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Resumen

Los hongos enddfitos son un grupo extenso de organismos que habitan el tejido
interno de las plantas y su estudio es una necesidad imperante en la bisqueda de
diversidad fingica en el mundo. En este trabajo se expone la micobiota endoffiti-
ca asociada con Hamelia patens y Lantana camara mediante la caracterizacion
morfolégica de 36 cepas de hongos endéfitos (23 organismos aislados de H. pa-
tens y 13 de L. camara). Ambas plantas se distinguen por su gran abundancia y
amplia distribucién en la Peninsula de Yucatdn, y se encuentran en la mayoria de
las ocasiones en zonas perturbadas y/o en vegetacién secundaria. Se obtuvieron
en este estudio 24 morfotipos, entre los cuales cuatro no presentaron estructuras
reproductivas y fueron considerados como micelio estéril. Para H. patens se consig-
naron 14 morfotipos, siendo los organismos afines al género Acremonium los mds
frecuentes; por otro lado, para L. camara se registraron diez morfotipos, y predomi-
naron aquellos con estructuras estromadticas o picnidias. Los organismos aislados y
caracterizados aqui no representan la diversidad total de hongos enddfitos que ha-
bitan H. patens y L. camara, para ello se requieren trabajos mds exhaustivos y un
esfuerzo de muestreo atin mayor, sin embargo, esta labor funge como precedente
para posteriores investigaciones, no solo en torno a estas dos plantas sino a otros
organismos vegetales en las selvas quintanarroenses.
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Morphological characterization of isolated endophyte
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Abstract

Endophyte fungi are an extended group of organisms that inhabit the internal plant tis-
sue and the study of them is very important in search of world wide fungal diversity.
In this paper the endophytic fungal biota associated with Hamelia patens and Lantana
camara through the morphological characterization of 36 strains of endophyte fungi
(23 organisms isolated from H. patens and 13 from L. camara) is presented. Both plants
are abundant and widely distributed on the Yucatan Peninsula and are found in dis-
turbed areas as well as in secondary vegetation. 24 morpho-types were found in this
study, four had no reproductive structure and were considered sterile mycelium. 14
morpho-types were registered for H. Patens, those organisms related to the Acremo-
nium species were the most frequent. 10 morpho-types were registered for L. camara
predominantly those with stromal structure. The isolated and characterized organisms
presented here do not represent the whole diversity of endophyte fungi that inhabit H.
patens y L. camara, to do that, a wider sampling effort is needed, nevertheless this ef-
fort sets a precedent for further research on these two plants as well as other vegetation
in the Quintana Roo rainforest.
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Introduccion

Los hongos enddfitos son microorganismos que habitan, en algiin momento de su
ciclo vital, el tejido interno de las plantas (Carroll, 1986); su rol ecolégico
se considera variado pero todavia desconocido (Saikkonen et al., 1998); se les
categoriza como patdgenos secundarios u organismos comensales, aunque se
han demostrado evidencias de mutualismo (Clay, 1988), aunado a su alta pro-
ducciéon de metabolitos secundarios importantes en la industria farmacéutica
como productos terapéuticos o antibidticos (Schulz et al., 2002; Sdnchez-Fer-
nandez et al., 2013).

Las descripciones de micobiota endofitica han contribuido a incrementar las
estimaciones de diversidad fingica en el planeta, lo cual ha convertido a
los hongos en uno de los grupos de mayor diversidad calculando la existencia de
alrededor de 1.5 millones de organismos a escala mundial (Hawksworth, 2001a);
en el caso de México se distingue la presencia de 200 mil especies (Aguirre-
Acosta et al., 2014). Aunque ambas cifras en cierta forma se consideran conser-
vadoras, el porcentaje de organismos que se han descrito y estudiado es infimo
comparado con las cantidades valoradas.

Estudios actuales han demostrado que las zonas tropicales son focos de gran
diversidad en cuanto a micromicetos se refiere (Hawskworth, 2001b), encontran-
do entre estos a los enddfitos como un grupo hiperdiverso, y tal diversidad se
incrementa mientras mas se acerca al ecuador (Arnold et al., 2000; Arnold y
Lutzoni, 2007). Se infiere, por lo antes mencionado, que la vegetacion tropical re-
presenta un depdsito inmenso de organismos endofitos sin conocer o caracterizar
(Arnold, Maynard y Gilbert, 2001).

El objetivo principal de este estudio es presentar evidencias de la existencia
de micobiota endofitica asociada con especies de vegetacion secundaria en la
ciudad de Chetumal (Quintana Roo, México), mediante el andlisis, aislamiento
y caracterizacion morfoldgica de tales organismos fungicos. Este esfuerzo de in-
vestigacion, ademds de ser el primero en la zona, pretende contribuir al conoci-
miento de los micromicetos endofiticos que se hallan ocultos en los trépicos, en
este caso, vinculados con dos especies de gran abundancia y vasta distribucién
en la Peninsula de Yucatdn: Hamelia patens Jacq. y Lantana camara L.

Antecedentes

Los hongos enddfitos han sido extensamente estudiados en zonas templadas y
se ha demostrado un amplio rango de hospederos, encontrdndose en plantas de
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bosques templados, boreales y tropicales (Stone, Polishook y White, 2004). Las
investigaciones de estos organismos en zonas tropicales no son una novedad,
aunque, y pese a ello, no son abundantes considerando que esta zona proba-
blemente constituye el refugio mds grande de diversidad endofitica en el mundo
(Arnold et al., 2000).

En Latinoamérica existen antecedentes de toda indole, desde aquellos es-
tudios enfocados a la ecologia y diversidad de la micobiota enddfita (Lodge,
Fisher y Sutton, 1996; Bayman et al., 1998; Gamboa-Gaitdn y Bayman, 2001;
Salgado-Salazar y Cepero, 2005), asi como las implicaciones que tienen sobre
sus hospederos, por ejemplo, en el proceso de fotosintesis (Gamboa-Gaitdn,
Laureano y Bayman, 2005) o la actividad antagénica frente a otros microorga-
nismos (Mejia et al., 2008), hasta la bisqueda de metabolitos secundarios de
relevancia farmacéutica (Ramirez et al., 2000).

En México hay un acervo pequeno de publicaciones centradas en estos to-
picos, no obstante, son de gran valor y utilidad, como el trabajo realizado por
Romero, Carrién y Rico-Gray (2001) sobre una especie vegetal medicinal (Parthe-
nium hysterophorus), en el cual se utilizaron siete distintos tipos de esterilizacion
superficial y se encontraron siete géneros de hongos microscopicos (Alternaria,
Cylindrocarpon, Curvularia, Fusarium, Nigrospora, Penicillium y Periconia). Otro
trabajo importante fue el de Saucedo-Garcia et al. (2014) orientado al estudio
de enddfitos del café (Coffea arabica) en dos regiones y sistemas de produccion
agroforestal: se observaron 30 morfoespecies entre las cuales destacan géneros
como Alternaria, Beauveria, Colletotrichum, Coniosporium, Cryptopsoriopsis,
Diplodia, Glomerella, Guignardia, Paecilomyces, Phomopsis y Xylaria; se advirtio
que las plantaciones rusticas albergan una mayor riqueza de morfoespecies, ade-
mads de que se demuestra que la abundancia de enddfitos, riqueza y diversidad
pueden verse influenciadas predominantemente por la regién de produccién y, en
menor medida, por el sistema agroforestal.

Metodologia

Se realiz6 un muestreo no significativo en una zona del sector urbano de la
ciudad de Chetumal durante marzo de 2015. Se muestrearon dos individuos
por planta distanciados entre si aproximadamente 20 metros siguiendo el pro-
cedimiento de Lodge, Fisher y Sutton (1996) y se recolect6 un total de cuatro
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hojas: dos por planta (H. patens y L. camara) que no mostraran sintomas de
enfermedad y se distinguieran como maduras o completamente desarrolladas.

Las muestras de material vegetal fueron trasladadas al Laboratorio de Micolo-
gia, en un tiempo no mayor a 48 horas para su posterior tratamiento que consistio
en la esterilizacion superficial mediante inmersiones en serie en alcohol etilico al
75 % por un minuto, cloro al 50 % por tres minutos (Gamboa-Gaitdn y Bayman,
2001) y de nuevo alcohol etilico al 75 % por 30 segundos.

Concluido el proceso de esterilizacién, el material fue diseccionado hasta
conseguir fragmentos menores a 5 mm? con la finalidad de obtener una mayor
eficiencia en el aislamiento (Gamboa-Gaitdn, Laureano y Bayman, 2002). Se
seleccionaron de manera aleatoria 60 fragmentos (30 por cada planta; 15 por
cada hoja), los cuales fueron sembrados en cajas de Petri de 60 x 15 mm con
medio de cultivo de extracto de malta e incubados a 22 + 23°C en oscuridad
total por 30 dias.

Finalizado el periodo de crecimiento micelial establecido, los organismos que
lograron ser aislados fueron resembrados a medio fresco, para posteriormente
llevar a cabo la caracterizacién mediante la observacion de sus estructuras al
microscopio en preparaciones frescas con azul lactofenol de anilina. La identifica-
cién de los organismos se realizd hasta el nivel taxondémico posible siguiendo las
claves dicotomicas pertinentes (Seifert et al., 2011; Williams-Woodward, 2001).

El andlisis de datos de la caracterizacion morfoldgica se hizo utilizando 156
marcadores morfoldgicos que representan las variables de evaluacion de las ca-
racteristicas tanto macro como microscopicas, las cuales fueron transformadas
a datos binarios de correspondencia y no correspondencia (0,1). Se efectué un
andlisis multivariado con conglomerados para distinguir la distancia morfoldgica
existente entre los organismos determinados mediante la representacion grafica
de un dendograma con el programa Minitab version 16.1.0.0. Cabe recalcar que
no todos los morfotipos determinados fueron sujetos a este andlisis, por ejemplo
el caso de los individuos catalogados como micelio estéril debido a la ausencia de
estructuras reproductivas, ya que esto alteraria de manera considerable el com-
portamiento de los datos y, por ende, el dendograma obtenido.

El porcentaje de colonizacion (pc) y la frecuencia de aislamiento (ra) fueron
calculados con las siguientes formulas:

Ni

- Ne - N
PC= 4 X 100 FA= 1 x 100
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Donde Nc es el ntimero total de aislamientos, Ni el total de individuos aislados
de un grupo determinado y Nt el nimero de fragmentos que fueron sembrados.

Resultados

Como resultado del aislamiento se registraron 36 organismos de los 60 fragmen-
tos que fueron sembrados. H. patens alcanzd un porcentaje de colonizacion
de 76.67 % (23 individuos de 30 fragmentos sembrados), mientras que L. camara
43.33 % (13 individuos de 30 fragmentos sembrados). Del total de organismos
aislados, cuatro no presentaron estructuras reproductivas por lo cual fueron con-
siderados como micelio estéril (tres aislados de H. patens y uno de L. camara).

Se obtuvieron 24 morfotipos por medio de la caracterizaciéon morfoldgi-
ca de los individuos analizados en todo el estudio; de ellos, tres organismos
no pudieron ser determinados o identificados, mientras que el resto fue catalo-
gado en siete grupos taxondmicos.

Cuadro 1. Morfotipos y niimero de aislamientos en Hamelia patens

) ‘ MUESTRA
MORFOTIPO (DETERMINACION) ‘

HOJA 1 HOJA 2

—
o

Morfotipo 1 Afin a Acremonium
Morfotipo 2 Afin a Acremonium
Morfotipo 3 Coelomycetes
Morfotipo 4 Phoma

Morfotipo 5 Curvularia
Morfotipo 6 Curvularia
Morfotipo 7 Trichoderma
Morfotipo 8 Afin a Acremonium
Morfotipo 9 Micelio estéril

Morfotipo 10 Afin a Acremonium
Morfotipo 11 No identificado
Morfotipo 12 No identificado
Morfotipo 13 Afin a Acremonium
Morfotipo 14 Macrophoma

Nuamero de fragmentos colonizados
Porcentaje de colonizacion (Total: 76.67 %) 40 % 36.67 %

O O O O O O FH —H WM - N -~
N M P B 2 WO oo o o +—~ —

—
[\S)
—_
—_

Fuente: Elaboracién propia.
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Para H. patens se consignaron 14 morfotipos, cinco de los cuales presentan
alta afinidad al género Acremonium, dos corresponden al género Curvularia,
uno a cada uno de los géneros Phoma, Macrophoma y Trichoderma, y uno a la
clase Coelomycetes. Dos organismos no pudieron identificarse ni ubicarse en
algdn grupo y un individuo fue sefialado como micelio estéril (cuadro 1).

Los aislamientos de L. camara dieron como resultado diez morfotipos, cinco
de los cuales correspondieron a la clase Coelomycetes. Los géneros Sphaeropsis,
Curvularia y Acremonium presentaron un morfotipo cada uno, ademds de encon-
trarse un organismo considerado como micelio estéril y uno mds que no pudo ser
identificado (cuadro 2).

Cuadro 2. Morfotipos y nlimero de aislamientos en Lantana camara

‘ MUESTRA
MORFOTIPO (DETERMINACION) ‘

HoJA 1 HOJA 2
Morfotipo 1 Sphaeropsis 1 0
Morfotipo 2 Coelomicete 1 0
Morfotipo 3 Coelomicete 1 1
Morfotipo 4 Curvularia 1 1
Morfotipo 5 Afin a Acremonium 1 0
Morfotipo 6 Coelomicete 0 1
Morfotipo 7 No identificado 1 0
Morfotipo 8 Coelomicete 2 0
Morfotipo 9 Coelomicete 1 0
Morfotipo 10 Micelio estéril 1 0
Numero de fragmentos colonizados 10 3
Porcentaje de colonizacion (Total: 43.33 %) 33.33 % 10 %

Fuente: Elaboracién propia.

Como resultado de la caracterizacion morfoldgica mediante el andlisis esta-
distico por conglomerados, se obtuvo un dendograma basado en los morfotipos 39
determinados que exhibe el grado de distancia entre ellos (figura 1). [ |
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Figura 1. Caracterizacion morfolégica de los organismos determinados

Discusion

Los hongos enddfitos determinados en el presente estudio hasta nivel genérico
representan en su mayoria a taxones previamente registrados como endofitos en
zonas tropicales (Wanderley-Costa et al., 2012), a excepcion de los géneros Ma-
crophoma y Sphaeropsis, no obstante, la determinacién taxondmica mostrada
en este trabajo requiere de su confirmacion llevando a cabo andlisis bioquimi-
cos y moleculares.

Los porcentajes de colonizacion resultantes fueron bajos en comparacién con
los reportados en otros estudios en zonas tropicales del continente americano,
donde se han obtenido porcentajes por encima de 90 % (Lodge, Fisher y Sutton,
1996; Gamboa-Gaitdn y Bayman, 2005; Gamboa-Gaitdn, Laureano y Bayman,
2002). Lo anterior puede deberse al tamafio de la muestra, que, como se mencio-
no al principio del trabajo, no fue significativa, o a que las plantas muestreadas se
hallaban en un area perturbada dentro de la ciudad de Chetumal, en cuyo caso es
remarcable la existencia de estos organismos en zonas con alto grado de impacto
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antropogénico, ya que probablemente la presencia de hongos endéfitos es mayor
mientras mds conservada se encuentre la vegetacion (Gamboa-Gaitdn y Bayman,
2001; Rodriges, 1994 cit. en Gamboa-Gaitdn y Bayman, 2001; Salgado-Salazar y
Cepero, 2005).

El género Acremonium fue el organismo mads frecuente para H. patens, sin
embargo, este taxdn manifiesta un problema en su identificacién y debe to-
marse con reservas dado que hay docenas de géneros afines a este y es solo
una pequena diferencia en los tamafios de las estructuras reproductivas lo que
podria llevar la determinacién a un género distinto.

Por otro lado, para L. camara el grupo taxonémico mds recurrente en el ais-
lamiento fue la clase Coelomycetes que agrupa un sinndmero de taxones con
estructuras estromaticas como picnidias o acérvulos, lo que justifica de algin
modo que estos hayan sido los organismos mds asiduos en los aislamientos para
esta planta. Cabe recalcar que, curiosamente, los morfotipos con estructuras es-
tromaticas (Coelomycetes) ocuparon casi la totalidad de los individuos aislados
para L. camara, pudiendo existir una relacion entre estos y su hospedero, aunque
son necesarios estudios posteriores para confirmar o refutar esta aseveracion.

En el dendograma resultante de la caracterizacién morfolégica (figura 1)
se puede observar la presencia de tres grandes grupos de individuos A, By C,
siendo el ultimo el mas distante con respecto a los dos primeros debido a que
los morfotipos que se agrupan en él no mostraron estructuras de resistencia del
tipo clamidosporas. El conglomerado A representa a todos los organismos con
estructuras estromaticas o picnidios que es una caracteristica usada para distin-
guir a los hongos del grupo de los Coelomycetes, y, por tltimo, el conglomerado
B estd constituido por organismos afines a los hifomicetos.

El conglomerado B pertenece a morfotipos aislados de H. patens, a excepcién
del morfotipo 5 de L. camara determinado como afin a Acremonium; por otra
parte, el grupo A pertenece en su mayoria a morfotipos de L. camara, salvo los
morfotipos 6, 8 y 12 de H. patens.

Los individuos que exhibieron mayor similitud entre ellos, de acuerdo con
su morfologia, fueron los morfotipos 3 (Coelomycetes) y 5 (Curvularia) de H.
patens, y el mds distante fue el morfotipo del género Trichoderma perteneciente
de igual manera a H. patens que se encuentra en el conglomerado C dado que
presentd estructuras Unicas que no se mostraron en los demds morfotipos.
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Conclusiones y comentarios finales

Cuando se llevan a cabo estudios de micromicetos, son necesarias descripciones
exhaustivas y detalladas para lograr identificar ciertos géneros y atin mads si lo
que se busca es la determinacion taxondmica en el nivel de especie. Las deter-
minaciones presentadas en este trabajo requieren, como ya se ha indicado, de
la confirmacion taxonémica mediante estudios moleculares; mds aun aquellos
organismos que no produjeron ninguna estructura reproductiva que los distinga
precisan de estos para ser identificados.

Debido a la naturaleza preliminar del estudio es probable que los organismos
aislados y caracterizados aqui no representen la diversidad total de hongos en-
défitos que habitan H. patens y L. camara, ya que para conseguirlo es menester
un trabajo de laboratorio atin mds exhaustivo y un esfuerzo de muestreo mayor.
Sin embargo, los resultados obtenidos en esta investigacion constituyen un im-
portante aporte para construir las bases de estudios posteriores, no solo de estas
dos plantas, sino para otros organismos vegetales en las selvas quintanarroenses.

Como comentario final, cabe destacar que el estudio de los hongos endofi-
tos en zonas tropicales debe ser considerado una prioridad en el conocimiento
y conservacién de la biodiversidad, debido tanto al amplio potencial de uso,
como a las amenazas que enfrentan los ecosistemas vegetales. Los resultados
que podrian obtenerse al investigar los endéfitos podrian aplicarse a sectores
productivos como el agroforestal y el farmacéutico.
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