
Podo 101 Micelio estéril 1.412809328
Podo 107 Micelio estéril 2.614310261
Podo 115 Micelio estéril 2.955576587
Podo 113 Micelio estéril 3.88865397
Podo 116 Micelio estéril 4.214584453
Podo 119 Micelio estéril 6.32780518
Podo 117 Micelio estéril 16.81801428

Tabla 9. Tasa de duplicacion de micelio de cada hongo endéfito aislado de
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Tabla 10. Algunas férmulas utilizadas en esta investigacion

Ecuaciones Descripcion
Abundancia

o Numero total de hongos endéfitos aislados de la respectiva hoja porcentual,d_e
Y%= — - X — 100 hongos endofitos

Numero total de hongos endéfitos representativos de la coleccion .

por hoja

Numero total de hongos endéfitos recuperados en el aislamiento Densidad de

%= x 100

Nuimero total de fragmentos de hojas sembradas

hongos endofitos

Nimero de morfotipos individuales+morfotipos grupales de hongos endéfitos

%= x 100

Numero total de hongos endéfitos recuperados en el aislamiento

Diversidad de
hongos endofitos

,-h

"X, =X,

Pendiente
usando dos
puntos en linea
recta del grafico
para conocer la
TDM

Nuimero total de hongos endéfitos dentro del respectivo rango

100

%=
Numero total de hongos endéfitos representativos de la coleccion

Abundancia
porcentual de
hongos enddfitos
para cada
categoria
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