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RESUMEN.

Los hongos son organismos eucariotas esenciales en la descomposicion de materia organica
y adaptables a diversos ecosistemas, desde terrestres hasta acuaticos. Su capacidad de
simbiosis con plantas, como los hongos endofitos, aporta beneficios mutuos: los hongos
obtienen nutrientes, y las plantas reciben proteccién y mayor resistencia a patégenos y
herbivoros. Los hongos enddfitos viven dentro de las plantas sin causarles dafio y ayudan a

mejorar su tolerancia al estrés.

En los manglares, ecosistemas costeros tropicales, se han identificado alrededor de 200
especies de hongos endofitos, aunque se estima que existen mas especies no reportadas. El
mangle rojo (Rhizophora mangle) es la especie predominante en los manglares de Panama,

gue cuenta con una alta diversidad fungica.

Este estudio analizé la diversidad de hongos endéfitos en hojas de mangle rojo en el Caribe
panamefio, los muestreos se realizaron en dos periodos del afio, siendo el primero durante
la estacion seca, previo a las lluvias y el segundo tras la finalizacion de la temporada de
lluvias. Se observé una mayor cantidad de morfotipos en la segunda colecta, realizada
después de la época de lluvias. Sin embargo, la esporulacion fue limitada debido a la dificultad

de replicar las condiciones 6ptimas para la esporulacion.

En la primera colecta se obtuvo un indice de Shannon de 3.158857 y un indice de Simpson
de 0.9346452. En la segunda colecta, los indices fueron 3.513764 y 0.9424978,
respectivamente. Los resultados sugieren una mayor dominancia de ciertos morfotipos en
cada época. Este estudio destaca la importancia de los hongos endofitos en la ecologia de
los manglares y sugiere la necesidad de aplicar herramientas moleculares para una
identificacion de los hongos aislados mas precisa.

Palabras clave

Hongos, enddfitos, manglar, morfotipos, diversidad, Rhizophora mangle.



ABSTRACT

Fungi are eukaryotic organisms essential in the decomposition of organic matter and
adaptable to diverse ecosystems, from terrestrial to aquatic environments. Their ability to form
symbiotic relationships with plants, such as endophytic fungi, offers mutual benefits: fungi
obtain nutrients, while plants gain protection and increased resistance to pathogens and
herbivores. Endophytic fungi live within plants without causing visible harm and help improve

the plant's stress tolerance.

In mangroves, tropical coastal ecosystems, around 200 species of endophytic fungi have been
identified, although it is estimated that there are many more unreported species. Red
mangrove (Rhizophora mangle) is the predominant species in Panama’s mangroves, which

are known to harbor a high fungal diversity.

This study analyzed the diversity of endophytic fungi in red mangrove leaves in the
Panamanian Caribbean, The sampling was conducted during two distinct periods of the year:
the first during the dry season, before the onset of rainfall, and the second after the conclusion
of the rainy season. A higher number of morphotypes was observed in the second collection,
conducted after the rainy season. However, sporulation was limited due to the difficulty of

replicating specific sporulation conditions in the laboratory.

The first collection yielded a Shannon index of 3.158857 and a Simpson index of 0.9346452.
In the second collection, the indices were 3.513764 and 0.9424978, respectively. The results
suggest greater dominance of certain morphotypes in each season. This study highlights the
importance of endophytic fungi in mangrove ecology and suggests the need for molecular

tools for more accurate identification.

Keywords

Fungi, endophytes, mangrove, morphotypes, diversity, Rhizophora mangle.



INTRODUCCION

REINO FUNGI

Los hongos son organismos eucariotas, saprotrofos que estan presentes en una amplia gama
de ubicaciones geograficas a escala global y cumplen con roles importantes en los
ecosistemas. Junto con las bacterias, los hongos son los mayores descomponedores de
materia organica en los ecosistemas terrestres y acuaticos (Gadd, 2007), estos son capaces
de crecer en habitats desérticos o con altas concentraciones de sal (Vaupotic et al., 2008),
pueden crecer también en sedimentos marinos (Raghukumar & Raghukumar, 1998) y algunos
son capaces de sobrevivir a una intensa exposicion a rayos UV (Sancho et al., 2007). Estos

cuentan con dos tipos de reproduccidn, la asexual y la sexual.

Estos organismos pueden ser principalmente encontrados con dos tipos de crecimiento,
levaduriforme o filamentoso, que puede cambiar segun el medio al que estén expuestos
(Sharifia et al., 2008). Los hongos que cuentan con cuerpos filamentosos tienen dos partes,
siendo una la parte vegetativa que da el crecimiento y otra parte reproductiva que contiene a
las estructuras sexuales (Reino Fungi, 2007), la parte vegetativa es haploide y esta
compuesta por hifas, las cuales forman el micelio (Fricker et al., 2007). El micelio es la
estructura mediante la cual el hongo absorbe nutrientes y transporta agua, sin embargo, el
micelio es susceptible a la desecacion. Estas estructuras estan adaptadas para absorber
sustancias disueltas por 6smosis, esto es aprovechado por las plantas con las cuales forman

una simbiosis (Adamatzky, 2022; Worrich et al., 2017).

HONGOS ENDOFITOS

En el vasto y diverso Reino Fungi, se encuentran los hongos endofitos, organismos que viven
dentro de las plantas sin causarles dafio aparente. La palabra "endofito" proviene de la
combinacién de dos términos griegos: "endon," que significa "dentro," y "phyton," que significa

"planta.” Juntas, estas palabras describen la naturaleza intima de estos hongos, que habitan



en los tejidos internos de las plantas, estableciendo una relacion simbidtica que puede ser
beneficiosa tanto para el hongo como para la planta hospedera. (Arnold, 2005), siendo asi
podemos definir a los hongos endéfitos como microorganismos que estan adaptados a vivir
todo o gran parte de su ciclo de vida dentro de tejidos vegetales sin causarle un dafio aparente

(Rodriguez et al., 2009).

Estos organismos, utilizan la reproduccién asexual debido a que este es un proceso rapido y
eficiente que permite a los hongos endéfitos colonizar rapidamente nuevos tejidos vegetales
y propagarse dentro de la planta hospedera (Arnold & Lutzoni,- 2007). Esto es aun mas
importante en ambientes dindmicos o cambiantes, donde los hongos necesitan establecerse
y adaptarse rapidamente (Saikkonen., 2016) en condiciones ambientales adversas como
estrés hidrico, salinidad o temperaturas extremas. Este tipo de reproduccién permite a los
hongos enddfitos persistir y prosperar (Egan, et al. 2023). Otras ventajas de la reproduccion
asexual es la produccién de esporas asexuales, como los conidios, esporangiosporas o las
blastospdras que son estructuras livianas y resistentes que pueden ser dispersadas
facilmente por el viento, el agua o animales (Schardl & Clay, 2007), este tipo de dispersion
permite a los hongos enddfitos colonizar nuevas areas geograficas y establecerse en nuevos
hospederos (Carroll & Petrini, 1993). Ademas, estas células pueden replicarse y formar
nuevas hifas o permanecer en forma de blastos y realizar otras funciones, como la absorcién
de nutrientes o la interaccion con las células vegetales (Petrini & Schaltz, 2008; Redman, et

al. 2000).

En el caso de los hongos enddfitos, estos no poseen un cuerpo Unico y definido mientras se
encuentran dentro de la planta, la morfologia varia dependiendo de la especie del hongo, el
tejido vegetal colonizado y la etapa de desarrollo del hongo. La forma méas comun de
crecimiento dentro de las plantas son las hifas, estas pueden ser hialinas o pigmentadas, y

Su grosor varia segun la especie (Arnold & Lutzoni, 2007; Saikkonen, et al. 2016).



HONGOS ENDOFITOS Y PLANTAS

Segun Ravirajan (Ravirajan et al., 2005) la relacion que se constituye entre las plantas y los
hongos es de gran importancia debido a los beneficios que ambos obtienen mutuamente,
siendo para los hongos los principales beneficiados obteniendo alimentacién y proteccion,
mientras la planta obtiene beneficio de los metabolitos producidos por los hongos (Abellano
& Kelemu, 2007; Sanchez et al. 2013). Estas relaciones también le dan a la planta proteccion
frente a patdgenos (Kumaresan & Suryanarayanan, 2002), debido a que los hongos producen
enzimas que son liberadas en el tejido de la planta e inhiben el crecimiento de otros
organismos que podrian ser nocivos, como bacterias y hongos patégenos (Ravirajan et al.,
2005). Estos compuestos producidos por los hongos tales como triterpenos (Vil et al., 2019),
alcaloides (Zhang et al., 2012), poliquetidos (Mapari et al., 2010), péptidos ciclicos (Qi et al.,
2022), entre otros y la presencia de los hongos en el tejido vegetal ha demostrado ser una
barrera de proteccién para la planta contra insectos defoliadores, como son las hormigas
pertenecientes a los géneros Atta, Acromyrmex y Myrmicinae que son clasificados como los
principales defoliadores tropicales, se ha reportado la herbivoria en la planta llega a disminuir

a casi la mitad en individuos con altas densidades de hongos enddfitos (Estrada et al., 2013).

Los hongos endofitos han demostrado que también pueden inducir el crecimiento, mejorar la
condicion fisica y aumentar la tolerancia de la planta frente al estrés biético y abiético (Gao et
al., 2010; Lata et al., 2018; Liu et al., 2007; Rodriguez et al., 2009; Strobel et al., 2004; Tan &

Zou, 2001; T.S. et al., 2018; Yamaiji et al., 2016).

BOSQUES DE MANGLAR

Los comunmente denominados manglares representan un ecosistema litoral caracterizado
por la presencia de arboles y arbustos que prosperan en regiones tropicales y subtropicales,
estos se encuentran en constante inundacion debido a la accion de las mareas. Los
manglares se encuentran restringidos a las areas costeras con suelos de naturaleza arenosa

o limo-arcillosa. La distribucién de este ecosistema va a depender de factores tales como la



amplitud de las mareas, la salinidad del agua y del suelo y la topografia del terreno (Ruiz,

2023).

Los bosques de manglar son la base de ecosistemas que albergan una gran diversidad
biolégica (Prensa, 2019). Se encuentran entre los mas productivos y biolégicamente mas
importantes del mundo (Khoon, 1987), distribuyéndose en 112 paises(Bezerra et al., 2013;
Fisher & Petrini, 1987; Petrini et al., 2011; Qasim & Wafar, 1990; Wang et al., 2008). En
Latinoamérica se encuentran bosques de manglar en las costas del Pacifico y del Atlantico.
El pais con mayor abundancia de manglares en la region es Brasil, seguido por México, Cuba,
Colombia y Venezuela, respectivamente. Panama, cuenta con aproximadamente 165,000
hectareas compuestas por 12 de las 65 especies identificadas en el mundo, lo que convierte
a Panama en el pais con mayor cobertura y diversidad de la regién centroamericana. La
distribucion en Panamé es de aproximadamente 85% en las costas del pacifico y un 15% en
las costas del Caribe seguln el Ministerio de Ambiente de Panama (Prensa, 2021), la especie
mas comun y de mas amplia distribucion geografica es Rhizophora mangle L. cominmente
conocido como mangle rojo, este se encuentra en todas las areas donde se desarrollan los

bosques de manglar (Tosi, 1971).

Los bosques de manglar son parte primordial de los ecosistemas terrestres/marinos ya que
son hospederos de una gran cantidad de organismos, entre estos encontramos a los hongos
(Barrios et al., 2019). Se han logrado identificar aproximadamente 200 especies de hongos
reportados como enddfitos asociados a manglares (Liu et al., 2007), sin embargo, se estima
gue existen poco mas de un millon de especies de hongos, motivo por el cual podria haber
mas especies que aun no han sido reportadas como enddfitas y otras mas desconocidas para

la ciencia (Dreyfuss & Chapela, 1994).



ESTUDIOS PREVIOS EN HONGOS ENDOFITOS EN MANGLARES

De los hongos que se han reportado hasta la fecha como endofitos dentro del tejido de plantas
de manglar se sabe que la poblacién estd compuesta mayormente por hongos terrestres y en
menor cantidad por hongos marinos (Ananda & Sridhar, 2002; Kumaresan & Suryanarayanan,
2001), esta composicion puede deberse a el lavado de la superficie de la tierra que sucede
en las temporadas de lluvia que disminuye los niveles de salinidad en el area del manglar y
arrastran consigo a esporas que puedan colonizar el tejido del manglar (Sridhar & Kaveriappa,
1988), esto es importante ya que se ha reportado que altos niveles de salinidad disminuyen
el crecimiento del micelio (Castillo & Demoulin, 1997). Con respecto a la diversidad presente
en cada hoja, se sabe que estas cuentan con altas concentraciones de quimicos antifangicos
en la etapa inmadura y estas disminuyen a medida que la hoja va madurando (Arnold et al.,
2003), y también sus plantones cuentan con polifenoles de actividad oxidasa que la protegen
de la antracnosis (Tattar et al., 1994), En nuestra investigacion, es fundamental conocer la
diversidad de hongos endéfitos asociados a las hojas de mangle rojo y determinar si existen
cambios en las comunidades enddfitas en los dos periodos del afio, previo a las lluvias y
posterior a las lluvias. Esta informacién es crucial, ya que, para maximizar la recoleccion de
hongos enddfitos, utilizamos hojas que han perdido los compuestos inhibidores del
crecimiento de microorganismos. El objetivo de esta investigacion fue analizar las variaciones
en la composicién de los morfotipos que conforman las comunidades de hongos enddfitos en
hojas de mangle rojo (Rhizophora mangle) en dos estaciones climéticas contrastantes: la

temporada lluviosa y la temporada seca.

ANTECEDENTES

Los hongos endofitos se encuentran ampliamente distribuidos en plantas de diversos
ecosistemas terrestres, siendo especialmente notables en los bosques tropicales, donde la

diversidad de especies vegetales supera considerablemente a otros tipos de bosques. Esta



abundancia de especies hospederas en los bosques tropicales influye directamente en la
mayor diversidad de hongos enddfitos en estos entornos (Sengupta & Chaudhuri, 2002;
Simdes et al., 2015). En los estudios llevados a cabo para analizar la comunidad de hongos
enddfitos presentes en plantas, se ha observado que la gran mayoria de los hongos
identificados pertenecen a la division Ascomycota (Mittermeier, et al. 1999), esto debido a
gue aproximadamente el 80% de todas las especies conocidas pertenecen a esta division (Lu
et al., 2023). Esta division fungica desempefia un papel fundamental en la colonizacion
endofitica de las plantas. Ascomycota es una de las divisiones mas diversas y ampliamente
distribuidas, conocida por su variedad de formas y funciones ecolégicas. Su predominancia
en la comunidad de hongos enddfitos sugiere que estos organismos pueden desempefiar

roles vitales en la salud y el funcionamiento de las plantas hospederas.

La comprension de la diversidad y la composicion de los hongos enddfitos en las plantas es
crucial no sélo para entender la dinAmica de las comunidades de microorganismos asociadas
a las plantas, sino también para explorar su potencial en aplicaciones agricolas, forestales y

medicinales (Selim, 2012).

Por lo tanto, reconocer la predominancia de la divisibn Ascomycota entre los hongos
endofitos, abre la puerta a investigaciones mas detalladas sobre la diversidad genética, la
ecologia y el potencial biotecnolégico de estos microorganismos, lo que puede conducir a

avances significativos en varios campos cientificos aplicados.

Los primeros estudios destinados a la identificacion de comunidades de hongos enddfitos se
llevaron a cabo en plantas pertenecientes a géneros coniferos, incluyendo Pinus, Taxus y
Juniperus (Bezerra et al., 2013; Fisher & Petrini, 1987; Petrini et al., 1992; Wang et al., 2008).
Los primeros géneros de hongos endofitos reportados incluyeron Lulworthia, Leptosphaeria,
Phoma, Caryosporella, Cirrenalia, Dactylospora, Halocyphina, Halosarpheia, Lignincola,

Massarina, Phomopsis, Torpedospora, Trichocladium, Alternaria, Cladosporium,



Colletotrichum, Fusarium, Pestalotiopsis y Xylaria (Kohimeyer, 1984; Li et al., 2016; Petrini &

Carroll, 1981; Sarma & Hyde, 2001.; Sieber et al., 1999).

El conocimiento de esto es esencial para comprender las complejas interacciones planta-
hongo, tanto mutualistas como patogénicas, lo que a su vez contribuye a la conservacién de
la biodiversidad al ayudar a entender la diversidad fangica en ecosistemas donde estas

especies vegetales son predominantes.

En el afio 2007, Elizabeth Arnold publicé un estudio titulado "Understanding the diversity of
foliar endophytic fungi: progress, challenges, and frontiers" (Comprendiendo la diversidad de
hongos enddfitos foliares: avances, desafios y fronteras), en el cual realizé una sintesis de
investigaciones previas enfocadas en los hongos endoéfitos que habitan en raices, semillas,
hojas y otros tejidos de las plantas. Los resultados de investigaciones realizadas en los afios
2000, 2003 y 2004 incluyeron la evaluacion de la frecuencia de infeccion por hongos endofitos
en las hojas, lo que revel6 que las comunidades identificadas parecian estar compuestas
principalmente por hongos que habian colonizado los tejidos de las plantas en lugar de ser
adquiridos de forma vertical (de planta adulta a semilla). Ademas de los cultivos, se llevaron
a cabo analisis de PCR, que permitieron identificar géneros como Alternaria, Cladosporium,
Epicoccum, Phoma, Aureobasidium, Chaetomium, Botryosphaeria, Colletotrichum,
Mycosphaerella y Xylaria, destacandose la predominancia de aquellos pertenecientes a la

division Ascomycota (Arnold, 2007).

Este hallazgo tiene importantes implicaciones ecoldgicas ya que sugiere que los hongos
endofitos tienen una alta capacidad para colonizar y establecerse en los tejidos de las plantas
durante su ciclo de vida, en lugar de depender en gran medida de la transmision vertical de
planta adulta a semilla. Esta adaptacion les permite formar asociaciones estrechas y
persistentes con las plantas hospederas, lo que potencialmente les confiere ventajas

competitivas y beneficios mutuos.



En su estudio “Diversity and host range of foliar fungal endophytes: are tropical leaves
biodiversity hotspots?” (Diversidad y rango de hospederos de hongos enddfitos foliares: ¢ son
los follajes tropicales puntos de biodiversidad?) Elizabeth Arnold y Francois Lutzoni se
propusieron investigar la incidencia de infecciones por hongos enddfitos en una amplia
variedad de hospederos y entornos geograficos, desde regiones &articas hasta zonas
tropicales. Los lugares de estudio abarcaron Nunavut y Quebec en Canada, Carolina del
Norte y Arizona en los Estados Unidos y la Isla de Barro Colorado en Panama, en el
transcurso de este, se examinaron meticulosamente un total de 28 especies hospederas, que
incluyen musgos, hepdéticas y plantas vasculares, como coniferas y angiospermas. Los
resultados de esta investigacion demostraron una disminucién en la presencia de enddfitos
en las hojas a medida que se avanzaba desde las zonas tropicales hacia el Artico. En
muestras de hojas de 2 mmz, se encontrd que entre el 95.6% y el 99.5% estaban colonizadas
por enddfitos en las zonas tropicales, en contraste con las muestras del Artico, donde la

colonizaciéon alcanzaba solo el 1%.

En las zonas articas, predominaban los hongos de la clase Sordariomycete, mientras que, en
otros lugares de estudio, predominaban las clases Saccharomycotina, Pezizomycetes y
Dothideomycetes. En la zona tropical, prevalecian las especies pertenecientes a los érdenes
Phyllachorales, Xylariales, Diaporthales y Hypocreales, con una predominancia general de

hongos de la division Ascomycota (Arnold & Lutzoni, 2007).

George Carroll exploré el fenémeno de las infecciones fingicas en hojas y tallos en 1988 en
un estudio bajo el titulo "Fungal endophytes in stems and leaves: from latent pathogen to
mutualistic symbiont." Carroll analizé muestras de plantas de los géneros Casuarina,
Helianthemum y Lolium recolectadas en diversas ubicaciones geogréficas, incluyendo zonas
de Canada, como Nunavut y Quebec, asi como Carolina del Norte, Arizona en los Estados

Unidos, y la Isla de Barro Colorado en Panama.



A partir de las muestras aisladas en estas diversas ubicaciones, se lograron identificar varios
géneros de hongos, incluyendo Cryptocline, Cryptosporiopsis, Leptostroma, Phomosis y
Phyllosticta. Estos hallazgos proporcionaron una vision mas amplia de la diversidad de
hongos endofitos en hojas y tallos de plantas en diferentes regiones geograficas. Ademas, se
subray0 la importancia de la division Ascomycota en este contexto, dada su amplia diversidad,
lo que sugiere que los individuos pertenecientes a esta division seran comunmente reportados

en futuros estudios relacionados con hongos endofitos en plantas (Carroll, 1988).

El estudio titulado "Endophytic Fungi Isolated from Mangrove (Rhizophora mucronata) and Its
Antibacterial Activity on Staphylococcus aureus and Escherichia coli.", realizado en 2011 por
Asep Prihanto y colaboradores se centro en investigar la actividad antibacteriana de extractos
de hongos enddfitos. Para este propésito, se aislaron hongos enddfitos de las hojas de
Rhizophora mucronata, identificando especies pertenecientes a los géneros Aspergillus,
Acremonium, Fusarium, Penicillium y Ampelomyces. Destaca que la mayoria de los individuos

aislados pertenecian a la division Ascomycota (Prihanto et al., 2011).

Sukanyanee Chaerprasert y su equipo de colaboradores llevaron a cabo en el afio 2010 un
estudio titulado "Endophytic fungi from mangrove plant species of Thailand: their antimicrobial
and anticancer potentials" (Hongos endofitos de especies de plantas de manglar en Tailandia:
su potencial antimicrobiano y anticancerigeno). Este estudio tuvo como objetivo la bausqueda
de compuestos derivados de hongos endoéfitos en manglares de Tailandia que pudieran ser

utilizados en tratamientos contra el cancer.

Para esta investigacion, se analizaron individuos pertenecientes a las familias
Rhizophoraceae, Sonneratiaceae, Combretaceae, Avicenniaceae, Meliaceae y Malvaceae.
Se logro aislar un total de 71 hongos de los géneros Cladosporium, Colletotrichum, Curvularia,
Daldinia, Fusarium, Nigrospora, Penicillum, Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Phyllosticta y
Xylaria. Es relevante sefialar que la mayoria de los hongos aislados pertenecen a la divisién

Ascomycota (Chaeprasert et al., 2010).



En Brasil, se han llevado a cabo estudios centrados en el potencial de los metabolitos
producidos por hongos enddéfitos presentes en las hojas de Avicennia schaueriana,
Laguncularia racemosa y Rhizophora mangle. Estos estudios condujeron al aislamiento de

un total de 25 especies pertenecientes a 19 géneros diferentes (Costa et al., 2012).

En el afio 2018, en Bahia Salinas, Cabo Rojo, Puerto Rico, se llevo a cabo un estudio con el
objetivo de identificar nuevos compuestos antimicrobianos producidos por hongos endoéfitos
aislados de las hojas y semillas del mangle negro, Avicennia germinans. Como resultado de
este estudio, se logré aislar un total de 20 géneros de hongos enddfitos. Cabe destacar que
los hongos Physalospora, Pochonia, Simplicillium, Teratosphaeria, Wrightoporia y Stereum
fueron identificados por primera vez como enddfitos en manglares. Ademas, se observo que
las especies Aspergillus flavus y Aspergillus clavatus mostraron potencial para la produccién
de compuestos con actividad antimicrobiana y antifingica (Figueroa-Negron, 2018), de este
descubrimiento pueden surgir nuevos compuestos con actividad antimicrobiana que podrian

usarse para tratar enfermedades.

Los ascomicetos manglicolas se pueden clasificar segun su funcién ecoldgica en los
ecosistemas de manglar, que incluye saprofitos, patégenos, endoéfitos, solubilizadores de
fosfato y degradadores de celulosa. En Ecuador, durante el afio 2019, se llevé a cabo un
estudio titulado "Nuevos Registros de Ascomicetos Marinos Manglicolas para el Ecuador".
Este estudio resulté en la descripcién de 12 especies de ascomicetos marinos manglicolas
gue se encontraron en la Reserva Ecolégica Manglares Churute. Este hallazgo representa
una contribucién significativa a la descripcion de la micobiota de este importante sitio, ya que
ocho de las especies identificadas fueron nuevos registros para el pais suramericano (Alvarez

et al., 2019).

OBJETIVO GENERAL.

-Establecer si existen cambios en las comunidades endéfitas en diferentes épocas del afio.



OBJETIVOS ESPECIFICOS.

-Agrupar por caracteristicas morfolégicas macroscoépicas (morfotipos) a los hongos aislados

de las hojas de mangle rojo (Rhizophora mangle L.) de cada colecta.

-ldentificar la diversidad de hongos enddfitos asociados a las hojas de mangle rojo

(Rhizophora mangle L.).

-Analizar las variaciones de las comunidades de hongos endéfitos en las estaciones del afio

estudiadas, mediante un analisis de diversidad.

METODOLOGIA

Ubicacion geogréficay descripcion general del area de estudio.

El area de estudio conocido como Sherman se encuentra en la Republica de Panama,
Provincia de Colon, en el Corregimiento de Cristébal con las coordenadas 9°21'13.62” N

79°56'44.17” W, con una elevacion de 0 metros sobre el nivel del mar.
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Figura 1. Ubicacion del sitio de estudio en la Republica de Panama.



Sitio de muestreo
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Figura 2. Puntos de muestreo.



El ecosistema de manglar se ubica adyacente a la arteria vial principal, lo que facilita su
accesibilidad a los investigadores y visitantes interesados en su analisis. Al explorar el area,
se observd que el suelo estaba mayoritariamente compuesto por roca y arena, lo que

posibilitd una facil aproximacion a los ejemplares de la especie de interés bajo estudio.

El manglar exhibi6é una zonacién claramente definida, donde la franja contigua al océano esta
predominantemente poblada por la especie R. mangle, esta especie exhibe una compleja red
de raices aéreas y ramificaciones que se extienden en multiples direcciones. Esta
configuracién arquitectonica brinda refugio, alimento y habitat a diversas especies animales,

al mismo tiempo que fortalece la resiliencia del ecosistema.

Lamentablemente, se constaté la presencia de contaminacién en el manglar, constituyendo
una preocupacion significativa. Los signos visibles de este problema incluyeron la
acumulacion de desechos y basura dispersos en el suelo, asi como atrapados entre las raices

de los arboles.

En lo que concierne a la estructura poblacional, se observé que todas las especies presentes
en el area de estudio exhibian una mayor proporcién de individuos jovenes en comparacion
con individuos adultos. Este patron sugiri6 que el manglar se encuentra en una fase de
recuperacion y regeneracion, caracterizada por la predominancia de individuos de menor
tamafio en términos de diametro y altura, propios de las etapas juveniles. Esta dinamica
subraya la importancia de implementar estrategias de conservacion que fomenten la

restauracion y el desarrollo integral a largo plazo del ecosistema.



Figura 3. Acceso al manglar desde tierra.

Figura 4. Linea de Rhizophora mangle en la costa.



Estrategia de muestreo

En el manglar ubicado en la costa del Caribe, especificamente en el antiguo Fuerte Sherman
en la provincia de Colén, se establecié un transecto de 100 metros. Para llevar a cabo los
muestreos, se procedid a la identificacién de especimenes de R. mangle L. a intervalos de
aproximadamente diez metros, seguido por la recoleccién de cinco hojas sin aparente dafio

de cada arbol.

Los muestreos se llevaron a cabo los dias 7 de febrero de 2023 a las 14:30 horas y 11 de

agosto de 2023 a las 14:00 horas, y tuvieron una duracién aproximada de una hora.

Durante el proceso de colecta, se implement6 el uso de guantes distintos para cada hoja, con
el propésito de evitar una potencial contaminacion cruzada. Las hojas recolectadas se
almacenaron individualmente en bolsas para muestras biol6gicas previamente etiquetadas
de forma numérica, iniciando con el nimero '1" hasta el '50' para el primer muestreo, y del '51'

al '100' en el segundo muestreo.

Figura 5. Colecta de hojas de R. mangle en la linea costera.



Figura 7. Hojas colectadas guardadas en bolsas estériles individuales.



Procesamiento del tejido foliar para el aislamiento fungico.

Preparacion de medios de cultivo
Se prepararon medios de cultivo para el aislamiento primario utilizando Agar Extracto de Malta
(MEA) con peptona micoldgica de la marca TM MEDIA. Para los aislamientos secundarios,

se empleé medio de Agar Dextrosa de Papa (PDA) de la marca OXOID.

Figura 8. Agar extracto de malta TM Media.



Figura 9. Agar dextrosa de papa Oxoid.

Limpieza y Desinfeccion del Tejido Foliar

Las hojas de interés fueron sometidas a un proceso de lavado utilizando agua potable y
eventualmente lavadas con destilada estéril. Se implement6 el uso de guantes diferentes
entre cada manipulacion de hoja para disminuir el riesgo de contaminacion cruzada. La
preparacion de las hojas implicé su corte en cuadrantes de aproximadamente 3 x 3 mm de
tamarno, utilizando tablas de picar previamente desinfectadas con una solucién de cloro al
0.5% y etanol al 75% después de cada uso. Del mismo modo, las navajas empleadas para el

corte fueron desinfectadas siguiendo un procedimiento similar.



Figura 10. Hoja siendo lavada con agua potable.

Figura 11. Hoja sobre tabla de picar desinfectada lista para cortar.



Cada hoja se sometié a ocho cortes, distribuidos de la siguiente manera: dos en el 4pice de
la hoja, dos en la base de la hoja y cuatro en la regidn central. Estos cortes se colocaron en
filtros de acero inoxidable disefiados para facilitar la limpieza simultdnea de todos los cortes.
Dichos filtros fueron esterilizados mediante inmersion en etanol al 70% durante un minuto,
seguido de un periodo de tres minutos en hipoclorito de sodio al 0.5%. Posteriormente, se
sumergieron en etanol al 70% durante 30 segundos y, por Ultimo, se lavaron con agua estéril

durante aproximadamente 30 segundos.
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Figura 12. Hoja con cortes en base, apice y area central.



Figura 14. Cortes de hoja siendo limpiados en hipoclorito de sodio al 0.5%



Siembra, Aislamiento y cultivo de hongos endéfitos

Una vez completada la fase de limpieza, los cortes se sembraron en placas Petri conteniendo
MEA y se incubaron a temperatura ambiente, aproximadamente a 25°C, durante un periodo
de 15 dias, llevando a cabo observaciones diarias. Los hongos que emergieron de los cortes
en el medio de cultivo se aislaron en placas de Agar Papa Dextrosa (PDA). Estos cultivos se
sometieron a un monitoreo diario con el objetivo de detectar posibles contaminaciones, tanto
bacterianas como de otros hongos. Una vez confirmada la ausencia de contaminantes, los
hongos aislados se subcultivaron en medio PDA y se almacenaron a temperatura ambiente,
con el fin de preservarlos para su posterior identificacion taxonémica. Este procedimiento
permitié asegurar la pureza y viabilidad de los cultivos endofiticos para su andlisis detallado.
En el caso de los platos Petri con los cortes de las hojas se revisaron diariamente para
monitorear el crecimiento de hongos enddfitos, estos se incubaron hasta que los hongos
alcanzaron un desarrollo 6ptimo, es decir, cuando su crecimiento impidié la obtencién de

nuevos aislamientos o se logro aislar la mayor cantidad posible de individuos presentes.

Figura 15. Cortes de hoja sembrados en platos Petri con MEA.



Figura 16. Platos Petri con los cortes almacenados.

Figura 17. Hongos enddfitos creciendo de los cortes de hoja.



Figura 18. Hongos aislados en platos petri con PDA.

Identificacion de hongos endofitos.

Técnica de Microcultivo.

En el proceso de identificacion, se aplicé la técnica de microcultivo, que implica la disposicion
de dos portaobjetos en forma de equis sobre un plato Petri que contiene una cama de papel
toalla humedecida previamente esterilizada. En los extremos de cada portaobjeto se situaron
pequefios cortes de medio de cultivo, siendo distintos en cada extremo. Los medios de cultivo
empleados en esta técnica comprendieron MEA, PDA, Agar V8, Agar Agua, Agar Avena y

Agar Sabouraud.

Sobre estos medios de cultivo se inoculé una pequefia porcidbn del micelio fangico,
cubriéndolo posteriormente con un cubreobjetos. Esta accién se realizé con el propdsito de
gue, conforme el micelio se desarrolla, quedaréd adherido al cubreobjetos, lo cual facilita la

observacioén de las estructuras sexuales.



Figura 19. Cubreobjetos siendo colocado sobre un corte de medio de cultivo y corte de hongo enddfito aislado.

Figura 20. Platos Petri con microcultivos siendo incubados para crecimiento.



Figura 21. Micelio creciendo sobre el medio de cultivo y debajo de los cubreobjetos.

Una vez que el micelio alcanz6 su crecimiento adecuado, se retird el cubreobjetos y se
transfirio a otro portaobjetos que ya habia sido tratado con una gota de azul de lactoglicerol,
utilizado para la tincién de las estructuras fangicas presentes. A continuacion, se procedio a
la observacion de las placas bajo un microscopio 6ptico equipado con objetivos de 4x, 10x,

40x y 100x, utilizando aceite de inmersion.
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Figura 22. Cubreojetos con micelio siendo retirado.

Figura 23. Cubreobjetos con micelio siendo colocado en un portaobjetos con una gota de azul de lactoglicerol.



Observacion e Identificacion Microscépica de Microcultivos

La identificacion de las estructuras observadas se realizO con el apoyo de tres guias
micologicas especializadas: St-Germain, G., & Summerbell, R. C. (1996), "ldentifying
filamentous fungi: A Clinical Laboratory Handbook"; Seifert, K., Morgan-Jones, G., Gams, W.,
& Kendrick, B. (2011), "The Genera of Hyphomycetes"; y Arnold, G. R. W. (1989), "lllustrated
genera of imperfect fungi" (cuarta edicidn). Estas guias nos proporcionaron claves

taxondmicas especificas para la identificacion de las estructuras microscépicas.

Figura 24. Fotografia microscopica de micelio estéril.

Analisis de diversidad de hongos endoéfitos.

Para el analisis de diversidad de hongos enddfitos se ha empleado una combinacién de

software para el analisis y visualizacién de datos. En particular, se ha utilizado Microsoft Excel



versién 2407 para la manipulacion inicial de los datos y la creacion de tablas basicas, lo que

permitid una comprension preliminar y una organizacion eficiente de la informacion.

Por otro lado, se ha recurrido a "R version 4.3.3 (2024-02-29 ucrt)" para realizar analisis

estadisticos mas complejos y detallados.

Para calcular el indice Shannon y el indice de Simpson utilizamos el paquete “vegan”.

En RStudio se utilizé para la elaboracion de heatmaps y treemaps con el fin de representar
los datos de manera que facilitaran su interpretacion visual. Para la confeccién de heatmaps
se empled el paquete “gplots”’, mientras que para la generacion de treemaps se utilizo el
paquete “treemap”. Estas herramientas permitieron una visualizacién mas intuitiva y clara de
los datos, lo cual es fundamental para el analisis y la interpretacion precisa de los resultados

obtenidos.

RESULTADOS

En este estudio se obtuvieron un total de 291 aislamientos de hongos enddfitos a partir de
hojas de mangle rojo (Rhizophora mangle L.). Estos aislamientos fueron agrupados en
funcién de sus caracteristicas macromorfolégicas, como la forma y altura de la colonia, bordes
de la colonia, presencia de micelio aéreo, color del micelio, tasa de crecimiento (rapido,
moderado o lento), profundidad de crecimiento, entre otros caracteres evaluados
visualmente. Se identificaron 52 morfotipos a partir de la primera colecta, correspondiente a
la estacién seca, y 91 morfotipos a partir de la segunda colecta, realizada durante la estacion

lluviosa.

Los morfotipos fueron numerados secuencialmente, comenzando desde el numero 1 en la
primera colecta, lo que resultd en la existencia de dos morfotipos para algunos hongos en

cada colecta, uno correspondiente a la colecta 1 y otro a la colecta 2.



Durante la primera colecta, realizada durante la temporada lluviosa, se identificaron un total
de 52 morfotipos. El morfotipo 1 exhibié una dominancia significativa en el grupo, con un total
de 22 individuos, siendo este un 18.18% de los 121 hongos aislados, seguido por el morfotipo

2, que contaba con 7 individuos, siendo este un 5.79%.

En la segunda colecta, llevada a cabo durante la temporada seca, se registraron un total de
83 morfotipos. En esta instancia, el morfotipo 53 mostr6 una dominancia marcada, con un
total de 27 individuos, siendo este un 15.88% de los 170 hongos aislados, mientras que el

morfotipo 54 presentd 11 individuos, siendo este un 6.47%.

Es crucial destacar que, en ambas sesiones de colecta, el morfotipo dominante varié. En la
primera colecta, el grupo dominante correspondié al morfotipo 30.1, mientras que, en la

segunda colecta, el grupo dominante fue representado por el morfotipo 75.2.



Sin embargo, estas limitaciones pueden superarse mediante el uso de herramientas

moleculares para la identificacidn precisa de las especies de hongos endoéfitos estudiadas.

Figura 25. Fotografia microscépica de Paecilomyces, aumento x100 lente de inmersion en tinciéon azul de
lactoglicerol.



Figura 26. Fotografia microscépica de Penicillium, aumento x100 lente de inmersién en tincion azul de

lactoglicerol.

Figura 27. Fotografia microscopica de Sporothrix, aumento x100 lente de inmersion en tincion azul de
lactoglicerol.



En el proceso de aislamiento descrito anteriormente, se obtuvo un total de 291 hongos
enddfitos a partir de las muestras recolectadas. Sin embargo, solo 8 de estos hongos
demostraron la capacidad de esporulacion en condiciones de laboratorio. Estos hongos

pertenecen a los géneros: Paecilomyces, Penicillum y Sporothrix.

A pesar de los esfuerzos dedicados a inducir la esporulacion en los hongos endofitos, los
resultados no fueron favorables. Aunque los hongos crecieron vigorosamente en los medios
de cultivo, al examinar las placas bajo el microscopio, no se observd el desarrollo de
estructuras reproductivas en el micelio de la mayoria de los aislamientos. Los medios de
cultivo utilizados fueron seleccionados de acuerdo con la literatura consultada, pero otros
factores ambientales criticos, como la exposicién a radiacion ultravioleta y la salinidad
especifica del entorno del manglar, no pudieron ser replicados adecuadamente en el
laboratorio. Estos factores ambientales son esenciales para la esporulaciéon y su ausencia
podria haber influido en los resultados observados. La reproduccion de los hongos es un
proceso complejo, condicionado por un conjunto de variables ambientales que no se lograron

simular en el laboratorio, lo que podria explicar el fracaso en la induccién de esporulacion.

Figura 28. Morfotipo 1 hongo 30.1



Figura 29. Morfotipo 53 hongo 75.2

Con base en los datos recopilados, podemos determinar que:

Para la primera colecta, los céalculos revelan que el indice de Shannon es de 3.158857 y el
indice de Simpson es de 0.9346452. Estos resultados indican la presencia de una notable
diversidad en el grupo de la colecta numero 1. No obstante, también sugieren la existencia

de dominancia por parte de un morfotipo especifico.

En cuanto a la segunda colecta, los calculos muestran un indice de Shannon de 3.513764 y
un indice de Simpson de 0.9424978. Estos valores sugieren una elevada diversidad dentro
de este grupo, al igual que en la colecta anterior. Asimismo, se observa una dominancia por

un morfotipo particular en esta segunda colecta.

Estos resultados nos brindan una visién inicial sobre la diversidad y la dominancia de los

morfotipos en ambas colectas. Sin embargo, es importante realizar un analisis mas detallado.

En la segunda colecta, se observé un incremento significativo en la cantidad de hongos
endofitos aislados en comparacion con la primera. Para analizar y presentar los datos de
manera mas efectiva, se empleo el software estadistico RStudio para generar mapas de calor

(heatmaps). Estos mapas permiten visualizar patrones de distribuciéon y abundancia de los



hongos enddfitos de manera clara y comprensible, facilitando asi la interpretacion de los
resultados y la identificacion de tendencias relevantes en la diversidad de las comunidades

fungicas.

En la Figura 30, se presenta un heatmap que ilustra la distribucion de hongos aislados por
hoja durante la primera colecta. Este grafico revela una mayor concentracion de hongos
aislados en el primer grupo de hojas, destacando asi patrones de distribucién que podrian

ser relevantes para el analisis comparativo.
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Figura 30. Hongos aislados por hoja y arbol colecta 1.

Similar a la Figura 30, en la Figura 31 se muestra la cantidad de hongos aislados por hoja
durante la segunda colecta. En este caso, se observa una mayor concentraciéon de hongos

en el dltimo grupo de hojas recolectadas.
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Figura 31. Hongos aislados por hoja y arbol colecta 2.

En la figura 32 se presentan los morfotipos de hongos aislados por hoja, siguiendo una
distribucion similar a la observada en el heatmap de la figura 30. Este patrén refuerza la
consistencia en la diversidad y abundancia de morfotipos a lo largo del primer grupo de hojas

recolectadas.
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Figura 32. Morfotipos de hongos aislados por hoja y arbol colecta 1.



En la figura 33 se muestran los morfotipos de hongos aislados por hoja, manteniendo el
mismo patron de distribucion observado en la figura 31, lo que muestra una mayor diversidad

y abundancia de morfotipos en el ultimo grupo de hojas recolectadas.
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Figura 33. Morfotipos de hongos aislados por hoja y arbol colecta 2.

En la figura 34 se presenta un treemap que ilustra los morfotipos y su abundancia relativa.
Los morfotipos representados en color verde indican una mayor cantidad de individuos,
mientras que los morfotipos en color rojo muestran una menor cantidad de individuos,
permitiendo una visualizacién clara de la distribucion y predominancia de los diferentes

morfotipos.
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Figura 34. Mapa de arbol (treemap) con los morfotipos aislados de la colecta 1.

En la figura 35 se presenta un treemap que ilustra los morfotipos de la segunda colecta. Se
observa un aumento en la cantidad de morfotipos aislados, aunque se mantiene el mismo

patron que en el treemap anterior, donde un solo morfotipo predomina en el grupo.
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Figura 35. Mapa de arbol (treemap) con los morfotipos de la colecta 2.



DISCUSION

Los resultados obtenidos en términos de diversidad muestran ciertas similitudes con los
hallazgos documentados en la literatura. Sin embargo, es esencial destacar que nuestra
metodologia de identificacion se bas6 en la evaluacion morfolégica, en contraste con los
métodos moleculares utilizados en algunos estudios consultados. A pesar de la adopcion de
los protocolos de cultivo descritos en la literatura, no se logroé inducir la esporulacion con éxito
en nuestra investigacion, por ese motivo la clasificacion de los grupos por morfotipos se
realizé6 mediante observacion de caracteres macromorfoldgicos visibles, tales como altura de
la colonia, bordes de la colonia, presencia de micelio aéreo, color del micelio, entre otras

caracteristicas descritas.

Se observé que el numero total de morfotipos obtenidos es inferior al reportado en la tesis de
Rojas E. (2000), titulada "Diversidad, abundancia y especificidad de microhongos asociados
con hojas en tres especies de mangle (Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa y
Avicennia germinans)", quien utilizé técnicas de aislamiento similares. Sin embargo, mientras
gue en dicho estudio se trabajé con tres especies de mangle, nuestra investigacion se centré
exclusivamente en Rhizophora mangle. Ademas, aunque el nimero de hojas muestreadas
por individuo fue mayor en nuestro estudio (5 hojas por individuo en comparacion con 3 en el
estudio de Rojas), el total de morfotipos resultd menor. Nuestra investigacion incluyé 100
hojas recolectadas del Caribe panamefio, mientras que el estudio de Rojas analiz6 30 hojas
provenientes de la costa del Pacifico de Panama, en donde obtuvo 394 hongos aislados y
183 morfotipos en R. mangle. Es importante subrayar que nuestro estudio se realizo

Unicamente en las costas del Caribe panamefio.

Segun las investigaciones realizadas por el cartografo y profesor de la Universidad de
Panama Jean Guevara en el afio 2020, se ha registrado una extension considerablemente
mayor de bosques de manglar en las costas del Pacifico en comparacion con las del Caribe.

Anteriormente, ya se habia reportado que existia una mayor diversidad en bosques de



manglar del Pacifico comparado con los presentes en el Caribe (Jiménez, 1992). Esta
diferencia en la extension y diversidad entre ambas costas podria sugerir la posibilidad de

una mayor adaptacién y colonizacion por parte de los microorganismos gque en ellos habitan.

Los manglares de Panama

El territorio cuenta con mas de 165.000 hectareas de mangle
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Figura 36. Mapa de la distribucion de los bosques de manglar en la Republica de Panama hecho por el
Ministerio de Ambiente de Panama y el Instituto de Investigaciones Tropicales Smithsonian.
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Figura 37. Mapa de tipos de vegetacion en Panamé en Atlas Ambiental de la Republica de Panama 2010.

Autoridad Nacional del Ambiente ANAM, pag 51.



En un estudio llevado a cabo por Bolafios y colaboradores (Bolafios et al., 2015), se investigo
la diversidad filogenética de hongos asociados a esponjas marinas en las regiones del Caribe
y del Pacifico en Panama. Los resultados revelaron un indice alfa de Fisher de 32.07 para el
Caribe y de 39.22 para el Pacifico, indicando una mayor riqueza de especies fangicas

cultivables en la region del Pacifico.

Ademads, se analizaron los patrones ecolégicos de la macrofauna en las playas de Costa Rica,
comparando las regiones del Pacifico y del Caribe. Los resultados indicaron que las playas
del Pacifico presentaban un promedio de 15 + 9 taxones por playa, mientras que en el Caribe
se encontraron 4 £ 1 taxones por playa, lo que indica una mayor diversidad de fauna en las
playas del Pacifico (Sibaja-Cordero et al., 2019). Es importante destacar que, aunque estos
organismos no pueden ser comparados directamente debido a sus diferencias intrinsecas,

comprender las variaciones en la diversidad entre ambas costas es de vital importancia.

Finalmente, en la investigacion llevada a cabo por Solano y colaboradores (Solano et al.,
2009), se estudio la diversidad de actinomicetos en las costas del Pacifico norte y del Caribe
de Costa Rica. Los resultados indicaron la presencia de 10 y 8 géneros de actinomicetos en

los sitios estudiados del Pacifico, y de 7 y 9 géneros en los del Caribe, respectivamente.

Sin embargo, los resultados de nuestro estudio muestran una diversidad significativa de
morfotipos de hongos enddfitos en el manglar, como se evidencia por el nimero de morfotipos
identificados en cada colecta. Este hallazgo sugiere que los manglares son habitats ricos en
diversidad flingica, lo que respalda la hip6tesis de que los hongos enddfitos cuentan con una

gran diversidad en estos ecosistemas.

La presencia de una diversidad fuangica saludable en el manglar puede tener importantes
implicaciones para la salud y la resiliencia del ecosistema en su conjunto. Se sabe que los
hongos endéfitos desempefian roles importantes en la proteccion de las plantas hospederas

contra patdgenos, la mejora de la tolerancia al estrés y la promocion del crecimiento de las



plantas (Yan et al., 2019). Por lo tanto, la diversidad de hongos enddfitos en el manglar puede

contribuir a su capacidad para resistir disturbios ambientales y mantener su funcion ecoldgica.

Durante el primer muestreo, realizado al comienzo de la temporada de lluvias, se observo
una menor diversidad y cantidad de hongos aislados de las hojas de R. mangle en
comparacion con la segunda colecta, realizado después de la temporada de lluvias. Este
aumento en la segunda colecta puede atribuirse a lo que hemos mencionado anteriormente,
la disminucién de la salinidad en las areas de manglar debido a las lluvias, lo que facilita la
supervivencia de esporas y micelios para colonizar el tejido de los arboles, incluyendo sus
hojas. Ademas, las lluvias transportan esporas que pueden caer directamente en los bosques

de manglar, lo que promueve la colonizacién por diferentes especies de hongos.

CONCLUSIONES

1. Diversidad estacional de hongos endofitos: Los resultados de esta investigacion revelan
gue la diversidad de hongos endéfitos en hojas de mangle rojo es significativamente mayor
después de la época lluviosa. La segunda colecta, realizada tras el periodo de lluvias, mostré
una mayor variedad de morfotipos en comparacion con la primera colecta, que se llevé a cabo
al inicio de la temporada lluviosa. Esto sugiere que las condiciones ambientales post-lluvia,
como la humedad residual y el incremento de materia organica, pueden favorecer la

proliferacion y diversificacion de estos hongos.

2. Influencia de factores ambientales: Las diferencias en la diversidad entre las dos
colectas indican que los factores ambientales, particularmente los cambios estacionales,
desempefian un papel crucial en la composicién y dindmica de las comunidades de hongos
endofitos. La variacion en las condiciones climaticas, como la temperatura y la humedad,
probablemente afecta la colonizacién y el desarrollo de estos hongos en el tejido foliar de

Rhizophora mangle.



3. Identificacion basada en morfotipos: La identificacion de los hongos enddfitos se baso
en caracteristicas morfolégicas observables, lo cual proporcioné una visidn inicial de la
diversidad presente. Aunque este enfoque es Util para obtener una evaluacién preliminar,
destaca la necesidad de integrar métodos moleculares en futuras investigaciones para lograr
una identificacién detallada y precisa de las especies presentes. Esto permitira una mejor

comprension de la biodiversidad y las interacciones ecoldgicas en estos ecosistemas.

4. Importancia de los hongos endofitos: Los hongos endéfitos desempefian roles vitales
en los ecosistemas de manglares, contribuyendo a la salud de las plantas hospederas y al
equilibrio ecolégico. La diversidad observada en este estudio resalta su potencial importancia
en la adaptacion de los manglares a las fluctuaciones ambientales y en la provisién de

servicios ecosistémicos, como la proteccion contra patégenos y el reciclaje de nutrientes.

5. Contribuciones al conocimiento local y regional: Esta investigacion contribuye al
conocimiento de la biodiversidad flngica en las costas del Caribe panamefio, proporcionando
datos que son esenciales para la conservacion y manejo de estos ecosistemas criticos. Los
hallazgos de este estudio pueden servir como base para futuras investigaciones sobre la
funcién ecolégica de los hongos enddfitos y su potencial aplicaciéon biotecnoldgica en la

region.

RECOMENDACIONES

Dado que la diversidad y la dominancia de los morfotipos en las colectas pueden ser
influenciadas por una serie de variables ambientales y biologicas, seria prudente explorar
técnicas adicionales de andlisis de datos. Por ejemplo, el uso de software estadistico como

Python con bibliotecas especializadas como SciPy, pandas, ampliar las variables en R o



incluso herramientas de analisis de datos especificas para ecologia podrian ofrecer una visiéon

mas profunda y precisa de los patrones observados en las colectas de hongos.

Seria valioso complementar los andlisis cuantitativos con investigaciones cualitativas que
exploren aspectos tales como la distribucién geografica de los morfotipos, sus interacciones
ecoldgicas y su relacion con factores ambientales especificos. Estos enfoques integrados
podrian proporcionar una comprension mas completa de la dinamica de los morfotipos de

hongos en los ecosistemas estudiados.

Ademas, considerando la relevancia ecolégica y potencial aplicabilidad de los resultados,
seria beneficioso llevar a cabo analisis de correlacion con variables ambientales, como la
temperatura, la humedad, la disponibilidad de nutrientes y otros factores especificos del
habitat. Esto permitiria identificar posibles relaciones causales entre estas variables y la
diversidad de morfotipos, lo que contribuiria a una comprension mas profunda de los
mecanismos que regulan la composicion y la distribucion de los hongos en el ecosistema

estudiado.

A pesar de los resultados prometedores, el estudio presenta algunos desafios que ofrecen
valiosas oportunidades para futuras investigaciones. La limitada esporulacion de los hongos
endodfitos en el laboratorio sugiere que muchas cepas pueden requerir condiciones
especificas, no replicables en un entorno controlado, para completar su ciclo de vida. Este
hallazgo subraya la necesidad de optimizar las condiciones de cultivo para fomentar la
esporulacién, lo cual es crucial para la identificacion taxondmica y el estudio de la

biodiversidad de estos organismos.

Como recomendacion, futuras investigaciones deberian considerar la realizacién de estudios
de campo mas exhaustivos, complementados con la aplicacién de técnicas moleculares para
analizar la diversidad fungica en el manglar. Ademas, seria beneficioso explorar la relacion

entre la diversidad de hongos enddfitos y factores ambientales clave, como la salinidad, la



humedad y la temperatura, para mejorar la comprension de los mecanismos que influyen en

la distribucion y abundancia de estos organismos en su hébitat natural.
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Anexo 1. Platos Petri con agar extracto de malta.
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Anexo 2. Pesaje de medio de cultivo para

preparacion.
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Anexo 5. Colecta de hojas de R. mangle.

Anexo 3. Servido de medio en platos Petri.
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Anexo 11. Guia de identificacion taxonémica:
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