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RESUMEN

Las plantas albergan una gran diversidad de microorganismos enddfitos, bacterias y
hongos, son productores de metabolitos secundarios y activadores del mecanismo de
defensa. Sus principales aplicaciones en la industria farmacéutica hacen atractivo el uso
de hongos enddfitos como blancos para la extraccion de compuestos bioactivos. La
diversidad de hongos endoéfitos en cultivos comerciales ha comenzado a ser estudiada
con la llegada de técnicas biotecnolégicas; la metabolomica, la metagendmica y las
tecnologias de secuenciacion. El presente estudio se centré en caracterizar la diversidad
de hongos endofitos aislados a partir de 6rganos de papaya variedad Tainung N°01,
manejado con control biol6gico (Sitio 1) y con tratamiento con agroquimicos (sitio 2). Se
obtuvieron 474 aislamientos, agrupados en 101 morfotipos. Se generaron amplicones
utilizando iniciadores ITS1 e ITS4, los cuales fueron secuenciados. De 78 morfotipos
secuenciados, se identificaron 64 a nivel especie y 56 OTUs distintas. Las especies
identificadas se agruparon en 24 géneros. En el sitiol, las especies mas dominantes
pertenecen a los géneros: Colletotrichum, Talaromyces y Shizophyllum, mientras el sitio 2
a los géneros: Fusarium, Meyerozyma, Aspergilllus, y Sporidiobolus. La diversidad, en el
sitio 1 (H'=3.43) fue mayor, que en el sitio 2 (H'=2.45). La diversidad en érganos en el
sitio 1, fue mayor en hojas (H'=2.58), seguido de flores, mientras en el sitio 2 se observd
en raices (H'=1.71), seguida de frutos maduros. Los resultados demuestran que el uso de

fungicidas puede causar reduccioén de las comunidades enddfitas.
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ABSTRACT

The plants harbor a great diversity of endophytic microorganisms, bacteria and fungi, they
are producers of secondary metabolites and activators of the defense mechanism. Its main
applications in the pharmaceutical industry make attractive the use of endophytic fungi as
targets for the extraction of bioactive compounds. The diversity of endophytic fungi in
commercial crops has been studied with the advent of biotechnological techniques;
Metabolomics, metagenomics and sequencing technologies. The present study focused
on characterizing the diversity of endophytic fungi isolated from papaya organs, Tainung
variety No. 01, managed with biological control (site 1) and with agrochemical treatment
(site 2). 474 isolates were obtained, grouped into 101 morphotypes. Amplicons were
generated using ITS1 and ITS4 primers, which were sequenced. Of 78 sequenced
morphotypes, 64 were identified at the species level and 56 different OTUs. The identified
species are grouped into 22 genera. At sitel, the most dominant species belonging to the
genera: Colletotrichum, Talaromyces and Shizophyllum, while site 2 to the genera:
Fusarium, Meyerozyma, Aspergilllus and Sporidiobolus. The diversity, at site 1 (H" = 3.43)
was greater, than at site 2 (H" = 2.45). The diversity in organs at site 1 was higher in
leaves (H" = 2.58), followed by flowers, while at site 2 they were identified in roots (H" =
1.71), followed by ripe fruits. The results that affect the use of fungicides can cause the

reduction of endophytic communities.
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1.1 INTRODUCCION

México ocupa el tercer lugar a nivel internacional en produccién de papaya después de la
India y Brasil (SIAP, 2017) y es uno de los principales exportadores. La papaya es un
producto con alto valor nutricional, que se consume en su mayoria fresco y en la industria
para la fabricacion de mermeladas. Del latex se extrae “la papaina” que es un compuesto
utilizado como ablandador de carnes, como clarificador de bebidas y encurtido de pieles
(Safiudo Barajas et al., 2017). Una de las probleméticas que enfrenta el cultivo es la
susceptibilidad a virus y a nematodos (Safiudo Barajas et al., 2017), pero principalmente a
enfermedades transmitidas por hongos patégenos, como la antracnosis, que es una
enfermedad precosecha y postcosecha causada por hongos del género Colletotrichum
(Bailey and Jeger 1992; Torres Calzada et al.,2018).

Los hongos enddfitos, residen por completo en espacios inter e intracelulares de la
mayoria de las plantas, manteniendo una fuerte asociacion simbidtica sin causar dafio
aparente, esta simbiosis es continua y equilibrada, las interacciones son de varios tipos
como el mutualismo, el comensalismo y el parasitismo (Aly et al., 2011). Los hongos
endofitos cumplen funciones clave en las plantas, como promover el crecimiento vegetal,
activar el mecanismo de defensa sistémica contra el ataque de patégenos (Campanile et
al., 2011) y producir metabolitos secundarios (Samuels et al., 2000, Vu et al., 2006). Se
sabe muy poco acerca de la diversidad y la funcion de estos hongos, particularmente en
especies de importancia econdmica (Ruso-Pelizza et al., 2015). Los estudios de
diversidad de hongos miden la cantidad de especies presentes en una comunidad, las
asociaciones entre ellos, permiten saber la dominancia de una especie en un sitio de
muestreo, el grado de amenaza o el grado de conservacién. Para ello se usan
estimadores como el indice de Shannon-Wiener miden la diversidad presente en una
comunidad o mediante la comparacion de dos 0 mas comunidades El indice de Simpson y
su complemento que mide la diversidad de comunidades muéstrales (Gonzélez-Oreja and
Lou 2012).

El estudio de los hongos enddfitos esta en augue con el uso de las técnicas modernas




como son la mategendémica y la secuenciacion, ya que permiten el estudio de los
microorganismos. Ademas, el empleo de técnicas tradicionales basadas en cultivos de
aislamientos microbiolégicos, en conjunto con las técnicas moleculares,basadas en la
secuenciacion de las regiones espaciadoras del ADNr (ITS1-ITS4) permiten la
identificacion exitosa de especies presentes en las comunidades fungicas, sea a nivel de
especie o género ( Orlandelli et al.,2012; Jayawardena et al.,2018).

México es un pais megadiverso, ocupa el quinto lugar en diversidad a nivel global de
hongos, (Mittermeier y Goettsch, 1992; Conabio 1998; Aguirre-Acosta et al., 2014). En
estudios de diversidad de hongos enddfitos en México, los principales géneros que
predominan son Fusarium, Phomopsis, Alternaria y Colletotrichum, encontrados en
plantas asintomaticas de plantas de interés agronémico o cientifico (L6pez-Gonzalez et
al., 2017; Ramos-Garza et al., 2016).

Diversos estudios han sido realizados para estimar la diversidad de hongos endofitos, por
ejemplo Abdelfattah et al. 2016, en fresa, evaluaron las comunidades de hongos
mediante condiciones con uso de fungicidas y mediante la suspension. Ellos encontraron
gue en las hojas de plantas sin fungicidas existié mayor diversidad, y que la suspension
de agroquimicos promueve la diversidad en 6rganos aéreos. Las especies abundantes

fueron Cladosporium sp y Botrytis cinerea.

Por su parte Kim Chang-Kyun et al., 2013, estudiaron la comunidad asociada de hongos
enddéfitos en coniferas, en diferentes estaciones del afo, el resultado especies mas

abundantes Nemania diffusa y Phyllosticta papayae, en el mes de noviembre.

Orlandelli et al., 2012, estudiaron la diversidad de las comunidades de hongos enddfitos
asociados a hojas de Piper hispidum y los géneros mas representados fueron: Alternaria,
Bipolaris, Colletotrichum, Guignardia, Lasiodiplodia, Phoma, Phomopsis, Glomerella,

Marasmius, Phlebia y Schizophyllum

Gomes-Fernades et al., 2015 en plantas de Glycine max estudiaron de la diversidad de
hongos enddfitos asociados a hojas y raices. Los principales géneros encontrados fueron:
Alternaria, Cercospora, Cladosporium, Colletotricum, Curvularia, Diaporthe, Fusarium,

Macrophomina, Leptosphaeria, Nigrospora, Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis Yy
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Stagonosporopsis.

Ramos-Garza et al., (2016), estudiaron la diversidad de hongos enddfitos en la planta
medicial Dendropanax arboreus. Los géneros méas predominantes fueron Fusarium,
Phomopsis, Alternaria y Colletotrichum, también obtuvieron hongos de los géneros
Corynespora, Endomelanconiopsis y Thozetella, que son potenciales para la generacion

de compuestos antimicrobianos.

En México, se ha estudiado la diversidad de hongos mucorales, como sapréfitos (Cruz-
Lachica et al., 2018). Lograron la identificacion de hongos mucorales como saprofitos de
suelo y frutos en papaya, y de hongos mucorales de importancia agricola, biotecnolégica
y médica, especies: Choanephora cucurbitarum, Mucor ellipsoideus, Rhizopus
homothallicus, Rhizopus microsporus, Rhizopus schipperae, Lichteimia ramosa,

Gongronella butleri, Cunninghamella bertholletiae y Cunninghamella blakesleeana

Este, es uno de los pocos estudios en plantaciones de papaya, sobre el uso de técnicas
moleculares y microbiol6égicas para la identifcacidbn de hongos benéficos en plantas en
papaya, estudiar a los hongos enddfitos presentaria bases para tratar de manera eficiente
el cultivo, ademas permitiria saber que tipos de microorganismos estan presentes en
papaya variedad Tainung N°01 y compararlos con los hongos enddfitos presentes en la
variedad Maradol.

Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue identificar la micobiota endégena asociada a
diferentes drganos de papaya de la variedad Tainung N°01, en la Peninsula de Yucatan
mediante dos condiciones de cultivo: control biolégico natural y con aplicacion de

agroquimicos y fungicidas.




1.2. ANTECEDENTES
1.2.1. Generalidades de los hongos

Los hongos pertenecen a uno de los ecosistemas mas importantes y abundantes de la
biosfera, su origen tiene millones de afios, al igual que las plantas y los animales. Sus
interacciones con plantas cambiaron la ecologia terrestre, la geologia y la modificacion de
la atmésfera en la tierra (Berbee et al., 2017). Son un grupo muy diverso de organismos
eucariotas que incluyen desde hongos microscopicos unicelulares y hongos
macroscopicos multicelulares (Kendrich 1985; Schoch et al., 2014).

Los hongos generalmente adquieren sus nutrientes a través de la degradacion de restos
de animales y vegetales, por tanto contribuyen al mantenimiento y el funcionamiento de
los ecosistemas, desempefian un importante papel en las cadenas troficas También
tienen aplicaciones en la industria biotecnoldgica para la produccion de enzimas, bebidas
alcohdlicas, medicamentos, como agentes de control biolégico, fertilizantes, pigmentos
naturales, cosméticos y en alimentos (Lange 2010; Muzzarelli et al., 2012; Bandara et al.,
2015).

1.3. Los hongos endéfitos y sus asociaciones con plantas
1.3.1 Microorganismos endoéfitos

El término “enddfito” se refiere a cualquier organismo, sea bacteria u hongo, que se
encuentre asociado internamente a tejidos vegetales sin causar dafio aparente (Petrini,
1991). La relacién que existe entre los hongos endéfitos y el huésped se describe como
una simbiosis continua y equilibrada, que va desde el comensalismo, mutualismo al

parasitismo (Aly et al., 2011).

1.3.2. Los hongos enddéfitos (HE)

A diferencia de los hongos de tipo micorrizas, que colonizan raices y que crecen en la
rizosfera, los HE, por lo general residen y crecen por completo dentro de los tejidos de las
plantas (Aly et al., 2011). Diversos estudios han demostrado que los HE, abarcan todos
los grupos taxonémicos de las plantas, ya que viven en diferentes ambientes (Aly et al.,
2011; Rodriguez et al., 2009; Schulz y Boyle, 2005; Arnold, 2007. Por tanto, los hongos




endofitos constituyen una parte importante de la hiperdiversidad de los hongos en la tierra
(Rodriguez et al., 2009).

1.3.3. Papel ecoldgico de los hongos endéfitos

Los HE, participan en la induccién de la resistencia a patégenos y a metales pesados,
incrementando la tolerancia a factores de estrés bidtico y abiético (Rodriguez et al., 2009),
mejoran la toma de nutrientes y participan en la producciéon de fitohormonas y en la
sintesis de compuestos con actividad biolégica como, antibidticos, y otros metabolitos
secundarios (Aly et al., 2011; Rodriguez et al., 2009 Tan et al., 2001). Por ello, se dice
que ejercen efectos profundos en la ecologia de los ambientes donde encuentran,
ademas de jugar un papel importante en la evolucién de las plantas (Brundett 2006).
Diferentes estudios han demostrado que los hongos endodfitos producen un amplio
namero de metabolitos secundarios, entre los que destacan los anticancerigenos,
antidiabéticos y compuestos inmunosupresores. La produccion de compuestos novedosos
es una alternativa natural e importante para la produccion de compuestos bioactivos y
metabolitos secundarios (Priti et al., 2009; Chamkhi et al., 2018). Algunos metabolitos
secundarios utilizados como productos terapéuticos son: paclitaxel, podofiloxina,
hiperocina, vinblastina, campotecina y diosgenina (Huang et al., 2008; Chamkhi et al.,
2018).

1.3.4 Clasificacién de los hongos endoéfitos

La clasificaciéon actual de los HE, se resume en el cuadro 1, estos se dividen en
Clavicipitaceos y no Clavicipitaceos, con base en su filogenia e historia de vida
(Rodriguez et al., 2009). Los de tipo Clavicipitdceos son mutualistas que defienden a su
hospedero del ataque de herbivoros y colonizan los pastos (Clay, 1988). Mientras que los
no Clavicipitaceos, colonizan las plantas no vasculares, helechos, coniferas y

angiospermas (Rodriguez et al., 2009; Arnold, 2007).

Los Clavicipitaceos de “clase I”, son un grupo pequeno de especies filogenéticamente
relacionadas, son selectivos con sus hospederos (Rodriguez et al., 2009). Los no
clavicipitaceos abarcan HE de las clases I, lll y IV (cuadro 1). Los de clase lI,
comprenden una amplia diversidad de hongos pertenecientes, a la clase de Ascomycota,

seguido de la clase de Basidiomycota. La mayoria de estos endofitos pueden aumentar la




morfogénesis de su hospedero, biomasa de raices, sintesis de hormonas, reguladores del
crecimiento vegetal. Ademas, protegen a su hospedero del ataque de patégenos
(Campanile et al., 2007). Utilizan el sistema de resistencia sistémica adquirida (Samuels
et al., 2000; Vu et al., 2006). Los endofitos de clase 1ll, se distinguen por crecer en tejidos
por encima del suelo, con transmision horizontal en flores, frutos y tallos asintométicos
(Kumar e Hyde 2004; Tejesvi et al., 2005). Y los de tipo IV se distinguen como hongos con
presencia de septos oscuros melanizados, son principalmente hongos ascomicetos que

son conidiales y que forman estructuras melanizadas como las hifas intercelulares e

intracelulares y en las raices de las plantas.

Cuadro 1. Criterios utilizados para la caracterizacion de los hongos endofitos (Rodriguez

et al., 2009).
CLAVICIPITACEOS NO CLAVICIPITACEOS
CRITERIO CLASE | CLASE Il CLASE Il CLASE IV
rango de reducido eneral eneral eneral
hospedero 9 9 9
ii 1 raices
tejldo§ que brotes y rizoma protes, raices y brote
coloniza rizoma
grado de
colonizacion en | amplio amplio limitado amplio
la planta
diversidad en la Bajo bajo alto desconocido
planta
Transmision Vemcal y vertllcal y horizontal horizontal
horizontal horizontal
Incrementan la Incrementan la Inducen resistencia a | Inhiben el
biomasa de las biomasa de la las enfermedades crecimiento de
plantas, planta, confieren proteccidn contra patégenos y
confieren tolerancia al herbivoros y producen
Funcié tolerancia a la estrés bidtico y modifican la metabolitos
uncion . e o . )
L sequiay abiodtico y sensibilidad al estrés | secundarios
ecolégica . ; .
producen protegen contra abidtico mediante la | téxicos para los
metabolitos los hongos produccion de herbivoros.
secundarios patégenos por metabolitos
toxicos para los | accién de los secundario.
herbivoros. metabolitos
secundarios.




1.4. Tipos de interacciones de los hongos endéfitos
1.4.1. Relacion hongo endofito-planta hospedera.

Las asociaciones simbidticas de los hongos endoéfitos con sus hospederos son variables
desde mutualismo, parasitismo o saprofismo (Zuccaro et al., 2011; Millet et al., 2010).
Durante el mutualismo y el parasitismo, existe una relacion simbittica entre grupos de
endofitos y su hospedero, durante el parasitismo puede ocasionar dafios en cualquier
momento de la simbiosis. Durante el saprofismo, ninguno de los socios que interactian
salen afectados y los beneficios dependen de ambos, de esta manera se da un equilibrio
antagonico. (Zuccaro et al., 2011; Millet et al., 2010). El endofitismo se manifiesta de
manera discreta, transitoria, asintomatica dentro de la planta, con el establecimiento

completo de los enddfitos al interior de los 6rganos y tejidos (Kusari y Spiteller, 2012b).

Factores ambientales
Plantas

EQUILIBRIO
SINERGICO

PATOGENOS

Factores ambientales

Factores ambientales

Figura 1. Esquema de la interaccion planta-endoéfito, planta-patégeno y enddfito-patdgeno
(modificado de Kusari et al., 2012).

La estrategia de colonizacion utilizada por los endofitos con sus hospederos y los 4 tipos
de interacciones que utilizan se ilustra en la (Figura 1). En el antagonismo equilibrado, se

establece un equilibrio entre la virulencia del hongo y la defensa de la planta, de este




modo la relacion es asintomatica (Figura 1A). Cuando ocurre la infeccién la planta activa
su mecanismo de defensa y el hongo no se desarrolla, en este sentido, los factores
ambientales juegan un papel muy importante, si no son favorables para la planta, se
establece una relacion planta-patégeno y se produce una enfermedad (Figura 1B).
Aungue existen mecanismos de interaccion no elucidados, por ejemplo, algunos enddfitos
se comportan como patégenos, o que los patégenos tomen papeles de enddfitos (Figura
1C). Los hongos enddfitos tienen estrategias que les permiten proliferar dentro del
hospedero sin dafio visible, pero asegurando la resistencia antes de ser incapacitados por
los metabolitos de la planta (Figura 1D). Por ultimo, los endéfitos establecen un equilibrio
sinérgico endofito-patdégeno (figura 1E). La sinergia equilibrada de ayuda mutua entre uno

0 mas enddfitos confiere éxito dentro el hospedero (Kusari et al., 2012).

1.5. Respuesta en la resistencia adquirida por endéfitos
1.5.1. Via de sefializacion del Acido salicilico (SA)

Las plantas producen metabolitos secundarios que les sirven como barreras para prevenir
o atenuar la invasion de los posibles atacantes conocidos (Glazebrook et al., 2005). El
resultado del ataque dependerd del equilibrio entre la capacidad de la planta para
contrarrestar al patégeno y viceversa (Jones et al., 2006; Gohre et al., 2009). Los biétrofos
son reconocidos por la via de sefializacion del Acido salicilico (SA), mientras que los
necrétrofos inducen la muerte celular programada que facilita la vida del patégeno en el

hospedero (Thomma et al., 1998).




Systemic acquired

Induced systemic
resistance ‘

resistance

Priming for
JA/ET defenses

Figura 2. Representacion del mecanismo de la resistencia sistémica adquirida (SAR). La SAR se
activa en tejidos sanos, una vez dado el reconocimiento del patégeno se produce una sefial (SA)
que se moviliza y viaja a través del sistema vascular de la planta, de este modo se activa el
mecanismo de defensa a larga distancia (Pieterse et al., 2009).

El &cido salicilico (SA), es conocido como una molécula sefial esencial para activar el
inicio la resistencia sistémica adquirida (SAR), y activar la expresion de un conjunto de
genes que codifican proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), como respuesta al
ataque de un patégeno (Pieterse et al., 2009). Las mutantes y plantas transgénicas a las
cuales se ha modificado la via de sefalizacion de SA, muestran incapacidad de
desarrollar SAR, y no muestran la activacién de genes PR, ante la infeccién de patégenos
(Durrant et al., 2004). Esto indica que el SA, es un intermediario en la via se sefializacion
de SAR, donde la proteina reguladora NPR1 (NONEXPRESSOR OF PR GENES1) es un

importante transductor de la via de sefializacion del SA (Dong, 2006).




1.5.2. Via de sefalizacion del acido jasmoénico (JA) y del etileno (ET).

Por otro lado, cuando las plantas interactian con organismos benéficos, reconocen
diferentes patrones moleculares asociados con microorganismos benéficos, esto resulta
de una activacion leve, pero efectiva de la respuesta inmune a nivel sistémico. A esta
respuesta se le conoce como resistencia sistémica inducida (ISR, por sus siglas en
inglés). Al igual que en la SAR, en la ISR hay una sefal que viaja a larga distancia a
través del sistema vascular de la planta para activar el sistema inmune. La ISR es
comunmente regulada por vias dependientes del acido jasmaénico (JA) y del etileno (ET) y
a diferencia de la SAR, normalmente no esta asociado a la activacion directa de los genes
PR (Van- Loon et al., 1998; Pozo et al., 2007).

Muchos microorganismos benéficos del suelo, como las rizobacterias y las micorrizas son
llamados promotoras del crecimiento vegetal, se sabe que pueden activar su mecanismo

de inmunidad mediante la resistencia sistémica inducida (Van- Loon et al., 1998)

1.6. Estudios de la diversidad de hongos endofitos (todo tipo de estudio)
1.61 diversidad de hongos endéfitos en el mundo

El reino Fungi representa una de los mas grandes acervos de la biodiversidad en el
planeta, con actividades ecoldgicas importantes en todos los ecosistemas, asi como gran

variabilidad en su morfologia y ciclos de vida (Aguirre-Acosta et al., 2014).

Hawksworth and Lucking (2017), mencionan que se han identificado entre 2.2 y 3.8
millones de especies de hongos en el mundo. De esta cifra, s6lo 120,000 especies han
sido aceptadas por micélogos, del total de estas especies se conoce del 3 millones a 8
millones. Con el advenimiento de las técnicas de metagendémica el estudio de la
diversidad de los hongos endéfitos en diversas especies vegetales se encuentra en auge.

A continuacion, se describen algunos ejemplos:

Abdelfattah et al. en 2016, realizaron un estudio de metagenomica de la diversidad
fungica en plantas de fresa, y evaluaron el efecto en las practicas de manejo de cultivo en
las comunidades fangicas. Se evaluo la diversidad en los diferentes 6rganos (hoja, flor,
fruto inmaduro y fruto inmaduro), en tratamientos con y sin uso de fungicidas. Se encontré

que en las hojas de plantas sin fungicidas tuvo una mayor diversidad, mediante el indice
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de Shannon con el H'=2.83, respecto a las tratadas con fungicidas del H=1.94, seguido de
las flores no tratadas con H'=2.1 y H'=1.53 de las tratadas. En frutos maduros e
inmaduros de las plantas tratadas con agroquimicos se vio menos diversidad. Las
especies mas abundantes en fresa fueron Cladosporium sp., Botrytis cinerea.
Interesantemente, el uso de agroquimicos caus6 una reduccién en B. cinerea del 50% y
aumento del 60% de Cladosporium sp. esto sugiere que el uso de agroquimicos causa
reduccion de las comunidades de hongos.

Kim Chang-Kyun et al., 2013, estudiaron la diversidad y la variacién estacional de los
hongos enddfitos aislados de tres especies de coniferas en el monte de Taehwa Korea.
Colectaron hojas de tres especies, en diferentes estaciones del afio. Utilizando técnicas
microbioldgicas y moleculares, lograron la identificacion de 59 morfotipos. Las especies
mas abundantes fueron Nemania diffusa con 66.7 de abundancia relativa (ab) en plantas
de Junninper, seguido de Phyllosticta papayae en planta de Larix Kaempferi con (ab) de

50. La mayor diversidad con H"=1.58 se vio en arboles de Pinus en el mes de noviembre.

Orlandelli et al., 2012, estudiaron la diversidad de las comunidades de hongos endéfitos
asociados a hojas de Piper hispidum, ésta es una planta de regiones tropicales,
ampliamente usada como planta medicinal y como insecticida. Se colectaron hojas sin
sintomas de enfermedad en el sureste de Brasil, posteriormente se aislaron los hongos
enddfitos, mediante cultivo en placa y mediante técnicas moleculares. Se realizé la
identificacion de especies y se obtuvieron 66 morfotipos de hongos enddfitos, con base a
las caracteristicas macroscopicas de 98 aislamientos. Los géneros mas representados
fueron: Alternaria, Bipolaris, Colletotrichum, Guignardia, Lasiodiplodia, Phoma,
Phomopsis, Glomerella, Marasmius, Phlebia y Schizophyllum. El género mas abundante
fue Bipolaris con 23.81 % de los enddfitos identificados, seguido de Colletotrichum con el
19.05%, Alternaria y Phomopsis cada uno representando 9.53% del total. Otros géneros

estuvieron representados por un solo aislamiento.

Gomes-Fernades et al., 2015, realizaron un estudio de la diversidad de hongos endofitos
en hojas y raices de Glycine max, en una plantacién en Brasil para ello, se seleccionaron
muestras de 50 hojas y raices, posteriormente se aislaron los hongos endofitos mediante
el uso de la subunidad pequefia del ANDr, (18S), se realizaron célculos para la estimacion

de la diversidad encontrada. Se obtuvieron un total de 229 aislamientos, 187 en hojas y
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42 aislamientos en raices. Los principales géneros encontrados fueron: Alternaria,
Cercospora, Cladosporium,  Colletotricum,  Curvularia,  Diaporthe,  Fusarium,
Macrophomina, Leptosphaeria, Nigrospora, Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis vy
Stagonosporopsis. Los andlisis de riqueza mostraron ser mayores en hojas que en raices,
(S=187 respecto a 42 individuos y S=40 respeto a 13 individuos), el indice de Simpson,
Shannon-Wiener (2.77 y 1.741), la equitabilidad (0.752 y 0.678) y la dominancia de
hongos endofitos mostro ser mayor en raices respecto a las hojas (0.297 y 2.123).

Ruso et al., 2015, estudiaron la diversidad de hongos enddfitos en las raices, tallos y
hojas de dos variedades de maiz y en cuatro variedades de soja, para ello realizaron
colectas en seis areas diferentes en Argentina. También realizaron la caracterizacion
morfoldégica y molecular de los aislamientos. En sus analisis molecular obtuvieron 11
especies de hongos endéfitos en soja y en maiz obtuvieron siete especies. En soja, la
especie mas frecuente fue Fusarium graminearum y la menos frecuente Scopulariopsis
brevecaulis y en maiz las mas frecuentes fueron Aspergillus terreus y Aspergillus flavus
menos frecuente. En los indices de diversidad, en soja el cultivar DM3810 tuvo (H'=3.09)
mientras que NAS009 tuvo (H'=1.93), la mayor diversidad se dio en tallos y hojas y menos
diversidad en raices. El cultivar DM4670, tuvo mayor diversidad en raices. En maiz la
mayor diversidad fue observada en el cultivar DK747 (H'=1.84) y en NK900 fue (H'=1.67).
La mayor diversidad en érganos fue en tallos y hojas, mientras que, en raices se vio

menos diversidad.

1.6.2. Estudios de la diversidad de hongos endéfitos en México

México se considera un pais megadiverso en grupos de organismos, ocupa el quinto lugar
a nivel global por el nimero de especies y endemismos, cuenta con el 10% de la
diversidad terrestre del planeta. Esta elevada diversidad se debe a su situacion geografica
y a su topografia, con una variedad de altitudes y tipos de clima, situacion que ha
contribuido a la formacién de un mosaico de condiciones ambientales y microambientales
que promueven una variedad de habitats (Mittermeier y Goettsch, 1992; Conabio 1998;
Aguirre-Acosta et al., 2014).
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En Vicia faba, (Lépez-Gonzalez et al.,, 2017).identificaron y caracterizaron hongos
endofitos asociados a habas donde recuperaron 758 aislamientos en secciones de hoja,
que se clasificaron en 129 familias y en 66 géneros, los mas representados fueron:
Fusarium, Curvularia, Phomopsis, Alternaria y Colletotrichum (LOpez-Gonzalez et al.,
2017).

Ramos-Garza et al., (2016), estudiaron la diversidad de hongos enddfitos en la planta
medicial Dendropanax arboreus, asociada a diferentes 6rganos como hojas, corteza y
raiz. Los resultados fueron 45 aislamientos, que se agruparon en 28 genotipos, y 14
genéros de enddfitos, los predominantes fueron Fusarium, Phomopsis, Alternaria y
Colletotrichum. La diversidad de enddfitos fue alta de H'=3.19. También se obtuvieron
aislados de hongos de los géneros Corynespora, Endomelanconiopsis y Thozetella, que

son potenciales para la generacién de compuestos antimicrobianos.

1.6.3. Hongos mucorales encontrados en papaya
1.6.3.1. Caracteristicas microscopicas de los hongos mucorales

Estos hongos se caracterizan por tener estructuras microscoépicas, como desarrollo de
estolones largos o cortos, dependiendo de la especie que se describa. Su morfologia
microscopica desarrolla esporangioforos (hifas), estas estructuras se conectan con uno o
mas esporangiéforos (apice de soporte y se conectan con los estolones) adicionalmente
se compone de la columella y el apdfisis, éstas Ultimas estructuras globosas a su vez,
pueden o no tenerlas. Algunas pueden desarrollar rizoides (estructuras similares a raices)
y las esporangiosporas, que son estructuras contenidas en sacos o en las estructuras

globosas (Hartanti et al., 2015).

Se ha estudiado la diversidad de hongos mucorales, como sapréfitos. En una colecta
realizada en suelos de parcelas de tres estados (Colima, Oaxaxa y Veracruz), se logro el
aislamiento, caracterizaciéon morfoloégica y molecular, usando la region ribosémica 28S. De
72 hongos mucorales, 34 se encontraron en Colima, 11 en Veracruz y 27 en Oaxaca. Las
especies mas abundantes fueron Gilbertella persicaria, Rhizopus oryzae, Rhizopus
stolonifer, Mucor circinelloides, Mucor hiemalis y Mucor irregularis, que son causantes
pudricion blanda en frutos de papaya. Se logré la identificacion de especies que no

causan pudricion blanda en frutos y que son de importancia agricola, biotecnolégica y
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médica como: Choanephora cucurbitarum, Mucor ellipsoideus, Rhizopus homothallicus,
Rhizopus microsporus, Rhizopus schipperae, Lichteimia ramosa, Gongronella butleri,
Cunninghamella bertholletiae y Cunninghamella blakesleeana ( Cruz-Lachica et al., 2018).

1.7. Asociaciones no endofitas de hongos con plantas: las micorrizas

Una micorriza es un hongo que se encuentra asociado a las raices de las plantas, se sabe
gue tienen un estrecha relacion con aproximadamente 160 especies de plantas, la
mayoria pertecen al Phyla Glomeromycota (Trindade-Vilar et al., 2006). Los hongos de
tipo micorriza, ejercen funciones claves en la rizésfera de mas del 90 % de las plantas
como: mejorar el enraizamiento (Alarcon y Ferrera-Cerrato, 1999), aumentar la absorcién
de nutrientes minerales, especialmente iones como P, Cu y Zn (Bethlenfalvay et al., 1988,
Marschner y Dell, 1994). Los hongos micorrizicos de tipo arbuscular (HMA), promueven la
tolerancia a estrés biético y abidtico (Barea y Jeffries, 1995), activan el mecanismo de
defensa de las plantas contra el ataque de patdgenos, como bacterias, hongos,
nematodos (Pozo y Azcon-Aguilar, 2007, Borowicz, 2001). Ademas, las micorrizas
mejoran la estructura del suelo (Azcon-Aguilar y Barea, 1997), producen una mayor
diversidad vegetal (Leake et al., 2004) y son fuentes de hormonas como el &cido
abscisico, las giberelinas, las auxinas y las citocininas (Strack et al., 2003).

Los hongos (HMA) funcionan como biofertilizantes, contribuyen al rendimiento de cultivos
como: granada (Aseri et al., 2008), tomate (Makus, 2004), sandia (Kaya et al., 2003) fresa
(Jaen et al., 1997) y en papaya (Vazquez-Hernadez et al., 2011).

1.7.1. Estudios relacionados con micorrizas

En el norte y sur de Brasil, se realiz6 un estudio para la identificacion de micorrizas
estrechamente relacionadas con la rizésfera de plantaciones de papaya. En total se
obtuvieron 24 especies de micorrizas de tipo arbuscular (HMA), representadas en cinco
familias y siete géneros. Glomus etunicatum y Acaulospora scrobiculata fueron las
especies mas abundantes, con una frecuencia de mas del 50%. Otras especies fueron
encontradas exclusivamente en ciertas regiones del pais como Glomerella intraradices y
Paraglomus brasilianum, en el norte de Espiritu Santo, Acaulosporace dilatata,
Acaulosporace longula, Scutellospora persica encontradas en el sur de Bahia (Trindade-
Vilar et al., 2006).
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En México, se evalu6 el efecto de un complejo de cuatro hongos micorrizicos de tipo
arbuscular (HMA) formado por Glomus intraradices, Glomus mosseae, Glomus
etunicatum y Gigaspora albida, como antagonistas de Fusarium oxysporum en plantulas
de papaya, tanto en forma individual como en combinacion con la rizobacteria
Pseudomonas sp. (PPV3). Los resultados indicaron que el complejo de HMA (MTZ01) y la
rizobacteria proporcionaron mayor proteccion hasta un 85%. Esto sugiere que esta
relacion mutualista mejora el control de la enfermedad provocada por F. oxisporum,
ademas de estimular el crecimiento de plantulas de papaya (Hernandez Montiel et al.,
2013).

1.8. El cultivo de papaya

La papaya (Carica papaya L.) es una especie nativa de Centroamérica y Sudamérica
(Teixeira da Silva et al., 2007; Singh et al., 2010 Avila-Reséndiz et al., 2017). Son plantas
dicotiledbneas, de tipo herbaceas, de tronco hueco y no ramificado, sus hojas son
prominentes y palmeadas, peciolos dispuestos en la parte apical de la planta y las
inflorescencias son de tres tipos: masculinas, femeninas y hermafroditas, de coloracion
blanca- crema. Los frutos son de forma ovalada a casi redonda y pueden llegar a pesar
hasta 9 kg. Del fruto inmaduro se genera un latex de color blanco del cual se extrae la
papaina. La papaya pertenece al género Carica, que se encuentra dentro de la familia
Caricaceae (cuadro 3), que incluyen 35 especies, distribuidas en 6 géneros (Fisher 1980,
Ming et al., 2008). La papaya es la Unica especie del género que se cultiva como arbol
frutal, mientras que las demas especies son cultivadas como plantas ornamentales
(Burkill, 1966).
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Figura 3. Carica papaya L. llustracion de Stephanie Cabinas (2016). Tallo largo, especie de corona
formada por hojas con pedudnculo largo. Inflorescencias, botones florales y semillas de color negra-
gris, frutos inmaduros y maduros colgados en la base del tronco.

1.8.1 Clasificacion taxonémica de Carica papaya L.
Cuadro 2. Clasificacion taxondémica de la papaya.

Taxonomia: Carica papaya L. (papaya)
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden Violales

Familia: Caricaceae

Género: Carica L

Especie: papaya L.
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1.8.2. Variedades de papaya cultivadas en México

México ocupa el tercer lugar en exportacion de papaya a nivel mundial seguido de la India
y Brasil (SIAP, 2017). Los principales estados productores de papaya en el pais son:
Oaxaca, seguido de Colima, Chiapas, Veracruz, Michoacan, Guerrero, Jalisco,
Campeche, Yucatan y Tabasco (SIAP, 2017). La variedad Maradol es mas comercializada
en el pais y representa el 90% de la papaya sembrada (L6pez-Ochoa et al., 2017;
Safiudo-Barajas et al., 2017). Otras variedades cultivadas en México, son la roja en los
estados de Guerrero, Nayarit, Tabasco y Veracruz; la Hawaiana, se cultiva en Guerrero,
Nayarit; la Criolla, cultivada en Baja California, Guerrero, Jalisco y la Amarilla sembrada
mayormente en los estados de México, Puebla, Sinaloa y Tamaulipas (L6pez-Ochoa et
al., 2017; SAGARPA, 2017). En los estados de Campeche y Yucatan, se cultivan otras
variedades de papaya destinadas al mercado de exportaciébn, como son el hibrido
Tainung N° 01.

Michoacan
Colima
Guerrero
Jalisco
Oaxaca
Chiapas
Veracruz
Campeche
Yucatan

Figura 4. Principales estados productores de papaya en México (SAGARPA 2017).
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1.8.3. Caracteristicas agrondémicas de la Papaya variedad Tainung N°01.

El hibrido Tainung N°01, fue importado desde Kaohsiung, Taiwan pertenece al grupo
Formosa. Los frutos de las plantas hermafroditas (de interés comercial) son de tipo
oblongo, con pulpa de color naranja-rojiza, y aroma suave (Maruchi et al., 2009; Safiudo-
Barajas et al., 2017). Con peso promedio de 1.6 kg. El costo por Kg de semilla de $3,500
a $4000 pesos (Maruchi et al., 2009; Safiudo-Barajas et al., 2017; Ventura-Aires et al.,
2017).

Esta variedad es altamente productiva, con un promedio del 98.5 kg por planta, presenta
caracteristicas que la hacen atractiva para programas de mejoramiento genético, por ser
tolerante a enfermedades fungicas y viricas. Las plantas de esta variedad son muy
vigorosas, pueden alcanzar hasta 2 metros de altura. El periodo de floracion inicia a los
tres meses de la transferencia a campo y el proceso de produccion del fruto a los 8 meses
(Safudo-Barajas et al., 2017; Maruchi et al., 2009).

1.8.4. Hongos patdgenos que afectan al cultivo de papaya

Los hongos patégenos tienen un amplio rango de hospederos, afectan cultivos de
importancia agricola. Por ejemplo, hongos de la clase Ascomicota y Deuteromicota
provocan enfermedades durante la precosecha y postcosecha (Safiudo-Barajas et al.,
2017). A nivel mundial, se han reportado especies patdgenas en cultivos de papaya,
principalmente, los del género Colletotrichum que causan antracnosis, los del género
Alternaria, que causan la mancha café en fruto; los del género Fusarium, causantes de
pudricion blanda; los del género Ascochyta, que causan pudricién del fruto, los del género
Rhizopus son causantes de la pudricion blanda en frutos. Algunas especies de los
géneros Mycosphaerella, Phomopsis y Lasiodiplodia causan pudriciéon del peddnculo del
fruto, mientras que otra especie del género Guignardia, genera mancha oscuras en el
fruto, y especies de los géneros Cladosporium y Penicillium afectan el interior del fruto
(Safudo-Barajas et al.,2017). En México se han descrito 36 especies de hongos
causantes de diferentes enfermedades en plantaciones de papaya, las especies mas
comunes son Colletotrichum, Alternaria sp., Fusarium sp., Phoma sp., Ascochyta caricae
(Safudo-Barajas et al.,2017). Es comun que en algin momento del ciclo de vida de los
patdégenos puedan ser encontrados como enddfitos, dentro de los tejidos sin ningun dafio

aparente y cambiar esta condicién si los factores ambientales lo permiten, pero este
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mecanismo no ha sido del todo estudiado. (Kusari et al., 2012).

1.8.5. La antracnosis en papaya

La principal enfermedad provocada por la incidencia de hongos patdégenos es la
antracnosis, que afecta los frutos tanto en campo como en la etapa de post-cosecha, es
causada por especies del género Colletotrichum se encuentran cominmente en regiones

con climas tropicales (Bailey and Jeger 1992; Torres Calzada et al., 2018).

En México se han identificado 4 especies de este género que afectan a la papaya: C.
gloeosporioides produce lesiones hundidas redondas, empapadas de agua, de color
rosado-naranja, C.truncatum (Syn. C. capsicii) cuyas lesiones estan cubiertas de masas
de conidios de coloracibn marrén-negro; C. magnum, que causa lesiones atipicas,
parcialmente hundidas de coloracién salmén y lesiones de coloracidon parda en la
superficie de los frutos (Torres Calzada et al., 2013; Tapia Tussell et al., 2008) y
recientemente se describié C. plurivorum, afectando plantaciones del estado de Veracruz,
gue produce lesiones hundidas de color negro intenso con margenes claros (Garcia-
Estrada et al., 2019).

En un estudio realizado en la Peninsula de Yucatan, se obtuvieron 37 aislamientos de
hongos que causaban antracnosis en frutos de papaya de los cuales, 22 correspondian a
C. gloesoporioides y 15 a C. capsici, con 6 morfotipos de C. gloesoporioides y tres de C.
capsici, que presentaron distintos grados de virulencia. Estos fueron identificados
utilizando los cebadores especificos CgInt/ITS4 para C. gloesoporioides, y CcapF/CcapR
para C. capsici. Posteriormente se encontro a C. magnum, en plantaciones comerciales
de Chiapas y Campeche (Tapia-Tussell et al., 2016 ). C. gloesoporioides no sélo causa
antracnosis en papaya, también ha sido encontrado en otros cultivos de importancia
econdmica como el mango, aguacate y otros cultivos (Silva-Rojas y Avila- Quezada, 2011,
Tapia-Tussell et al., 2008). Mientras que C. capsici se ha encontrado afectando tambien

cultivos de chile y Jatropha curcas (Tapia-Tussell et al.,2008; Torres Calzada et al., 2011).
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1.9. Métodos moleculares para la identificaciéon de hongos

Los ADN ribosomales son secuencias del ADN de longitud variable que codifican para el
ARN ribosémico (ARNI). El cistron de ARNr eucariético esta formado por los genes ARNr
18S, 5.8S y 28S transcritos como una unidad por la ARN polimerasa | (Stackebrandt and
Goebel 1994). Los genes del ADN ribosomal son ampliamente conservados y son
utilizados para realizar la identificacion y clasificacion de especies de hongos y de otros
organismos. Utiliza secuencias estandar es deicr el tamafio de banda esperada es de 500
a 800 pb, para la identificacion de especies en todos los reinos eucariotes, pero los ITS
son ampliamente usados como cédigos de barras para identificacion de hongos para
hongos varia de 400 pb a 800 pb (Schoch et al., 2012).

Los ITS corresponden a fragmentos de ADN no codificantes, situados entre los ADNr, se
les llama ITS, por su abreviatura en Inglés de “internal transcribed sequences”, es decir,
secuencias espaciadoras transcritas. La region ITS comprende dos secciones (ITS1 e

ITS2) que flanquean la region 5.8S conservada (Cuadros-Orellana et al., 2013) Figura 5.

Durante la maduracion del ARNr, los fragmentos ITS son eliminados y degradados, de
esta manera se obtienen los los RNAr 18S,5.8S y 28S. Entre las regiones del cistrén
ribos6mico, la regiones (ITS) tienen la probabilidad mas alta para realizar la identificacion
exitosa de las distintas especies de hongos, por ser altamente variables, pudiendo ser

especificas dentro de un mismo género (Scorzetti et al., 2002).

ITS3
ITS1 :

Nuclear small 585 Nuclear Large
rDNA (188) ITS1 | .ona | ITS2 | rDNA (28S)
—

ITS2 ITS4

Figura 5 . Representacion de las regiones del ADNr. Modificado de (White et al., 1990).
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Para la identificacion exitosa de hongos Schoch et al., (2012), probo seis regiones del
ADN como posibles codigos de barras para hongos, y tres subunidades del cistron
ribosomico nuclear (ARN), los genes representativos como: la subunidad grande de la
ARN polimerasa Il, la segunda subunidad més grande de la ARN polimerasa I, la proteina
de mantenimiento de minicromosomas. Genes del ADNr como: La subunidad nuclear
grande 28S, la subunidad pequefia 18S, los ITS y la regién del gen mitocondrial que
codifica para la citocromo oxisada (COIl). De todas estas regiones, los ITS mostraron una
mayor probabilidad de identificacion exitosa para hongos, y fue propuesto como el codigo

de barras para hongos.

En general los marcadores ITS, tienen un amplio rango de identificacion de especies
aungue no funcionan para todos los casos, por esta razbn se han adoptado otros
marcadores. Por ejemplo, en linajes tempranos como Penicillium se utiliza la region
mitocondrial del gen de la citocromo ¢ oxidasa (COIl) para la confirmacién demas del 67%
de las especies (Seifert KA, et al., 2007). Para la identificacion de hongos del género
Fusarium se utilizan genes de RNAr y el factor de elongacion 1-a (Donnell et al., 2010).
Para Penicillium se ha utilizado la B-tubulina (Frisvad et al., 2004) y genes codificantes de
diversas proteinas. La subunidad grande de la ARN polimerasa Il (RPB1) puede tener
potencial como codigo de barras fungico para estudios de hongos de las clases

Basidiomycota, Zygomycota, Microsporidia (Cheney et al., 2001; Tanabe et al., 2004).
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JUSTIFICACION

La papaya es un cultivo de importancia econémica en México y en el mundo, la variedad
mas cultivada en México es la Maradol a pesar de ser muy susceptible a enfermedades.
La variedad Tainung N°01, es cultivada por presentar tolerancia al virus de la mancha
anular. Para contrarrestar los problemas fitosanitarios del cultivo se requieren alternativas
para su manejo. Para ello se han usado microorganismos enddfitos como promotores del
crecimiento en plantas y de respuesta de defensa contra patégenos (los hongos
endofitos). En plantaciones de papaya variedad Tainung N° 01 se desconoce la diversidad
de la micobiota existente, aunque se han realizado estudios acerca de la diversidad de
hongos enddfitos en cultivos agricolas, no existen estudios en Carica papaya. Estudiarla
permitiria conocer los distintos hongos endofitos en papaya para determinar su
abundancia, la dominancia y la riqueza depende de las condiciones al que sea sometido
el cultivo, ademéas de contar con una coleccion de hongos que pueda ser la base de
futuros esfuerzos de biospropeccion y aportar conocimiento para el cultivo de manera
sustentable. Considerando que la poblacién de hongos endoéfitos en las variedades de
papayas puede ser diferente, podrian utilizarse como blancos para el mejoramiento del
cultivo de la papaya Maradol.
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PREGUNTA BIOLOGICA

¢Como se encuentran asociadas las comunidades de hongos endéfitos en papaya

variedad Tainung N°01 en la Peninsula de Yucatan?

HIPOTESIS

La diversidad de la micobiota enddégena existente en plantaciones de papaya variedad
Tainung N°01, depende del tipo de suelo y de las condiciones de manejo al que sea

sometido el cultivo.
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OBJETIVO GENERAL
Identificar la diversidad de hongos enddfitos asociados a la papaya variedad Tainung N°

01 en dos condiciones de cultivo diferentes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Obtener aislados de hongos a partir de diferentes 6rganos de papayas cultivadas
bajo diferentes condiciones de manejo agronomico.

@ Realizar la caracterizacion morfolégica macroscépica de los aislados fungicos
@® |dentificar morfotipos distintos y caracterizarlos molecularmente.

® Analizar la diversidad de especies de hongos enddfitos identificados en dos sitios

de muestreo de papaya Tainung N° 01 en condiciones contrastantes
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Colecta de Material biol6gico en
los sitios con manejo agronémico
contraste.

!

Desinfeccion superficial de
muestras

!

Aislamiento de hongos
endofitos l

!

Purificacion de aislamientos por

Identifica(_:ién de punta de hifa
morfotipos
Andlisis de diversidad de l l
especies mediante L,
indices de diversidad Caracterizacion molecular Caracterizacion

De cada morfotipo ~ macroscopica de morfotipos

Analisis Blastn e Aislamiento de ADN

Identificacion de <+

especies ¢

Amplificacion por PCRy
secuenciacion de ITS

Figura 6. Esquema de la estrategia experimental.
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CAPITULO Il
2. MATERIALES Y METODOS

2.1.1. Sitios de colecta

Se realizaron dos muestreos en localidades con condiciones diferentes de cultivo: la
primera se realizé en el municipio de Candelaria Campeche en la plantacion comercial
FRUTICAM® que consistia de control biologico natural, es decir se dejaban operar a los
controladores biolégicos de posibles plagas y el segundo muestreo se realizd en el
poblado de Temozén, Yucatan en la Empacadora PAMASUR®. Donde aplicaban control

con fungicidas.

2.1.2. Material biolégico

En Candelaria, Campeche, se seleccionaron plantas asintométicas de papaya de la
variedad Tainung N°01, de seis meses de edad de las cuales se colectaron los siguientes
organos: hojas intermedias, flores post-antesis y frutos inmaduros (figura 8). De un
segundo lote, de plantas de dos afios de edad, se colectaron los frutos maduros y las
raices fueron tomadas de plantas de dos afios de edad de un tercer lote. Las muestras
fueron colocadas en bolsas de papel encerado, separandolas entre 6rganos y luego en
neveras, fueron trasladadas para su procesamiento inicial en el laboratorio del COLPOS y
posteriormente al laboratorio del CICY (anexo 2). En la segunda colecta, en Temozon,
Yucatan, todos los drganos fueron tomados de dos lotes donde se muestrearon cinco
plantas asintomaticas. Las caracteristicas del primer lote, fueron tomadas de plantas
sembradas sin elevaciones, de color negro sin piedras, mientras que las plantas del
segundo lote estaban en un suelo cuya topografia presentaba colinas y tenian

abundantes piedras (Anexo 3).
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Figura 7. Organos de plantas de papaya muestreados en la localidad de Temozon, Yucatan.

2.3. Desinfeccion del material biolégico

Para seleccionar Unicamente hongos endéfitos de papaya se procedid a la desinfeccion,
de los 6rganos seleccionados, para ello se colocaron las muestras en una solucion
comercial de hipoclorito de sodio (NaOCI) diluida al 1% por 3 minutos, seguida de tres
lavados sucesivos con agua destilada estéril. Posteriormente las muestras se lavaron con
una solucién de etanol al 70% por 2 minutos, y se realizaron tres lavados sucesivos con

agua destilada estéril, para la eliminacion del etanol (Kim et al., 2013).

2.4. Aislamiento de hongos endofitos

Las hojas fueron cortadas con ayuda de una tijera estéril en cuadros de 1cm? Las flores
en etapa post-antesis fueron cortadas longitudinalmente en dos partes (Figura 8-A), los
frutos tanto inmaduros como maduros, se cortaron conservando tanto la parte externa
(epicarpio) como la pulpa (mesocarpio) (Figuras 8-B, 8-C y 8-D). Las raices se cortaron
longitudinalmente en secciones de 3 cm de largo. Todos los explantes fueron sembrados
en cajas Petri® con 25 mL de PDA marca (SIGMA-ALDRICH®) y el medio PDB se usé la
marca (DIFCO®), para cultivar hongos filamentosos, y se incubaron por 10 dias a 28° +2°

C. En todos los casos se hicieron tres réplicas (tres placas) por érgano de cada planta.
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Figura 8. Explantes de 6rganos de papaya variedad Tainung N° 01 en medio PDA. Secciones de
flores post-antesis A), frutos inmaduros B), hojas intermedias sembradas C), secciones de fruto

maduro D), secciones de raices E).

2.5. Caracterizacion macroscopica de hongos endéfitos
2.5.1. Aislamiento de cepas “puras”por estrias

Una vez transcurridos 10 dias de la incubacién de los explantes en medio PDA, se
procedio al aislamiento de los hongos enddfitos. Para ello, se seleccioné con base en las
distintas morfologias de las colonias, una fraccion de micelio independiente empleando un
asa bacterioldgica, y se realiz6 la siembra de las cepas haciendo estrias en una placa con
medio PDA fresco. Este procedimiento fue repetido cada tres o cinco dias, hasta la
obtencion de colonias independientes (morfologia en colonia Unica y consistente). Cuando
las colonias de hongos crecian muy cercanas se purificaron mediante cultivo de punta de

hifa, para la obtencion de aislamientos puros.

2.5.2. Aislamiento de cepas “puras” por punta de hifa

Esté método de purificacion se realiz6 conforme al método utilizado recomendacion del
Laboratorio de GeMBio del CICY (Tapia-Tusell et al., 2006). Se utilizaron placas Petri®
con medio agar-agua al 2%, pH a 5.6. Se sembr6 una fraccion de micelio y se incubé por
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una semana o 15 dias a 28° + 2 °C, o hasta el crecimiento del micelio e hifas
independientes. Una vez que las hifas pudieron ser obervadas al microscopio
estereoscopio (ZEISS, Stemi 200-C), se selecciond una sola punta de hifa y se sembro en
una nueva placa Petri®.

2.6. Caracterizacion morfolégica de hongos endéfitos en papaya.

Se llevaron registros fotograficos y periédicos de la morfologia en placa de los cultivos de
hongos, su velocidad y tiempo de crecimiento. Se evalué el aspecto general de la colonia
como: tamafio, pigmentacién, forma, borde, elevacion, y supeficie. La forma de la colonia
se visualiz6 mediante los criterios: puntiforme, circular, irregular, filamentoso, rizoide,
(entero, ondulado, lobulado; que tiene formas redondas grandes y pequefias, ramificado y
rizado). En los bordes, de aspecto plano, elevado, convexo, pulvinada (con elevacion
esférica), umbilicada (elevaciones pequefias, pero redondas) (Pedrique-Guitierrez et al.,
2008). Para la identificacion de texturas se registraron, si eran de tipo algodonoso,
aterciopelado, polvoroso, apetalada, friable, compacta, mate, seco, liso, brillante,
corrugado. También se registrd si el aislado producia algun pigmento (Ornadelli et
al.,2012; Pedrique-Guitierrez et al., 2008; Guevara et al., 2007).

2.7. Criopreservacion de hongos endéfitos

Los diferentes morfotipos identificados macroscépicamente fueron colocados en un medio
de criopreservacion, caldo Papa Dextrosa (PDB) al 50% vy glicerol al 50%). En tubos de
criopreservacion de plasticos de 2.5 mL, y con una espatula se colecté el micelio y se
coloco en los tubos que contenian 2 mL de medio de criopreservacion. Los tubos se
agitaron suavemente y se etiquetaron con el niumero de morfotipo, se sellaron con

parafilm, por ultimo se resguardaron a -80°C en el ultracongelador.

2.8. Microcultivo de morfotipos de hongos

Para la observacion y diferenciacion microscépica de algunos hongos con morfologia
similar, se realiz6 un microcultivo. En campana de flujo laminar, se prepararon las cajas
Petri® con una base de papel secante y con palillos en forma de “A” que sirvieron de base
a un portaobjetos, en la parte central del mismo, se colocé un cuadro de 1cm? de medio
PDA. Con la punta de una pinza se tomd6 una fraccion de micelio del hongo de interés

crecido en medio PDA y se inocul6 en los cuatro lados del cuadro (figura 9). Finalmente
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se coloco el cubreobjetos sobre la preparacion, se sellaron, se rotularon y se incubaron
dos, tres y cinco dias 28° +2 °C. Hasta la observacion al microscopio (ZEISS-Primo Star,
objetivo P95 M37/52X 0.75).

Figura 9. Microcultivo del M-23-A después de tres dias de la inoculacion en medio PDA.

2.8.1. Microscopia confocal de hongos endofitos y de hongos
levaduriformes.

Se realizaron tinciones de levaduras con blanco de Calcofltor al 0.2% (18909), este un
fluorocromo no especifico, con afinidad por la celulosa y la quitina, ésta es una técnica
rapida para la identificacion de estructuras de hongos por microscopia. Las levaduras
fueron cultivadas en medio 30 mL PDB, dos dias después, se tomé una fraccién de la
levadura con un asa bacterioldégica y se monté en un cubreobjetos, posteriormente se
adicionaron 300 pL de una solucién de blanco de Calcofltor al 0.2%, con glicerol al 100%.
Se incubd por 3 minutos, se sell la preparacion y se visualizé en un microscopio confocal
marca OLIMPUS IX 81, MICROSCOPIA F100VIEW FV 1000, 12 horas o 18 horas

después de la tincion.

2.9. Identificacion molecular de los morfotipos aislados mediante ITS1-1TS4.

2.9.1 Obtencion de biomasa para extraccién de DNA

Después de obtener los aislados puros, se caracterizaron y se seleccionaron 89
morfotipos con caracteristicas diferenciales. La biomasa de los hongos algodonosos se
obtuvo mediante el cultivo en medio liquido, para ello, se tomé una fraccion de micelio y
se sembré en un matraz con 75 mL de medio (PDB). Los matraces fueron incubados en

un orbitador a 100 rpm y a 28 = 2 °C, con un fotoperiodo 18 horas de luz / 6 horas de
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oscuridad durante 15-18 dias. Transcurridos los dias, el micelio se filtr6, con ayuda de una
bomba de vacio y de tres lavados con agua destilada estéril, se congelaron en paquetes
con nitrégeno liquido (N2) y se guardaron en el ultracongelador.

Para las levaduras y morfotipos levaduriformes, se cultivaron en 15 mL de medio PDB por
dos dias, después se colectaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL y se centrifugaron
a 13 rpm por 2 minutos, se desecho6 el sobrenadante y se repitid6 este paso hasta la
obtencion de una pastilla de 180 mg. Para el resto de los morfotipos la biomasa se obtuvo
de micelio fresco y crecidos en placas en placas Petri® a 28 + 2 °C, transcurridos 10 dias

el micelio fue colectado para su extraccion de ADN como describe a continuacion.

2.9.2. Extraccién de ADN gendmico

Para la extracciéon de ADN se pesaron 180 mg de micelio y se afiadieron en un mortero
que contenia N2. El micelio se macerd en congelacion hasta la obtencion de polvo fino,
después con ayuda de una espatula se coloc6 en un tubo de microcentrifuga de 2 mL y se
procedi6 a la extraccion de ADN, o bien, se almacené a -80°C hasta su uso.

Para extraccion de DNA gendmico se utilizo el kit de extraccion, DNAeasy® Plant mini kit
de la Marca QIAGEN. Se sigui6 el protocolo descrito por el fabricante. Se eluyé el ADN de
las columnas empleando 30 pL de amortiguador Tris-EDTA (TE). La calidad del ADN se
verificd por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 0.8% misma que fueron
tefiidos con 2.5 pL de bromuro de etidio (EtBr). Se desarrollé a 90V por 45 minutos y se
revel6 en el transiluminador (KODAK EDAS 290). También se utilizé el protocolo para la
extraccion de ADN descrito por Tapia-Tussell et al., 2006 con ligeras modificaciones. La
extraccion del ADN de hongos se realizé pesando 300 mg de micelio y se macerd con N2
hasta la obtencién de polvo fino, se pasé en tubos de microcentrifuga de 2 mL y se extrajo
el ADN con 800 puL de solucion de lisis (SDS al 0.3 %), seguidamente se afiadieron 500
uL cloroformo mezclando por inmersién, después el sobrenadante se traté con 700 L de
isopropanol, la pastilla se lavo con 500 pL de etanol grado molecular al 70% y se recuperé
con 50 pL amortiguador de Tris-EDTA (TE).
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2.9.3. Amplificacién de secuencias ITS

Para la amplificacion a nivel especie de los morfotipos obtenidos, se empleo la técnica de
amplificacon en cadena de la DNA polimerasa (PCR), con los iniciadores ITS1 e ITS4,
contra las regiones ITS conservadas de los ADNr (White et al., 1990). La mezcla de
reaccién se hizo con 10X Dream Tal Buffer 5 uL, dNTP Mix, 10 mM (NEBs) 1yL,inciador
ITS1- 20 pmol/uL (Forward) 1 uL, iniciador ITS4 20 pmol/uL (Reverse) 1 pyL, Dream Taq
DNA Polymerase 0.25 pL. El volumen final de la reaccion fue de 50 uL; el programa de
amplificacién por PCR consistié de los siguientes pasos: Desnaturalizacion inicial 95 °C
durante 3 min, y 35 ciclos en las condiciones, 95 °C durante 30 s. 55 °C durante 60 s, 72
°C durante 45 s, finalmente se realiz6 una Ultima extension 72 °C durante 5 min, en el
termociclador (BIO-RAD T100 ™). Los amplicones obtenidos se verificaron en geles de
agarosa al 0.8%, como se describié previamente. Se emple6 como referencia de masa

molecular la escalera 100 pb de New England Biolabs (Cuadro anexo 6).

2.9.4. Reacciones de secuenciacion.

Los amplicones, se purificaron con el kit comercial PureLink PCR Purification Kit,
siguiendo el protocolo del fabricante (QIAGEN). Se verificé la calidad e integridad de los
amplicones purificados en geles de agarosa al 0.1%, como se describio anteriormente. Se
tomaron 250 ng de los productos de PCR purficados y se mezclaron con 2.5 picomoles
del cebador ITS1 y se ajusto a un volumen final de 10 pL. Las secuencias se obtuvieron
por servicio de la empresa Macrogene, Corea, que emplea el método de Sanger
automatizado con dideoxinucleétidos marcados con fluor6foros como terminadores de la

reaccion.

2.9.5. Andlisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se analizaron con programas como Sequencher y BLASTn del
NCBI. Primero, se verificé la calidad de las secuencias por revision de los cromatogramas
en Sequencher. Agquellas de buena calidad se depuraron eliminando los extremos,
alineandolas en Sequencher in silico con el iniciador ITS1 empleado en la secuenciacion.
Para la confirmacion de la identidad de cada especie, con las secuencias depuradas se
realizaron alineamientos de nucleétidos (BLASTn), contra las secuencias reportadas en el

Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en Inglés). Se
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registr6 el porcentaje de identidad y de cobertura de cada secuencia. También se
realizaron alineamientos multiples de los cromatogramas de cada una de las secuencias y
alineamientos mdultiples de todas las secuencias depuradas y obtenidas en Sequencher,

aquellas que dieron la formacion de un conting fue considerada como una misma especie.

2.9.6. Andlisis de la diversidad de especies de hongos

En el andlisis de diversidad, se estudio la riqueza especies de las secuenciaron en ambas
poblaciones, en Campeche se tomaron 37 especies Unicas y en Yucatan 14 especies. La
dominancia de los diferentes érganos (hojas, flores, fruto maduro e inmaduro y de raices).
Se calculé el indice Simpson (D) y su complemento (1-D), y la comparacion de ambas
condiciones muestreadas. También se calcul6 el indice de Shannon-Wienner para el
andlisis de diversidad alfa con base al logaritmo natural y logaritmo en base 10, la
abundancia relativa de ambos sitios de muestreo (Kim et al., 2013 y Abdelfattah et al.,
2016). Tanto el indice de Shannon como la diversidad de Simpson, se calcularon
utilizando el programa de computo Stimate S.9.1 (Colwell 2005; Ramos-Garza et al.,
2016). Para realizar este célculo y la corrida del programa, se utilizaron las matrices de
abundancia, matrices de presencia y ausencia de los diferentes morfotipos de ambas
poblaciones.
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CAPITULO Il
RESULTADOS

3.1 Sitios de muestreo

En este trabajo se compard la biodiversidad de hongos endoéfitos presentes en plantas de
papaya de la variedad Tainung N°01, sujetas a distintas condiciones de cultivo. Para ello
se colecté material biolégico de dos plantaciones comerciales. La primera colecta se
efectud en la empacadora FRUTICAM® ubicada en Candelaria Campeche (N-18.182778°,
0-91.04583), en el mes de febrero (al que se le denomino Sitio 1). El segundo muestreo
se realiz6 en el poblado de Temozén, Yucatdn en la Empacadora PAMASUR® (N-
20.800200°, ©O-88.20110°), en el mes de abril, (Sitio 2). Para consulta de datos (anexo 1).

Figura 10. Mapa de los poblados muestreados.
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3.2. Condiciones de cultivo de las poblaciones muestreadas

En el muestreo realizado en Candelaria, Campeche la plantacion estaba sujeta a un
control biolégico natural, que consistié en el uso de plantas arvenses para atraer insectos,
vectores de enfermedades (figura 11) y de arvenses atrayentes de polinizadores e
insectos benéficos (figura 12), con aplicacion minima de fungicidas. El segundo muestreo

se realiz6 en Temozon, Yucatan, las condiciones de cultivo, incluian uso frecuente de

agroquimicos (fungicidas-plaguicidas).

Figura 12. Plantas repelentes de insectos A-B, plantas captadoras de insectos benéficos C-D.
Candelaria, Campeche.
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3.3. Purificacion de hongos endaofitos y seleccion de morfotipos

La purificacién y seleccion de los diferentes morfotipos de hongos enddfitos se realizé con
base a lo reportado por (Cruz-Lachica et al., 2018; Ramos-Garza et al., 2016; Orlandelli et
al., 2012; Pedrique-Gutierrez et al., 2008). Para la obtenciéon de aislamientos puros fue
muy importante el método de separacion, a continuacién, se muestra dos ejemplos de la
purificacién una por estrias y por punta de hifa (figura 13).

M-15-D M-43

Figura 13. Morfotipo 15-C purificado por punta de hifa y el M-43 por estrias.

3.4. Caracterizacién macroscoépica de hongos endofitos

Posteriormente se hizo la caracterizacibn macroscépica de los aislamientos en placa, y se
tomaron datos: color de micelio, textura, forma del crecimiento micelial, forma de
margenes, registros de la velocidad de crecimiento, asi como la produccién de pigmentos
por Orlandelli et al., 2012; Pedrique-Gutierrez et al., 2008). Con base en las
caracteristicas macroscoépicas se fueron seleccionando los distintos morfotipos, aquellos
morfotipos que se registraron en mas de un érgano se consideraron como distintos
aislamientos. Para ello se elaboraron cuadros para registrar el nimero de aislamiento,
tanto por 6rgano y lugar de colecta. El (cuadro 3), muestra el nUmero de aislamientos
encontrados para cada morfotipo, su frecuencia por érgano y por lugar de colecta. En total
se logré la identificacion de 101 morfotipos y 474 aislamientos en ambos sitios de
muestreo. El morfotipo mas frecuente es el sitio 1 (Candelaria, Campeche), fue el M-15
con 18 aislamientos, distribuidos principalmente en hojas (9 aislamientos), frutos maduros

con (7 aislamientos) y frutos inmaduros (con 2 aislamientos). Le sigui6 el morfotipo 42 con
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17 aislamientos, 7 en fruto inmaduros, 4 en frutos maduros y 3 en raices. El tercer lugar el
morfotipo 60-TRI con 12 aislamientos encontrados todos en raices. Mientras que en
Yucatéan los morfotipos mas abundantes fueron el M-73 con 9 aislamientos; el segundo
lugar fue el M-74 y M-82, con 8 aislamientos cada uno y en tercer lugar el M-71 y M-68
ambos con 7 aislamientos. EI M-73 se encontré exclusivamente en hojas y el M-82
exclusivamente en raices. El M-74, se encontré principalmente en hojas seguido de frutos
inmaduros, mientras que el M-68 se encontré también exclusivamente en raices. El M-71

se encontré igualmente distribuido en hojas, flores y frutos maduros (cuadro 3).

Cuadro 3. Total de morfotipos y aislamientos obtenidos en ambos sitios de muestreo.

ORGANO COLECTADO

HOJ | FLR |FRI| FRM | RA < os S0
N° MORFOTIPO AEEXEA?S\I?E < P/é)lRLI\?c'\)AFleEFgTﬂPo ch)TLIEcDTi
1 ) 8 8 CAMP
) 3 4 4 CAMP
3 4 8 8 CAMP
4 5 7 3 10 CAMP
5 6 9 3 12 CAMP
5 . 11 11 CAMP
. 8 9 9 CAMP
g 9 11 11 CAMP
° 10 5 2 CAMP
10 10-A 5 2 CAMP
11 10-B 1 1 CAMP
12 10-C 10 10 CAMP
13 10-D 5 2 CAMP
14 10-E 4 4 CAMP
15 10-F 3 3 CAMP
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16 12 3 3 CAMP
17 15 9 18 CAMP/YUC
18 16 2 2 CAMP
19 18 12 12 CAMP
20 19 3 3 CAMP
21 20 3 3 CAMP
22 22 3 3 CAMP
23 23 3 3 CAMP
24 24 3 3 CAMP
25 25 5 7 CAMP
26 31 1 CAMP
27 32 2 CAMP
28 33 3 CAMP
29 34 3 CAMP
30 35 5 CAMP
31 a6 3 CAMP
32 . 5 CAMP
33 37.C 6 CAMP
34 38 5 CAMP
35 39 6 CAMP
36 41 3 CAMP
37 40 4 CAMP
38 40-A 3 CAMP
39 40-8 2 CAMP
40 40-C 2 CAMP
41 40-D 2 CAMP
42 A41-A 3 CAMP
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43 41-C 3 CAMP
44 42 14 CAMP
45 43 8 CAMP
46 44 5 CAMP
47 45 12 CAMP
48 23-B 3 CAMP
49 23-C 2 CAMP
50 46 6 CAMP
51 47 1 CAMP
52 48 1 CAMP
53 49 2 CAMP
54 50 9 CAMP
55 51 6 CAMP
56 - 5 CAMP
57 23-A 5 CAMP
58 23-D 2 CAMP
59 23-E 2 CAMP
60 23-F 7 CAMP
61 53 3 CAMP
62 49-A 3 CAMP
63 54 6 CAMP
64 55 6 CAMP
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65 56 1 CAMP
66 15-A 2 CAMP
67 15-B 2 CAMP
68 15-C 2 CAMP
23-A CAMP
42 CAMP
15 CAMP
69 57 2 2 CAMP
70 60-TRI 12 12 CAMP
55 2 6 CAMP/YUC
71 61 4 4 CAMP
72 15-E 1 CAMP
73 78 6 CAMP
74 63 4 2 CAMP
75 68 7 7 CAMP
76 66 2 2 CAMP
77 59 6 6 CAMP
78 79 4 4 CAMP/YUC
77 69 2 YUC
79 70 4 YUC
80 71 7 YUC
81 73 9 YUC
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82 74 YUC
83 75 YUC
84 76 YUC
85 55 CAMP/YUC
86 72 YUC
71 YUC
87 77 YUuC
88 58 YUC
89 15 YUC
90 63 YUC
72 YUC
58 YUC
70 YUC
74 YUC
78 YUC/CAMP
15-C YUC
15 YUC
91 15-D YUC
59/59-A YUC
79 YUC/CAMP
53 YUC
92 80-TRI YUC
73 YUC
93 82 YUC
94 83 YUC
95 82-A YUC
96 90 vue
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97 90-A 5 5 Yuc

98 92 4 4 YUC
YUC

99 95 3 3

100 80-LEV 5 5 vue

101 81 4 4 YUC

Total de morfotipos =101 | Total de aislamientos=474

El cuadro 3, representa la lista de los 101 morfotipos y los 474 aislamientos identificados
en ambos sitios de colecta. YUC= Yucatan, CAMP=Campeche, HOJ=hojas, FLR=flores,
FRI= fruto inmaduro, FRM= fruto maduro y RA=raices. El 80-Lev= morfotipo registrado
como levadura, 60-TRI, morfotipo registrado como posible Trichoderma, al igual que el 80-
TRI. Los espacios en blanco dentro del cuadro 3, indican que el morfotipo ya habia sido

identificado en otro 6rgano por eso se dej6 ese espacio vacio.

El cuadro 4, corresponde a los morfotipos que se hallaron en ambos sitios de muestro,
por 6érgano, n° de aislamientos y sitio de colecta. En Campeche y en Yucatan, pareciera
que estos morfotipos son los mas frecuentes en papaya, ya que se obtuvo en ambos
sitios pero en el mismo érgano. Por ejemplo el morfotipo 15, fue muy abundante en hojas

de Campeche y en frutos maduros de Yucatan.

Cuadro 4. Morfotipos identificados en ambos sitios de muestreo.

ORGANO
SITIO DE
SOl ECT A MORFOTIPO | o3 [ kri | Fri | FRM | RA | N- DE AISLAMIENTOS
AISLAMIENTOS

CAMP M-15 9 2

YUC M-15 7 18

CAMP M-55 4 2

YUC M-55 2 2 2 12

CAMP M-78 3 6
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YUC M78

CAMP M-79

YUC M-79 4 8

3.5 Morfotipos identificados en ambas sitios de colecta

En los (cuadros 5y 6) se resumen, las caracteristicas de los endofitos encontrados en
Campeche y Yucatan clasificados por el tipo de 6rgano, el numero de morfotipos y el
namero de endofitos identificados.

Cuadro 5. Morfotipos de enddfitos identificados en Campeche (sin agroquimicos).

CAMPECHE

ORGANO N° DE MORFOTIPOS | AISLAMIENTOS
Hoja 25 140
Flor 24 83
Fruto inmaduro 12 44
Fruto maduro 12 34
Raiz 12 52
TOTAL 85 353

Cuadro 6. Morfotipos de enddfitos identificados en Yucatan (uso de agroquimicos).

YUCATAN
ORGANO N° DE MORFOTIPOS | AISLAMIENTOS

Hoja 6 29

Flor 6 16
Fruto Inmaduro 7 17
Fruto maduro 5 17
Raiz 10 42
TOTAL 34 121
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3.6. Hongos endofitos en los diferentes 6rganos de papaya.

Se registré una gran diversidad morfotipos en ambas poblaciones, algunos estuvieron
ampliamente representados y otros fueron poco abundantes. Algunos presentaron
caracteristicas particulares como la produccion de pigmentos o de olores caracteristicos,
otros resultaron ser inhibidores del crecimiento de otros hongos enddfitos, también se

identificaron 4 especies de levaduras y uno con crecimiento levaduriforme (cuadro 7).

3.6.1 Hongos endofitos en hojas

En hojas se encontraron 25 morfotipos en Candelaria Campeche y 6 en Yucatan. (Cuadro
4), con morfotipos de hoja en ambos sitios de colecta y numero de aislamientos). La
mayoria de los morfotipos de Campeche presentaron crecimiento rapido, y micelio
algodonoso en tonalidades grisaceas y blancas. Los morfotipos mas representados fueron
el M-15 y el M-18, con 16 y 12 aislamientos respectivamente. En hojas de la colecta de
Candelaria se registraron 6 morfotipos, de tonalidades blancas-rosas y algodonosas, de
anillos concéntricos, los mas representados fueron el M-71 y M-73, ambos con 7

aislamientos.

3.6.2. Hongos endofitos en flores

En flores de la colecta de Campeche, se obtuvieron 24 morfotipos y 6 en Yucatan. En
Campeche los morfotipos fueron en su mayoria de micelio blanco algodonoso con
elevaciones y conglomerados, unos de micelio apetalado, con produccién de pigmentos y
otros con micelio pardo negro con café claro. Los mas representativos fueron los M-42, M-
43, M-45 y otros los M-23-B y M-23-C. En Yucatan se registraron 6 morfotipos en flores
M-76, M-55 y M-77 de micelio algodonoso en tonalidades blancas-rosas y de anillos

concéntricos.
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3.6.3 Hongos endoéfitos en fruto inmaduro.

En fruto inmaduro de Campeche, se identific6 12 morfotipos y 7 en Yucatan. Los
morfotipos fueron de crecimiento lento, en su mayoria, su morfologia fue muy variada, en
tonalidades rosa-blanca de tipo algodonoso, ademas de morfotipos productores de
pigmentos. Los més representativos fueron el M-50, unos de los mas abundantes con 9
aislamientos, los M-23-A, M-23-E, M-23-D y M-23-F, que presentaron morfologia similar
pero no igual, estos se identificaron por microcultivo y microscopia (Seccion: 3.7 Hongos
mucorales). Los de Yucatan representaron a morfotipos de lento crecimiento, fueron de
morfologia variada y se obtuvo los algunos morfotipos productores de pigmentos y de
otros que ya habian identificado en hojas y flores de la misma colecta como el M-55, M-78
y los M-15-A, M-15-E, M-15-C.

3.6.4. Hongos endofitos en fruto maduro.

En frutos maduros se obtuvieron 12 morfotipos en la colecta de Campeche y 5 en
Yucatan. Los morfotipos de Campeche fueron el M-53, de los mas abundantes y los el
morfotipos M-15-C, 15-B, M-15-E, productores de pigmento rojo. En ambos sitios de
muestreo, en fruto maduro fue donde menos nimero de morfotipos se identific6. En
Yucatan se identificaron morfotipos, productores de pigmentos y de otros identificados en
hojas y flores de la misma colecta como el M-55, M-78 y los M-15-A, M-15-E, M-15-C.

3.6.5. Hongos endoéfitos en raices.

En raices de la colecta de Campeche se obtuvieron 12 morfotipos y 10 en Yucatan. Los
mas representativos fueron el M-60-TRI, con 12 aislamientos resultaron ser mas
abundantes, el M-68 y el M-79, que son levaduras enddfitas que ejercian efectos
inhibitorios de otros hongos endofitos. En las raices de la colecta de Yucatén se registro el
M-80-TRI y M-90, ambos morfotipos mas abundantes con 6 aislamientos. El M-60-TRI y el
M-80-TRI, presentaron caracteristicas macroscopicas similares a especies de
Trichoderma. En de ambas poblaciones se identificaron levaduras asociadas a las raices

de papaya.
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3.6 Identificacion de hongos mucorales

Se identificaron hongos mucorales (Cruz-Lachica et al., 2017; Cruz-Lachica et al., 2018).
Respecto a la morfologia microscépica, estos hongos, desarrollan esporangioforos (hifas),
estructuras que se conectan con uno o mas esporangioforos, se componen de la columela
y las esporangiosporas, que se encuentran contenidas en sacos 0 en las estructuras
globosas, también las hay sin saco (Hartanti et al., 2015). En la colecta de Campeche, se
identificaron seis morfotipos con caracteristicas microscopicas y macroscopicas de
hongos mucorales. Los morfotipos fueron nombrados como M-23 (A-F), figura (14). La
mayoria fueron de crecimiento rapido 1.2 cm a 1.5 cm por dia, micelio blanco y
algodonoso, algunos presentaron elevaciéon del micelio. En las micrografias se describe el

resultado de los microcultivos de dos y cinco dias, tefiidos con azul de lactofenol.

Figura 14. Caracteristicas macroscopicas de hongos mucorales.
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Figura 15. Micrografias del morfotipo M-23-A, microcultivo de dos dias de inoculacion. Tincién con

azul de lactofenol.

En las micrografias morfotipo M-23-A, presenté micelios alargados y de hifas
entrecruzadas (estructuras en forma de lazo). Se logro identificar un esporangio liberando
esporangioforas. A los cinco dias se pudieron visualizar las estructuras globosas, grandes
y reventadas, también se observo la formacion de rizoides (hifas en grupos e hinchadas),
sus esporangioforos fueron largos e hinchados y de ellos emergieron los esporangios
globosos. Figura 15 (A, B, Cy D).

Figura 16. Microcultivo del morfotipo 23-A. Micrografias de 5 dias, tincion con azul de lactofenol, se

visualizaron a 100X.
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El morfotipo M-23-B, mostro caracteristicas microscépicas, como la unién de hasta ocho
hifas unidas, que emergian de un estol6n hinchado (figuras 16-A). Se aprecia la forma
circular y la estructura de las hifas. Se vio el desarrollo de esporangios globosos vy
pequefios (figura 16-B), se observé la formacion de estolones hinchados, desarrollo de
esporangiéforos cortos y de un esporangio globoso pequefio, en el (16-C).se identifican
estructuras redondas que emergen de las hifas, pudiendo ser la formacién temprana de
los esporangios globosos, en la misma figura, se observa un esporangiéforo y su

esporangio globoso y grande.

Figura 17. Microcultivo del morfotipo 23-B. micrografias de 2 dias de inoculacion. Tincion con azul

de lactofenol). R=rizoide, E=estolén, ES = esporangio. Visualizados a 100x.

El morfotipo M-23-C, también desarrollo estructuras de hongos mucorales. En la figura
(18-A) se visualizo la formacion de un esporangiéforo largo con un esporangio globoso. A
los cinco dias de la fijacion, se pudo visualizar en diferentes planos de la muestra la
formacion de esporangios de forma asincronica, unos pequefios y grandes, pero con
esporangiéforos hinchados (18-B, 18-D), algunos forman rizoide figura (18-C).

El morfotipo M-23-D desarrollé estructura de micelio parecido al M-23-B, la diferencia
fueron las hifas que se entrecruzaban (figura 19-A), los esporangi6foros fueron mas
gruesos, largos y el colarete que se une a la columela se encontraba inclinado, la
columela era mas pequefia y redonda (figura 19-B), también se observo

esporangiosporas libres pero unidas a los esporangiéforos (figura 19-C).
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Figura 18. Microcultivo del morfotipo 23-C, micrografias de 2 dias de inoculacion. Tincion con azul
de lactofenol). R= rizoide, E=estolon, ES = esporangio. B) se visualiz6 a 40X. A, C, D, se

visualizaron a 100X.

Figura 19. Microcultivo del morfotipo M-23-D. Micrografias de 2 dias de inoculacién. Tincién con

azul de lactofenol). E=estolén, ES = esporangio, CO= columela. Se visualizé a 100X.

En las micrografias del M-23-E (figura 20), se observo el desarrollo de esporangios
globosos de menor tamafio. No se logré ver muchos, pero pudo deberse a las condiciones
de incubacién del microcultivo, no fue adecuado para el desarrollo de los esporangios,
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debido a que este morfotipo es de rapido crecimiento. Y debi6 evaluarse al tercer y cuarto
dia. (20-A, B, C). La estructura microscopica fue similar a los demas morfotipos

evaluados, es decir, se vio agrupamiento de hifas, de esporangioforos largos y al final se

veian los esporangios globosos pero muy pequefios.

Figura 20. Microcultivo del morfotipo 23-E. micrografias de 2 dias de inoculacién. Tincion

con azul de lactofenol). E=estolén, ES = esporangio. Se visualizo a 100X.

Respecto al morfotipo M-23-F, se vio, una distribucion de las hifas muy diferentes a los
demas morfotipos analizados. En las micrografias se mostro la formacion de estructuras
redondas que se distribuyen a lo largo de las hifas que a su vez estan de forma paralela y
no se cruzan entre ellas, en la figura (21-B), se muestran las estructuras redondas, que
posiblemente sean los esporangios en etapas tempranas. En la figura (21-A), se vio un
esporangio globoso pequefio y corto. Este morfotipo pudiera no pertenecer a los hongos
mucorales, aunque la literatura menciona que hay especies de hongos mucorales que no
desarrollan esporangiosporas y esporangios (Hartanti et al., 2015).
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Figura 21. Microcultivo del morfotipo 23-F. micrografias de 2 dias de inoculacion. Tincién con azul

de lactofenol). ES = esporangioforos. Se visualizé a 100X.
3.7. Identificacion de levaduras endéfitas y hongos levaduriformes

Se seleccionaron cinco morfotipos M-68, M-66, M-79, M-80-LEV, M-3. Que fueron
visualizados mediante microscopia confocal y teflidos con blanco de calcofltor al 2%. El
(cuadro 7), muestra las caracteristicas microscopicas de las levaduras, tanto en campo
claro como en campo fluorescente, se evaluaron cinco morfotipos de hongos de los
cuales 4 mostraron caracteristicas microscopicas como estructuras circulares y oblongas
y de tamafio entre cinco y siete micras, el M-3 mostré desarrollo de hifas pero su
crecimiento en placa es similar al de una levadura, es considerado de crecimiento

levaduriforme.
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Cuadro 7. Morfotipos identificados como levaduras y de aspecto levaduriforme.

CAMPO CARACTERISTICAS
MORFOTIPO Gl HONAR FLUORESCENTE MICROSCOPICAS
h-es S — El M-68, con caracteristicas

e

macroscopicas blanco marfil con
aspecto mate y cremoso. Campo
claro: estructuras redondas y
oblongas. Asi como en campo
fluorescente. Se tifien
perfectamente las de 5 micras.

El M-79: colonia, de color beige y
de aspecto brillante, su crecimiento
es de 3 horas después de la
inoculacion. En las micrografias
campo claro: estructuras de forma
oval, de dos tipos, grande ovales y
pequefias y redondas. De 2 micras
y 7 micras. las de 5 micras emiten
fluorescencia.

El M-66: colonia compacta de
coloracién salmon claro, aspecto
mate y seco. En Campo claro,
mostré la forma de conglomerados
de 5 o 6 estructuras redondas, en
forma de flor. En Campo
fluorescente sélo las estructuras de
mayor tamafio se visualizaron.

' .

En M-80-LEV, un morfotipo muy
similar al M-68, de tonalidad blanco
marfil, de aspecto mate. Las
micrografias mostraron estructuras
ovales, tanto en campo claro, y en
campo fluorescente, se vio la
tincién de todas las estructuras.

El M-3, se aislé en 6rganos de hoja
y N0 MOstro crecimiento
levaduriforme oval o redonda. En
las micrografias se observan hifas
y en campo fluorescente se
visualizé la tincion de los septos. Y
de algunas estructuras redondas
dentro de los septos.
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3.8. Caracterizacion molecular de hongos endéfitos

Se realiz6 extracciéon de ADN gendmico de cada morfotipo diferente, y fue directo de
cultivo en placa, y se visualizaron en geles de agarosa. En la (figura 22), se muestran
algunos ejemplos del resultado de la extraccion. Las letras M, se refieren al ndmero
asignado a cada morfotipo. Por ejemplo M-76, es el morfotipo 76.

No todos los morfotipos se lograron extraer mediante el uso del (Kit Qiagen Dneasy), en
el gel se visualizan que el M-5 y el M-19, no se logré una buena extraccion del ADN
genomico de estos. En algunos casos se ve poca cantidad de ADN, M-54-1, M-41-A, M-
54, M-45y el M-12. Los M-76, M-83, M-56, son ejemplos de ADN limpio e integro.

2 541 4 76 23-A 31 20 41-A 54 45 5 83 47 12 42 64 19 56

v

...., e e - - ..~,,.”'

Figura 22. Ejemplo de ADN genémico de hongos endéfitos de papaya (Kit Qiagen DNeasy). Carril
1: M-2, 2: M-54-1, 3: M-4, 4: M-76, 5: M-23-A, 6:M-31, 7: M-20, 8: M-41-A, 9:M-54, 10: M-45, 11:
M-5, 12: M-83, 13: M-47, 14: M-12, 15: M-42, 16: M-64, 17:M-19, 18:M-56. Gel de agarosa al 0.8%,
EtBr. 2.25 pL, amortiguador de carga 6X + 10uL de muestra. Se desarrollé a 90V durante 40 min.

Se realiz6 un total 89 extracciones de ADN mediante el Kit (Qiagen Dneasy), pero no fue
eficiente para todas las muestras de hongos enddfitos, por ejemplo los morfotipos M-47,
M-5, y el M-19, M-7, M-9 se extrajeron con otro protocolo de extracciéon de ADN (Tapia-
Tussell et al., 2006).

3.8.1 Extraccion de ADN de hongos endofitos método SDS

Se prob6 otro protocolo que utiliza SDS al 0.3% (Tapia-Tussell et al., 2006). Se realiz6
con mas cantidad de micelio 300 mg y con otras condiciones como esta descrito en
materiales y métodos. En la figura 23 se muestra el ADN de los hongos enddfitos, en

algunos casos con exceso de carbohidratos como: M-60-TRI, M-59, M-80-TRI pero con
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ADN de buena calidad. Una de las particularidades de usando este protocolo es tener
micelio fresco de 5 a 8 dias del cultivo en placa. Por ejemplo los M-85, M-58 son hongos
gue tardaron en crecer y esto pudo ser la razén de que no se logre la extraccién del ADN.
Pero este método fue mas eficiente que el kit de extraccion. En total se extrajeron con
este método 38 muestras de hongos enddfitos que no se logré usando kit de extraccion
de ADN (kit Qiagen Dneasy) y faltaron por extraer 19 morfotipos.

18 56 60-TRI 20 554 59 5 80-A 7 9 85 82-A 58 20 80-TRI

Figura 23. Ejemplo de ADN gendmico de hongos enddfitos de papaya obtenidos con el método de
SDS. Carril 1: M-18, 2: M-55, 3: M-60-TRI, 4: M-20, 5: M-55-1, 6: M-59, 7: M-5, 8: M-7, 9: M-9, 10:
M-85, 11: M-82-A, 12: M-58, 13: M-20, 15: M-80-TRI.

3.8.2. Amplificacién por PCR de ADN de hongos endofitos

Para la identificacion molecular de los diferentes morfotipos de hongos enddfitos se utilizd
los cebadores ITS1 e TS4. En la (figura 24) observan los amplicones obtenidos de 13
hongos enddfitos, los fragmentos variaron de tamafio de entre 480 a 800pb (bandas
Unicas). Los productos de PCR con bandas tenues por ejemplo el M-41-A y M-40-C,
fueron repetidos con una mayor cantidad de templado 120 pg y con 40 ciclos (Figura 25).
En total se logré6 amplificar las regiones ITS de 78 morfotipos de hongos endofitos.
Posteriormente los amplicones fueron purificados y cuantificados para ser secuenciados

usando el cebador ITS1. En la figura 26 se muestran 17 amplicones purificados.
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100pb 12 41-A 39 19 25 4 39 55 58 40-C 57 54 15-A

1000 pb —

500 pb =—

Figura 24. Gel de agarosa de productos de PCR con 35 ciclos y 60ng de templado. Carril 1: M-12,
2: M-41-A, 3: M-39, 4: M-19, 5: M-25, 6: M-4, 7: 39, 8: M-55, 9: M-58, 10: M-40-C, 11: M-57, 12: M-
54, 13: M-15-A.

100pb 23-B 15 12 41-A 41D 15D 6 8 42 53 15 73 41-A 2 2 31 -C +C

1000 pb_—
800 pb

500 pb

Figura 25. Gel de agarosa de productos de PCR con 40 ciclos y 120 ug de templado. Carril 1: M-
18, 2: M-23-b, 3: M-15, 4: M-12, 5: M-41-A, 6: M-41-D, 7: M-6, 8: M-8, 9:M-42, 10: M-53, 11: M-15,
12: M-41-A, 13: M-73, 14: M-41-A 15: M-2, 16: M-2, 17: M-31: 19: -C, 20: +C: S. cerevisiae.

100pb 15-B 4 71 23 19 41-A 55 15-A 32 83 23-B 9 90-A 95 100 pb

1a00phi— 1000 pb

500pb 500 pb

Figura 26. Productos de PCR purificados. Carril 1: MPM, 2: M-15-B, 3: M-4, 4: M-71, 5: M-23, 6: M-
19, 7: M-41-A, 8: M-55, 9:15-A, 10: M-32, 11: M-83, 12: M-23-B, 13: M-9, 14: M-90-A, 15: MPM:
marcador de 100 pb de NEBs.
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3.8.3 Andlisis de las secuencias de los hongos endéfitos

Las secuencias se depuraron usando el programa Sequencher y posteriormente se
realizé un analisis BLASTn, tanto en la base de datos general de hongos (FGDB) del
NCBI, como en la de ITS. De los 101 morfotipos identificados en este trabajo se
secuenciaron 81, de los cuales se obtuvieron 64 secuencias de buena calidad, que a su
vez representaron 44 especies distintas y se agruparon en 24 géneros: Fusarium,
Talaromyces, Colletotrichum, Phyllosticta, Meyerozyma, Alternaria, Stagonosporopsis,
Phomopsis, Diaporthe, Schizophyllum, Mucor, Penicilium, Cladosporium, Aspergillus,
Candida, Sporidiobolus, Nigrospora, Trichoderma, Papiliotrema, Macrophomina,
Leptosphaeria, Psilocybe, Corynespora y Moesziomyces..

En los (cuadros 7 y 8), se muestran las especies con el porcentaje de identidad, longitud

de banda, los morfotipos y la base de datos donde se comparo.

La especie Corynespora torulosa estuvo representada en mas de un morfotipo, es comuan
encontrar hongos de una misma especie y que presenten caracteristicas morfolégicas
distintas. Dos morfotipos de levaduras 80-LEV Y 68-LEV pertenecen a la especie Candida
ralienesis (cuadro 7), mientras las secuencias de los morfotipos 23-F, 23-A, 23-B y M-43
se alienaron con mayor identidad con la secuencia del hongo no cultivado 1 (nimero de
accesion 175245). Los morfotipos M-40 y M-36 corresponden a Diaporthe yunnanensis
(cuadro 8), el M-83 y M-45 Stagonosporopsis lupini, los M-2 y M-82 a Phyllosticta
fallopiae. Los morfotipos M-15-A y M-15-B, comparten caracteristicas morfolégicas
similares, la 15-B produce pigmento rojos y la M-15-A no produce pigmento. Pero ambas
pertenecen al Talaromyces amestolkiae, igualmente los morfotipos M-23-C y M-23-D,
presentaron secuencias idénticas a Schizophyllum commune. Los morfotipos M-9 y M-4
presentaron un 96% de identidad a Corynespora torulosa, debido a que ambas
secuencias son idénticas entre si pertenece a la misma especie, sin embargo, dada la
baja identidad es posible que se trate de una especie distinta (Raja et al., 2017). Del
mismo modo, los morfotipos M-36 y M-40, presentaron un porcentaje de identidad del
95% con la secuencia ITS a la especie Diaporthe yunnanensis, ambos morfotipos
pertenecen a la misma especie, aunque posiblemente sea una especie distinta. Para los
casos en que no se puede resolver la identidad de la especie usando a los ITS, se puede

secuenciar usando otros genes (Schoch et al., 2012).
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Cuadro 8. Morfotipos identificados como levaduras y de aspecto levaduriforme.

Base de datos general para hongos (NCBI)

Nombre cientifico poi:jc:nnttigjaedde ;ﬁ)gg;m?egfo Morfotipos
gfgo";ﬁ;rig’ig‘es 99.398 498 M-10-F
[Candida railenensis 99.324 592 M-80-LEV,M-68-LEV
Corynespora cassiicola 99.244 529 M-6
Colletotrichum sichuanense 99.083 545 M-25
Corynespora cassiicola 99.244 529 M-6
Fusarium chlamydosporum 99.035 518 M-50
Schizophyllum commune 99.002 601 M-23-C, 23-D
Fusarium incarnatum 99.027 514 M-53
gﬁﬁﬁrggggﬁus 99.091 550 M-15-C
Phomopsis sp. 99.071 538 M-37-C
Leptosphaeria sp. 99.637 551 M-23
Nigrospora sp. 99.415 513 M-18
Moesziomyces sp. 99.592 736 M-42
Penicillium sp. 98.909 550 M-15-D
Colletotrichum sp. 98.134 536 M-40-C
Penicillium sp. 98.692 535 M-15
Phomopsis sp. 98.874 533 M-41-A
Fusarium solani 98.521 541 M-19
Alternaria sp. 98.459 519 M-31
Trichoderma sp. 98.464 586 M-60-TRI
Colletotrichum sp. 97.967 541 M-16
;gi%t:égfgﬁs 97.124 591 M-10-C
uncultured fungus 2 95.267 824 M-39
Cladosporium uredinicola 95.591 567 M-59-A
Schizophyllum sp 94.534 622 M-54
uncultured fungus 2 92.604 649 M-32
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uncultured fungus 1

92.508

307

M-23-F,23-A, 23-B,

M-43

Cuadro 9. Lista de especies identificadas, base de datos de ITS para hongos de NCBI.

Base de datos para hongos del NCBI ITS

porcentaje de

longitud de

nombre cientifico Morfotipos
identidad alineamiento

Alternaria alstroemeriae 99.048 525 M-73
Alternaria alstroemeriae 99.24 526 M-71
Alternaria alstroemeriae 99.238 525 M-33
Alternaria alstroemeriae 99.046 524 M-35
Aspergillus neoglaber 99.088 548 M-76
Macrophomina pseudophaseolina 99.445 541 M-24
Aspergillus foetidus 99.456 551 M-57
Sporidiobolus sp. DT2 99.093 551 M-90-A
Meyerozyma guilliermondii 99.457 552 M-95
Meyerozyma guilliermondii 98.919 555 M-3
Talaromyces amestolkiae 98.901 546 M-15-A, M-15-B
Papiliotrema terrestris 98.361 488 M-79
fungal endophyte Phyllosticta fallopiae 98.697 614 M-2
Fusarium falciforme 98.606 502 M-20
Stagonosporopsis lupini 98.384 495 M-83, M-45
Phyllosticta fallopiae 98.689 610 M-2, M-82
Sporidiobolus pararoseus 98.401 563 M-90
Penicillium coffeae 97.417 542 M-58
Corynespora torulosa 96.117 515 M-9,M-4
Diaporthe yunnanensis 95.669 531 M-36,M-40
Mucor hiemalis f. hiemalis 91.696 566 M-78
Mucor hiemalis f. hiemalis 91.71 579 M-55
Colletotrichum eremochloae 75.676 74 M-8
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Cuadro 10. Especies de hongos enddfitos identificados en ambas poblaciones.

MORFOTIPO
CARACTERISTICAS ORGANO ESPECIE g(l)'lz(écl?ri
ANVERSO REVERSO
M-2: Micelio negro plano, granulado, con
anillos concéntricos en la parte reversa. . :
Crecimiento lento 1 cm cada 2 dias. HOJ Phyllosticta fallopiae CAMP
M-3: Micelio blanco-crema transparente
brillante, con anillo en centro de color Meyerozyma
negro. Crecimiento rapido 1 cm por dia. HOJ guilliermondii CAMP

M-4: Micelio blanco-crema transparente
brillante, con anillo en centro de color HOJ Corynespora torulosa CAMP
negro. Crecimiento rapido 1 cm por dia.

M-6: Micelio grisaceo, con borde blanco,
elevado y algodonoso, con produccion

de pigmento en el medio (color marron HOJ Corynespora cassiicola CAMP
oscuro). Crecimiento rapido 1.2 por dia.




M-8: Micelio gris con blanco,
algodonoso, anillo concéntrico en el
borde de color gris. Crecimiento rapido
2.3 cm por dia.

HOJ

Colletotrichum
eremochloae

CAMP

M-9: Micelio gris, algodonoso, anillo
concéntrico en el borde de color gris.
Crecimiento rapido 2.5 cm. Produce
pigmento en el medio de color marron
oscuro.

HOJ

Corynespora torulosa

CAMP

M-10-C: Micelio gris oscuro en centro,
con borde blanco, algodonoso.
Crecimiento rapido 1.4 por dia.

HOJ

Colletotrichum
gloeosporioides

CAMP

M-10-F: Micelio blanco, algodonoso, con
elevacién umbilicada en el centro,
crecimiento rapido 2 cm por dia. Genera
exudado viscoso de color marron.

HOJ

Cladosporium
cladosporioides

CAMP

M-12: Micelio blanco-crema, algodonoso,
de borde entero y plano, crecimiento
rapido 2.5 cm por dia.

HOJ

Corynespora cassiicola

CAMP
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M-15: Micelio de color verde olivo,
polvoroso. Reverso: generd pigmento de
color rojo en el medio. Es un hongo
inhibidor de otros endéfitos como el M-
54. Crecimiento lento 1 cm cada 4 dias.

HOJ

FRM

Penicillium sp.

CAMP/ YUC

M-16: Micelio amatrillo brillante, de borde
plano. Crecimiento rapido 1.2 cm cada 2
dias.

HOJ

Colletotrichum sp.

CAMP

M-18: Micelio blanco, de tipo puntiforme,
con anillos concéntricos, crecimiento
rdpido 1.5 cm por dia. Reverso: micelio
blanco de filamentoso.

HOJ

Nigrospora sp.

CAMP

M-19: Micelio blanco filamentoso, plano
con anillos concéntricos, borde blanco.
Anverso: blanco crema, con anillos
concéntricos. Crecimiento rapido 1.2 cm
por dia.

HOJ

Fusarium solani

CAMP

M-20: Micelio blanco-crema, filamentoso
y circular, con anillos concéntricos, borde
color blanco. Crecimiento rapido 1.5 cm
por dia.

HOJ

Fusarium falciforme

CAMP
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M-23: Micelio blanco algodonoso, forma
de la colonia es ramificada y presenta
elevacién de tipo umbilicada, crecimiento
1.7 cm por dia.

HOJ

Leptosphaeria sp.

CAMP

M-24: Micelio color negro algodonoso
de tipo filamentoso, con borde de tipo
entero, presenta elevacion en la caja de
manera uniforme, crecimiento rapido de
1.7 cm por dia

HOJ

Macrophomina
pseudophaseolina

CAMP

M-25: Micelio color mostaza con
elevacioén irregular en el centro, forma de
colonia ondulado con borde blanco, es
algodonoso. Generé pigmento marrén en
el medio. Reverso crecimiento de micelio
lobulado. Crecimiento 1 cm por dia.

HOJ

FRI

Colletotrichum
sichuanense

CAMP

M-31: Micelio color beige-blanco, de
forma de colonia entero, de borde plano
su crecimiento rgpido 1.3 cm por dia.

FRL

Alternaria sp.

CAMP

M-32: Micelio gris claro con anillos
concéntricos irregulares reverso negro.
Crecimiento rapido 1.3 cm por dia.

FLR

uncultured fungus 2

CAMP
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M-33: Micelio color rosa, con centro gris
claro, de tipo algodonoso, desarrollo de

anillos concéntricos, su crecimiento fue

rapido 1.1 cm por dia

FRL

Alternaria

alstroemeriae

CAMP

M-35: Micelio blanco de crecimiento
filamentoso, forma anillos concéntricos
irregulares. Crecimiento rapido 1.7 cm
por dia.

FRL

Alternaria sp.

CAMP

M-36: Micelio blanco-beige, forma de
colonia es de tipo rizoide, con borde
ondulado es algodonoso. Su Crecimiento
1.2 cm por dia.

FRL

Diaporthe yunnanensis

CAMP

37-C: Micelio color mostaza de forma de
colonia de tipo rizoide, con borde
ramificado es algodonoso y forma dos
anillos concéntricos. Crecimiento rapido
1.2 cm por dia. Despide olor a papaya
fermentada.

FRL

Phomopsis sp.

CAMP

M-39: Micelio blanco, apetalado, forma
de colonia rizoide. Presento elevacion
plana, crecimiento 1.3 cm por dia.
Despide olor a papaya fermentada.

FRL

uncultured fungus 1

CAMP
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M-40: Micelio blanco-crema, apetalado,
de crecimiento filamentoso no produce
pigmento en el medio. Crecimiento 1.3
cm por dia. Despide olor a papaya
fermentada.

FRL

Diaporthe yunnanensis

CAMP

M-40-c: Micelio blanco de tipo apetalado,
de crecimiento filamentoso. Produce
pigmento en el medio de color amarillo
claro.

FRLr

Colletotrichum sp.

CAMP

M-41: Micelio blanco algodonoso de
crecimiento vertical. En la parte reversa
de color blanco con un halo amatrrillo.
Crecimiento 1.4. cm por dia.

FLR

FRI

Phomopsis sp.

CAMP

41-A: Micelio blanco, apetalado, rizoide.
Produce pigmento en centro de color
café oscuro. Crecimiento 1.4 cm por dia

FLR

Phomopsis sp.

CAMP

M-42: Micelio blanco algodonoso con
conglomerados esféricos de micelio, de
forma irregular, crecimiento rapido 2 cm
por dia.

FRL.FRI, FRM

Moesziomyces sp.

CAMP
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M-43: Micelio blanco algodonoso en
forma lobulado, presenta elevacion del
micelio, reversa crecimiento color crema
con blanco, crecimiento rapido 2 cm por
dia.

FRL.FRI, FRM

uncultured fungus 1

CAMP

M-23-A: Micelio blanco algodonoso, con
elevacion de tipo sinuado reverso: centro
crema con la periferia blanca.
Crecimiento 1 cm por dia.

FRL

Psilocybe quebecensis

CAMP

M-23-B: Micelio blanco filamentoso con
forma ramificado, presenta elevacion de
micelio. Crecimiento rapido 1.6 cm por
dia.

FRL

uncultured fungus 1

CAMP

M-23-C: Micelio blanco filamentoso, de
tipo entero presenta elevacion de
micelio. Crecimiento rapido 1.3 cm por
dia.

FRL

Schizophyllum

commune

CAMP

M-45: Micelio pardo en tonalidades (café
claro, mostaza, blanco, grisacea),
presenta elevacion. Crecimiento lento
0.5 mm por dia.

FRI

Stagonosporopsis

lupini

CAMP
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M-50: Micelio salmén claro, plano, con
anillos concéntricos, algodonoso.
Crecimiento 1.1 cm cada tres dias.

FRI

Fusarium

chlamydosporum

CAMP

M-23-D: Micelio blanco algodonoso,
entero, centro crema con la periferia
blanca. Crecimiento 1.2 cm por dia.

FRI

Schizophyllum

commune

CAMP

M-23-F: Micelio blanco algodonoso,
puntiforme, con conglomerados de
micelio, filamentoso. Crecimiento 1.6 cm
por dia.

FRI

uncultured fungus 2

CAMP

M-53: Micelio naranja claro, algodonoso
y formacion de capas onduladas.
Reverso crema-blanco en bordes.
Crecimiento rapido de 1.2 cm por dia

FRM

Fusarium incarnatum

CAMP/YUC

M-54: Micelio blanco filamentoso, con
elevacién ondulado. Reverso: genero
pigmento azul en el medio. Crecimiento
1.6 cm por dia.

FRM

Schizophyllum sp.

CAMP
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M-55: Micelio salmoén-claro, algodonoso
y formacién de ondulaciones amorfas
Reverso: de coloracién blanco, su
crecimiento rapido de 1.1 cm por dia.

FRM

Mucor hiemalis f.

hiemalis

CAMP/YUC

M-15-A: Micelio beige-verde seco,
polvoroso, forma de colonia entero y de
borde plano. Reverso: generd pigmento
en centro, pero no el medio, su
crecimiento 1.2 cm por dia.

FRM

Talaromyces
amestolkiae

CAMP

M-15-B: Micelio blanco-rosa,
filamentoso, de borde plano centro
polvoroso, la periferia de color rojo y
filamentoso y crecimiento vertical.
Reverso: gener6 pigmento en el medio.
Crecimiento 1.2 cm por dia.

FRM

Talaromyces

amestolkiae

CAMP

M-15-C: Micelio rosa-verde seco, dé tipo
polvoroso, forma de colonia filamentosa,
con elevacién del micelio de rizado, con
borde plano de color rosa. Generé
pigmento rojo en el medio, 1.2 cm por
dia. Es inhibidor del M-54

FRM

Talaromyces

purpureogenus

CAMP/YUC

M-59: Micelio verde seco aterciopelado,
corrugacion en el centro con bordes
blanco, es crecimiento lento 0.8 mm
cada 2 dias. Reverso, verde seco con
puntos negros.

FRM

RA

Cladosporium

uredinicola

CAMP/YUC
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M-57: Micelio blanco, plano con lineas
verticales de centro hacia los bordes y
un anillo amarillo concéntrico de esporas
en tono verde seco con negro.
Crecimiento rapido 1.2 cm por dia. Es un
enddfito inhibidor del M-53 y M-55

RA

Aspergillus foetidus

CAMP

M-60-TRI: Micelio verde-amarillo y con
conglomerados de micelio verdes.
Crecimiento rapido 1.4 cm por dia. Es un
enddfito inhibidor de otros endofitos de
levaduras como el M-68 y M-79. Reverso
de color amarillo.

RA

Trichoderma sp.

CAMP

M-78: Micelio amarillo circular
algodonoso, presenta elevacion de tipo
pulvinada con un borde morado,
crecimientos 1.3 cm por dia.

RA

Mucor hiemalis f.

hiemalis

CAMP

M-68-LEV: Levadura de tono mate de
color blanco-marfil, crecimiento en 3
horas después del cultivo. Es un endofito
inhibidor de otros enddfitos pero es
inhibido por el M-60-TRI.

RA

Candida railenensis

CAMP

M-79: Levadura de tono beige brillante,
crecimiento en 1 hora después del
cultivo, es un enddfito inhibidor de otros
enddfitos.

RA

Papiliotrema terrestris

CAMP/YUC
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M-15-E: Micelio rosa claro seco,
polvoroso, forma de colonia entero y de
borde plano y transparente. Reverso:

pla FRM Talaromyces sp2 CAMP/ YUC
generd pigmento en centro, pero no en el
medio, su crecimiento 1 cm por dia.
M-71: Micelio blanco circular, con HOJ
elevacién del micelio, con formacion de Alternaria
anillos concéntricos. Crecimiento 1.1 cm FLR . YUuC
: alstroemeriae
por dia.
FRM
M-73: Micelio beige-gris compacto, .
S i Alternaria

presenta elevacion convexa, crecimiento

. HOJ . YUC
lento 0.6 mm cada 2 dias. alstroemeriae
M-75: Micelio blanco de algodonoso
irregular, con elevacion en centro y con Cladosporium pini-
borde ondulado y elevado. Crecimiento HOJ onderosae YUC
1.2 cm por dia. P
M-76: Micelio blanco aterciopelado y
plano, con lineas verticales, y bordes FRL Aspergillus aureolus YUC

ondulados. Crecimiento 1.3 cada 2 dias
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M-58: Micelio beige plano, y entero
presenta ligeras ondas en los bordes. Es
un hongo inhibidor. De crecimiento lento
1 cm cada 8 dias.

FLR/ RAIZ

Penicillium coffeae

YUC

M-80-LEV: Levadura de color marfil
mate, crecimiento en 1 hora después del
cultivo, es un endoéfito inhibidor de otros
endofitos.

RA

[Candida] railenensis

YUuC

M-83: micelio café calor con
conglomerados de tono pardo con
blanco. Reverso de color café oscuro
con puntos negros. Crecimiento 1.2 cm
por dia.

RA

Stagonosporopsis

lupini

YUC

M-82: Micelio negro, granulado,
puntiforme, forma ondulada, presenta
elevacién en el centro. Crecimiento lento
0.3 mm cada dia. Reverso negro con
borde blanco compacto.

RA

Phyllosticta sp.

YUC

M-90: Levadura de tono salmaén brillante,
crecimiento en 1 hora después del
cultivo, es un endofito inhibidor de otros
enddfitos.

RA

Sporidiobolus

pararoseus

YUC
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M-90-A: Levadura de tono salmén-claro
brillante, crecimiento en 2 horas después

del cultivo, es un endéfito inhibidor de RA Sporidiobolus sp. Yuc
otros enddfitos.

M-95: Levadura de tono beige mate,

crecimiento en 1 hora después del Meyerozyma

cultivo. Es un enddfito inhibidor de otros RA YUC

endofitos.

guilliermondii
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3.8.4. Identificacion de especies de hongos endofitos

Con los alineamientos realizados logré identificar 33 a nivel especie y 13 a nivel género.
Varios de los morfotipos pertenecieron al mismo género y en algunos casos a la misma
especie como, Alternaria alstroemeria, que su secuencia resulto ser la misma para 4
morfotipos, con un porcentaje de identidad por arriba del 99%. Respecto a sus
caracteristicas macroscépicas no fueron tan diferentes, ya que mostraron caracteristicas
morfoldgicas de: micelio algodonoso en tonalidades blancas y con anillos concéntricos, se
identificaron en flores de la colecta de Campeche (M-33, M-35) y en raices de la colecta
de Yucatan (M-71 y M-73). También fue de las especies que mas abundan en los 6rganos

de papaya.

El género Colletotrichum, se obtuvo cinco morfotipos, de los cuales, en tres se logro
identificar a nivel especie, como Colletotrichum gloeosporioides con el 97 % de identidad y
Colletotrichum sichuanense con el 99% de identidad. Dos se lograron solo a nivel género
con el 98 % y 99 % de identidad, el quinto morfotipo presento una identidad del 75 % con
Colletotrichum eremochloae, que sugiere ser otra especie de este género. Estas especies
fueron encontradas en hojas y en flores de papaya de la colecta de Campeche.

Se identificaron cuatro especies de Fusarium; Fusarium chlamydosporum, Fusarium
incarnatum con el 99% de identidad y Fusarium falciforme y Fusarium solani con el 98%

de identidad, estas especies se identificaron en flores de la colecta de Campeche.

La especie Phyllosticta Fallopiae con el 98% de identidad, se identificd en dos morfotipos
y con caracteristicas macroscoépicas similares de micelio polvoroso y oscuro, y en Yucatan

se aislo en raices y en hojas de la colecta de Campeche.

El género Talaromyces sp. registro dos morfotipos que no producen pigmentos, fueron
encontrados en hojas de la colecta de Campeche y la especies Talaromyces
purpureogenus Talaromyces amestolkiae producian pigmento rojo, se encontraron en

colectas de Yucatan.

Las especies que se identificaron en ambos sitios de muestreo fueron: Alternaria

alstroemeriae, Candida railenensis, Cladosporium uredinicola, Papiliotrema terrestris,
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Fusarium incarnatum, Meyerozyma guilliermondi, Stagonosporopsis sp. Phyllosticta sp.
NsE+24, Mucor hiemalis f. hiemalis y especies del género: Phyllosticta, Talaromyces, y
Penicillium. en Yucatan. En Campeche las especies mas abundantes en 6rganos de
papaya fueron: Schizophyllum comune, Talaromyces sp, y Schizophyllum sp. La
morfologia de todos morfotipos fue micelio blanco algodonoso, con elevaciones y

conglomerados.

Se registraron 37 morfotipos que no fueron identificados molecularmente, algunos
presentaron caracteristicas muy similares a las especies identificadas. En el (cuadro 12)
muestra morfotipos con sus caracteristicas macroscoépicas, el érgano, el nimero de
aislamientos y el sitio de colecta. Por sus caracteristicas macroscoépicas algunas de estos
morfotipos muestran parecido a algunos de los identificados molecularmente, que

pudieran pertenecer a géneros cercanos (Cuadro 11).

En el (cuadro 11), se comparan a los morfotipos no identificados y de algunos que se
lograron identificar a nivel especie. Los morfotipos M-69, M-70 y el M-77, presentaron
caracteristicas macroscopicas similares a la especie identificada como Alternaria
alstroemeriae, que se caracteriza por tener micelio algodonoso en tonalidades blancas y
claras, ademas de la formacién de anillos concéntricos. Los morfotipos M-48 y M-49, M-
49-A mostraron caracteristicas similares a la especie Penicillium coffeae, micelio claro y
plano con anillos concéntricos de crecimiento lento de 0.8 cm a la semana. El morfotipo
M-82-A, fue identificado como el morfotipo del 82 y posiblemente pertenezca a la especie
Phyllosticta fallopiae. Otro morfotipo es el M-64, de micelio blanco filamentoso y
esponjoso, de crecimiento rapido, genera pigmento amarillo, muy parecido a la especie

Mucor hiemalis f. hiemalis.
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Cuadro 11. Comparacion de las especies identificadas con morfotipos no caracterizados

molecularmente.

Especie Caracteristicas morfolégicas

Micelio blanco-crema, apetalado, de
crecimiento filamentoso no produce
pigmento en el medio. Crecimiento 1.3
cm por dia. Despide olor a papaya
fermentada.

Diaporthe yunnanensis

Morfotipos Caracteristicas morfolégicas

Micelio blanco apetalado, de
crecimiento filamentoso. Produce
pigmento de color café oscuro.
Crecimiento 1.3 cm por dia. Despide
olor a papaya fermentada.

40-A, M-40-B y 40-D

Especie
Caracteristicas morfolégicas

Micelio pardo en tonalidades (café
claro, mostaza, blanco, grisacea),
presenta elevacion. Crecimiento lento
0.5 mm por dia.

Stagonosporopsis lupini

Morfotipo Caracteristicas morfolégicas

M-63: Micelio plano de tipo rizoide de
coloracién café claro en el centroy en
borde de coloracion café con negro. De
crecimiento lento 0.8 mm por dia.
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Cuadro 12. Lista de morfotipos no identificados mediante técnicas moleculares.

MORFOTIPO 5 ) SITIO DE
CARACTERISTICAS ORGANO N. AISLAMIENTO
COLECTA
Anverso Reverso
M-5: Micelio de color negro claro liso, crecimiento
rapldo 1.2 cm por dia. Reverso micelio negro claro con HOJ 10 CAMP
anillos concéntricos.
M-7: Micelio rojo vino, de tipo algodonoso plano y
anillos concéntricos en la periferia. Reverso anillos
concéntricos en la periferia. Crecimiento 1.4 cm cada HOJ 11 CAMP
2 dias.
M-22: Micelio negro ramificado, plano crecimiento 1.1
cm por dia. HOJ 3 CAMP
10-A: Micelio blanco-crema de tipo algodonoso, centro
gris oscuro, crecimiento rapido 2.6 cm por dia. HOJ 2 CAMP
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10-B: Micelio blanco algodonoso elevado, centro gris

oscuro, crecimiento rgpido 2 cm por dia. HOJ CAMP
M-10-D: Micelio gris oscuro, algodonoso, borde gris
claro crecimiento rapido 1.7 por dia. HOJ CAMP
M-34: Micelio color café plano, filamentoso, forma dos
anillos concéntricos. 1 cm por dia. FRL CAMP
M-40-A: Micelio blanco apetalado, de crecimiento
filamentoso. Produce pigmento en el medio de color
café oscuro. Crecimiento 1.3 cm por dia. Despide olor FRL CAMP
a papaya fermentada.
M-40-B: Micelio blanco de tipo apetalado, de
crecimiento rizoide. Produce pigmento en el medio de FRL

' Pig CAMP/ YUC

color beige claro, 1.1 cm por dia.
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M-40-D: Micelio blanco, apetalado, de forma rizoide.
Produce pigmento en el medio de color mostaza.

Crecimiento 1.2 cm por dia. FRL CAMP
M-41-C: Micelio blanco, apetalado, de crecimiento

rizoide. Produc_e _plgmento en el,medlo de color FRL CAMP
mostaza. Crecimiento 1.3 por dia.

M-46: Micelio amorfo, centro rosa con beige, borde

(wregul_ar). Reverso: micelio amo[fo de color naranja, FRI CAMP
crecimiento lento 0.6 mm cada dia.

M-47: Micelio beige-blanco, forma anillos concéntricos

irregulares. Crecimiento 1 cm cada 5 dias. FRI CAMP
M-44: Micelio blanco algodonoso en forma lobulado,

presenta elevacién del micelio. Reversa: micelio color FRI CAMP

crema con blanco, crecimiento rapido 2 cm por dia.
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M-48: Micelio beige, forma anillos concéntricos, plano.
Crecimiento rapido lento, (crecimiento maximo 2.2 cm
en 4 meses).

FRI CAMP
M-49: Micelio plano, beige-salmén y verde olivo, de
tipo granulado. Con anillos concéntricos, crecimiento
lento 2.7 cm al tercer mes. FRI CAMP
M-51: Micelio rosa claro amorfo, centro rosa, borde
(irregular). Reyerso de color naranja, crecimiento lento FRI CAMP
1 cm cada 3 dias.
M-52: Micelio verde seco, de tipo filamentoso, de
crecimiento rapido 1cm por dia. FRI CAMP
M-49-A: Micelio plano en tono café claro, generé
pigmento de color ambar, tiene lineas verticales hacia FRM CAMP

los bordes. Crecimiento 2.7 cm al tercer mes.
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M-56: Micelio blanco de tipo filamentoso con
conglomerados de micelio. Reverso: blanco con crema
de crecimiento rapido 1.3 cm por dia.

FRM

CAMP

M-63: Micelio plano de tipo rizoide de coloracion café
claro en el centro y en borde de coloracion café con
negro. De crecimiento rapidol.3 cm por dia.

RA

CAMP

M-61: Micelio café claro con periferia rojo oxido y de
textura porosa, crecimiento rapido 1.2 cm por dia.
Reverso genero un pigmento &mbar en el medio de
cultivo.

RA

CAMP

M-66: Levadura salmdn-mate y seco crecimiento en 2
horas después del cultivo, es un enddfito que esta
asociado a otros endofitos como M-20 y el M-19.

RA

CAMP

M-64: Micelio blanco filamentoso y esponjoso de
crecimiento muy rapido 1.3 cm después del segundo
dia. Reverso: generé un pigmento en el medio de
color amarillo

RA

CAMP
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M-69: Micelio blanco circular, centro gris con
formacién de anillos concéntricos. Crecimiento 1 cm
por dia.

HOJ

YUC

M-70: Micelio rosa palo, con café con formacién de
anillos concéntricos en tonos café y rosa. Reverso:
color café oscuro, crecimiento 1.1 cm por dia.

HOJ/FRI

YUC

M-74: Micelio mostaza-beige compacto, presenta
elevacion, y lineas verticales. Crecimiento lento 0.5
mm cada 3 dias.

HOJ/FRI

YUC

M-77: Micelio blanco circular, centro gris con
formacién de anillos concéntricos. Crecimiento 1.3 cm
por dia.

FLR

YUC

M-55-A: Micelio salmén claro, filamentoso, presenta
borde ondulado de color blanco. Crecimiento 1 cm por

FRI

YUC

M-15-D: Micelio rojo brillante circular, forma entera
presenta elevacién de tipo umbilicada. Crecimiento
lento 1.4 cm por dia.

FRM

YUC
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M-80-TRI: Micelio amarillo filamentoso, de crecimiento

rapido 1.4 cm por dia. RA YUC
M-81: Micelio beige claro, filamentoso, amorfo.
Crecimiento 1.4 cm por dia. RA YuC
M-84: Micelio café claro, filamentoso, amorfo presenta
elevacion en,borde. Reverso pigmento café oscuro. RA YUuC
1.4 cm por dia
M-82-A: Micelio negro-blanco en forma de roseta,
granulado, puntiforme y ondulado, presenta elevacion RA YUC
en el centro. Crecimiento lento 0.6 mm cada dia.
M-92: levadura de beige mate. Crecimiento a la hora
del cultivo.

RA YucC
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3.9 Estudios de la biodiversidad de hongos endoéfitos

Para los estudios de la diversidad de hongos endodfitos presentes en ambos sitios de
muestreo, se procedio primero a la identificacién de las diferentes especies. Se utilizaron
las matrices de presencia-ausencia y matrices de abundancias de ambos sitios. Cabe
mencionar que las matrices que mas se usaron fueron las de abundancia porque son mas
practicas de manejar y menos complejas a la hora de interpretar los datos. Para estos
estudios de diversidad utilizaron 38 especies para Campeche y 15 en Yucatan, cabe

mencionar que una especie fue identificada en mas de un 6rgano.

3.9.1 Riqueza de especies

Una de las formas de estimacion de la diversidad de manera simple, es la riqueza esta
representa el numero total de individuos presente en las muestras de una comunidad o
mas (Mayo de 1988; Gonzéalez-Oreja and Lou 2012). Respecto al estudio de la diversidad
se obtuvo una riqueza (que indica el calculo del nimero de individuos presentes en el sitio
o comunidad de muestreo). De un total de 265 individuos Unicos se obtuvo una rigueza en
Candelaria, Campeche de S=37 y en Temoz6n Yucatan de un total de 76 individuos
Unicos se registr6 una S=14, esto quiere decir que hay mas riqueza en el sitio 1 en

comparacion del sitio 2.

En la grafica (figura 27) indica el promedio de la riqueza (PS) en la comunidad 1 es de
PS= 9.8 y su intervalo de confianza (IC) del 95% es el 3.9, para el sitio 2 tenemos que
PS=4.4 y su (IC) del 95% es el 0.78, esto demuestra que el sitio 1 es mas rico en
especies respecto al sitio 2, lo que también indica que no hay diferencias significativas en
la rigueza de especies, aunque el promedio de la comunidad sea diferente en ambos
sitios, esto se debe la abertura del intervalo de confianza es significativamente similar al

sitio 1.
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Figura 27. Promedio de la riqueza de especies de ambos sitios de muestreo. La comunidad 1
representa a Candelaria Campeche y el Comunidad 2 a Temozén Yucatan. Las barras de error,

son intervalos de confianza al 95%.
3.9.2. indice Simpson y su complemento

Una de las métricas para el andlisis de la entropia dentro de las comunidades son indice
de Simpson y su complemento. Esta métrica indica que tan frecuente es encontrar una
especie en cada muestra dentro de un sitio de muestreo. En nuestras poblaciones se
mostrd que el grado de incertidumbre que una especie sea encontrada en el sitio 1 fue de

0.03 mientras que su complemento fue 0.97 y 0.91 respectivamente para el sitio 2.

El indice de Simpson mostr6 que en Candelaria hay una alta probabilidad de encontrar un
mismo morfotipo 0.91, estos resultados concuerdan a las especies que se registraron en
mas de un dérgano. Adicionalmente el indice de Simpson indica que Campeche, es mas
diverso que el sitio 2. Pero la diferencia no es estadisticamente significativa en cuanto al
sitio 1 (Cuadro 13).

83



Cuadro 13. Resultados de la métrica del indice de Simpson y su complemento Sitio
1.

indice de Simpson Complemento 1-D
Sitio 1. Candelaria 0.03 0.97
Sitio 2. Temozon 0.09 0.91

3.9.3 Biodiversidad de especies Shannon-Wiener

Otra métrica que mide la biodiversidad de especies en una o mas comunidades es
Shannon-Wiener. Esta métrica pondera valores en logaritmo natural y en base 10 para la
estimacion de la diversidad (Gonzalez-Oreja and Lou 2012). Para este analisis se emple6
el programa Stimate 0.91 para computar la informacién de ambas poblaciones, y se

analizan en formatos de Excel.

En Candelaria Campeche de 38 especies con caracteristicas Unicas, la diversidad total
del sitio fue H'=3.43 y la diversidad maxima alcanzada fue de H Max =3.61, en
comparacion con el sitio 2 de Temozon Yucatan con 14 especies tuvo un H'= 2.45, y la
diversidad méaxima alcanzada fue de H" Max =2.64. Los resultados de la comparacion de
la diversidad de Shannon, de ambas poblaciones indican que, en Campeche se obtuvo la
diversidad mas alta de especies. El cuadro (14 y 15) muestra la diversidad utilizando
ambos logaritmos (logaritmo natural y el de base 10). El célculo del indice de Shannon-
Wiener nos permite medir la equidad de especies. Podemos ver (cuadro 14 y cuadro 15)
que el valor maximo de la diversidad de Shannon-Wiener, es la equidad. Este tipo de
analisis indica que la comunidad 1 es mas equitativa que la comunidad 2 por presentar un
valor de JH=0.95 en comparacién del valor JH=0.93, cabe mencionar que una comunidad
es equitativa cuando las especies encontradas son mas comunes. (Gonzélez-Oreja and
Lou 2012).
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Cuadro 14. indice de Shannon-Wiener del sitio 1: Candelaria Campeche.

Sitio 1: Candelaria Campeche

indice Shannon-

diversidad LOG natural

diversidad base 10

Wiener
H 3.43 1.49
H” Max 3.61 1.57
Equidad (JH") 0.95 0.95

Cuadro 15. indice de Shannon-Wiener del sitio 2: Temozén Yucatan.

Sitio 2:Temozd6n Yucatan

indice Shannon-

diversidad LOG natural

diversidad base 10

Wiener
H’ 2.45 1.07
H” Max 2.64 1.15
Equidad (JH") 0.93 0.93

3.9.4. Dominancia de especies

La dominancia se refiere al indice de frecuencia de especies dentro de una comunidad.
Se identificé a la especie que mayor dominancia presentd en el muestreo (cuadro 16). El
75.47% fueron morfotipos dominantes en el sitio 1, la especie Corynespora torulosa, fue la
mas dominante con el 6.79% (figura 28). Las especies no dominantes representaron el
24.53% (Figura 29).
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Cuadro 16. Morfotipos dominantes de Candelaria Campeche.

Especies dominantes

porcentaje de

ARSITIAN Dominancia

1. Corynesporatorulosa 0.067924528 6.79
2. Penicillium sp. 0.060377358 6.04
3. Psilocybe quebecensis 0.056603774 5.66
4. Moesziomyces sp. 0.052830189 5.28
5. Trichoderma sp 0.045283019 4.53
6. Stagonosporopsis lupini 0.045283019 4.53
7. Corynespora cassiicola 0.045283019 453
8. uncultured fungus 2 0.041509434 4.15
9. Colletotrichum gloeosporioides 0.037735849 3.77
10. Fusarium chlamydosporum 0.033962264 3.40
11. Mucor hiemalis f. hiemalis 0.033962264 3.40
12. Colletotrichum eremochloae 0.033962264 3.40
13. Phyllosticta spl 0.030188679 3.02
14. Alternaria alstroemeriae 0.030188679 3.02
15. Colletotrichum sichuanense 0.026415094 2.64
16. [Candida] railenensis 0.026415094 2.64
17. Phomopsis sp. 0.022641509 2.26
18. Schizophyllum sp. 0.022641509 2.26
19. Cladosporium uredinicola 0.022641509 2.26
20. uncultured fungus 1 0.018867925 1.89

Dominantes 75.47

No 24.53

dominantes
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Figura 28. Especies dominantes del sitio 1: candelaria Campeche. Corynespora torulosa esta
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representado por el (6.79%) como la mas dominante.

Sitio 1: ESPECIES DOMINANTES
7547 %
80.00
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20.00 -
- Dominantes | No dominantes |

Figura 29. Porcentaje de dominancia de especies de Candelaria, Campeche.
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El sitio 2, tuvo menos especies dominantes (cuadro 17), estadn representados por el
67.11%, y la especie con mayor dominancia Alternaria alstroemeriae con el 18.42%.

Respecto a los morfotipos menos dominantes representaron el 32.89 % (Figura 30y 31).

Cuadro 17. Especies dominantes de Temozdn Yucatan.

Especies dominantes MAX ni/ N porcentaje de Dominancia

1. Alternaria alstroemeriae 0.184210526 18.42
2. Mucor hiemalis f. hiemalis 0.157894737 15.79
3. Stagonosporopsis lupini 0.118421053 11.84
4. Penicillium coffeae 0.078947368 7.89
5. Sporidiobolus sp. DT2 0.065789474 6.58
6. Candida railenensis 0.065789474 6.58

Dominantes 67.11

No dominantes 32.89

ESPECIES DOMINANTES SITIO 2

-

Figura 30. Especies dominantes del sitio 2: Temozon, Yucatan. Alternaria alstroemeriae esta

ml
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m4
m5

m6

representado por el (18.82%), como la especie mas dominante.
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Sitio 2: ESPECIES DOMINANTES
67.11%
80.00 -
60.00 -
32.89 %
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20.00 -
Dominantes No dominantes

Figura 31. Grafico del porcentaje de dominancia de los morfotipos de Temozén, Yucatan.
3.9.5 Estudio de la diversidad de morfotipos por 6rganos

Para saber que sitio fue més diverso, se hicieron las mismas métricas de diversidad pero
por especies y por 6rganos. Para identificar la dominancia, la equidad y la diversidad de
Shannon-Wiener. Para ello se realizaron los calculos, se computaron en Stimate 9.1,
finalmente se graficaron en Excel.En Candelaria Campeche tenemos que el promedio de
la diversidad de Shannon-Wiener indica que el sitio 1 es mas diverso en los diferentes
6rganos con un valor de H'= 2.58, su PH'=2.07 y con un intervalo de confianza del 95%
(IC) = 0.31, respecto al sitio 2, su diversidad alcanzada por érganos fue H'= 1.19, un
PH=1.33 y su (IC) 0.17 (cuadro 18). Los valores de diversidad de Shannon-Wiener para
los 6rganos indican, que no hay diferencias significativas, aunque el promedio sea mayor
en el sitio 1 en comparacion con el sitio 2. Ya que traslapamiento de los valores del IC del
95% del sitio 2 con IC del 95% del sitio 1. (Figura 32).

Cuadro 18. Promedio de la diversidad de Shannon-Wiener en ambos sitios de estudio.

Promedio H' 95%IC

SITIO 1 2.07 0.30
SITIO 2 1.37 0.17
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Figura 32. Promedio de la diversidad de ambos sitios de muestreo sitio 1. Candelaria

Campeche y sitio 2: Temozon, Yucatan.

Para la estimacion de la diversidad por 6rganos de ambos sitio, vemos que, en Campeche
se vio mas diversidad en érganos de hojas, con H'= 2.

fruto maduro con H'= 1.97, fruto maduro con H'= 1.9 y raices con H'= 1.66 de diversidad

encontrada (cuadro 18y figura 33).

58, seguido de flores con H'= 2.24,

Cuadro 1. Diversidad de Shannon-Wiener en 6rganos del sitio 1.

SITIO 1:Candelaria
Campeche H' Organos
HOJ 2.58
FLR 2.24
FRM 1.97
FRUM 1.9
RA 1.66
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Figura 33. Diversidad de Shannon-Wiener en 6rganos del sitio 1: Candelaria Campeche.

Respecto a la diversidad de érganos en el sitio 2: Temozon Yucatan, tenemos que la
mayor diversidad se vio en raices H'= 1.71, seguido de fruto maduro con H'= 1.38, flores
con H'= 1.33, y el 6rgano que presento menos diversidad fueron hojas con H= 1.60
(cuadro 19 y figura 34). Estos resultados pudieran estar relacionados con el uso
intensivo de fungicidas en el cultivo, exclusivamente de fungicidas foliares y por eso se vio

menor diversidad en hojas y en frutos inmaduros.

Cuadro 19. Diversidad de Shannon-Wiener en 6rganos del sitio 2.

SITIO 2: Temozén )
Yucatan H' Organos
HOJ 1.19
FLR 1.33
FRIM 1.27
FRUM 1.38
RA 1.71
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Figura 34. Diversidad de Shannon-Wiener en érganos del sitio 2: Temozon, Yucatan.

Por ultimo se tiene que el promedio de la dominancia fue mayor en Temozon con pD=
0.37, a diferencia Candelaria con pD= 0.23. Este valor engloba a todos los morfotipos
dominantes pero en relacién a su promedio y al intervalo de confianza para las muestras.
Esto indica que la dominancia del sitio 1 fue inferior a la dominancia del sitio 2, y los

intervalos de confianza se solapan, por tanto no existe diferencias significativas entre los

valores de dominancia para ambos sitios (Cuadro 20 y figura 36).

Cuadro 20. Promedio de la dominancia en ambos sitios de estudio.

Promedio Dom 95%IC
Sitio 1:Candelaria, Camp 0.23 0.07
Sitio 2: Temozdén,Yuc 0.37 0.08

92




Promedio Dom

0.50
0.45
0.40
0.35
0.30
0.25
0.20 +
0.15 -
0.10 -
0.05 -
0.00 -

M Promedio Dom

Comunidad 1 Comunidad 2

Figura 35. Promedio de dominancia de ambos sitios de muestreo sitio 1: Candelaria Campeche y
sitio 2: Temozon, Yucatan.
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CAPITULO IV.
DISCUSION

La biodiversidad se refiere a todas las formas de vida en la tierra y depende de
variabilidad genética dentro una especie o de la diversidad de especies, tanto como en en
plantas, animales y microorganismos, y de la diversidad de ecosistemas (Sandhu and
Gupta, 2015). Los hongos endéfitos son organismos que tienen una estrecha simbiosis
con los tejidos de las plantas y pueden vivir en ellas si presentar sintomas de enfermedad
Kusari y Spiteller, 2012b). También desempefian un papel clave en la adaptacion del
habitat de las plantas, mejorando el rendimiento de la plantas brindandoles proteccion
contra el estrés hidtico y abiético (Bend et al., 2016). Los hongos enddfitos, producen una
gran variedad de metabolitos secundarios novedosos, ademas son herramientas para

mejoramiento de cultivos.

El objetivo principal del trabajo fue estudiar la diversidad de la micobiota enddfita asociada
a distintos organos de la variedad Tainung N°01 en la Peninsula de Yucatan, bajo
condiciones de cultivo contrastantes la primera sitio 1: bajo control biolégico natural y el
sitio 2: bajo control con fungicidas. De los 474 aislamientos obtenidos en este trabajo 353
pertenecen a Candelaria, Campeche (sitiol) donde las plantas se mantuvieron bajo
control biolégico natural. Mientras que 121 aislamientos se identificaron en Temozon,

Yucatan (sitio 2), de plantaciones que estaban bajo control con agroquimicos.

El uso de técnicas microbioldgicas para la identificacion de hongos (Jayawardena et al.,
2018) en combinacion de técnicas moleculares, como de las regiones ITS (White et al.,
1990). Ha permitido la identificacion exitosa de hongos a nivel especie, incluso a nivel
genotipo (Scorzetti et al., 2002; Schoch et al., 2012). En este trabajo se conjuntaron
ambos métodos para la caracterizacion e identificacion de los diferentes hongos enddfitos.
De los 101 morfotipos se agruparon por sus caracteristicas morfolégicas macroscopicas,
sin llegar a la caracterizacion microscopica de la mayoria de los morfotipos, debido a
tienes sus desventajas de ser exhaustivamente tardado trabajar con estos métodos
tradicionales (Jayawardena et al., 2018), raz6n por la que se utilizan las técnicas

moleculares para la identificacién de especies.
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Un trabajo similar fue el realizado por (Saucedo-Garcia et al., 2014), donde agrup6 por
morfotipos a los diferentes aislamientos de hongos enddfitos foliares obtenidos en Coffea
arabica L. Para después realizar estudios de diversidad en los 6rganos foliares. En este
estudio, mediante la caracterizacibn macroscopica se obtuvieron 474 aislamientos
agrupados en 101 morfotipos de hongos enddfitos, en Campeche el cultivo se encontraba
bajo control biolégico natural se identific6 353 aislamientos, siendo los érganos con mas
morfotipos hojas y flores. En Yucatdn para el mantenimiento del cultivo se usaban
fungicidas y agroquimicos, en este sitio se logré la identificacion de 121 aislamientos
siendo las raices y hojas donde mas morfotipos se registré Un trabajo similar fue el
realizado por Varanda et al., (2016). Donde estudi6 la diversidad de hongos endéfitos en
plantas sintomaticas de Vitis vinifera L. que al igual que en nuestro caso utilizaron control

biolégico natural y control con agroquimicos.

En este trabajo se logré la identificacion exitosa de hongos endoéfitos en plantas
asintomaticas de papaya variedad Tainung N°01, a nivel molecular de 78 de los 101
morfotipos utilizando la regién ITS del ADNr con los cebadores ITS1 e ITS4. Se
obtuvieron, 64 secuencias Unicas (OTUs), de las cuales, se identificaron 44 a nivel
especie, con las 20 secuencias restantes no fue posible asignarlas a una especie por
varias razones, 1) no estar disponibles en la base de datos, lo que sugiere que las
secuencias identificadas posiblemente corresponden a nuevas especies. 2) Aunque
algunas secuencias se encuentren disponibles en las bases de datos, aln no se ha hecho
una caracterizacion macroscoépica que respalde la anotacion de la especie, tal es el caso
de cinco morfotipos que se reportan como hongos no cultivables en este trabajo,
pertenecientes a dos OTUS distintos. Esto es comun en los trabajos de metagendmica.
Por ultimo, 3) Las secuencias con las que se encontré hits presentaron baja identidad (del
75 al 95%) y por ende, corresponden a especies distintas. Para denotar el porcentaje de
identidad para una especie, los mic6logos han utilizado un valor de corte arbitrario que
varia de <3% a 5% de divergencia en la secuencia de la region ITS. Para delimitar a una
especie de los hongos, la identidad debe ser mayor a 97%. Por otro lado, cuando hay una
variacion hasta del 80% de identidad se considera como otra unidad taxondmica (Raja et

al., 2017). Para los casos en los que no es posible identificar las secuencias a nivel de
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especie, se emplea el término “Unidad Taxondmica Operacional” u OTUS, por sus siglas
en inglés (Nguyen et al., 2016), que es un valor que se asigna a grupos taxonémicos que
no se logran identificar a nivel especie o que tiene un porcentaje de identidad menor al
97%.

En total se identificaron OTUs pertenecientes a 24 géneros, los mas representativos
fueron: Fusarium, Talaromyces, Colletotrichum, Phyllosticta, Meyerozyma, Alternaria,
Stagonosporopsis, Phomopsis, Diaporthe, Schizophyllum, Mucor, Penicilium,
Cladosporium,  Aspergillus, Candida, Sporidiobolus, Nigrospora, Trichoderma,
Moesziomices, Corynespora, Papilotrema, Macrophomina, Leptosphaeria y de hongos no
cultivables. En trabajos similares se han logrado la identificaciobn macroscépica junto con
la caracterizacion molecular (Orlandelli et al., 2012), estudié la diversidad de hongos
endofitos asociados a la hojas de Piper hispidum, de un total de 474 aislamientos de
hongos enddfitos, lograron secuenciar 98 aislamientos y los agruparon en 11 géneros:
Alternaria, Bipolaris, Colletotrichum, Glomerella, Guidnardia, Lasiodiplodia, Marasmius,
Phlebia, Phoma, Phomopsis y Schizophyllum fueron los mas representativos. Varanda et
al., (2016), también identifico a los hongos enddfitos mediante el uso de los ITS, donde
s6lo 16 OTUs logro identificar. Los géneros mas representativos fueron Alternaria,
Cladosporium, y Nigrospora en condiciones con control biolégico mientras que Botrytis

cinerea, Epicoccum nigrum y Epicoccum.sp. en condiciones de manejo con agrogquimicos.

En Campeche los géneros que estaban presentes bajo condiciones de control biolégico
fueron Alternaria, Colletotrichum, Schizophyllum, Nigrospora, Phomopsis, Moesziomyce,
Leptosphaeria Diaporthe, Talaromyces, Stagonosporopsis y Fusarium. Mientras que en
Yucatdn Alternaria, Aspergillus, Papilotrema, Mucor, Penicilium Stagonosporopsis,
Talaromyces, y Phyllosticta. En ambos sélo compartieron a Talaromyces, Mucor,

Alternaria, Stagonosporopsis y Phyllosticta.

En hojas de Vicia faba (Lopez-Gonzalez et al., 2017), de 758 aislamientos se logré la
identificacion de 66 géneros, donde los més representados fueron: Fusarium, Curvularia,
Phomopsis, Alternaria y Colletotrichum. En otro estudio con la planta medicinal
Dendopranax arboreus, se obtuvieron 45 aislamientos y lograron la identificacion de
hongos endofitos de 14 géneros los mas representativos fueron Alternaria, Corynespora,

Diaporthe, Phomopsis, Fusarium, Colletotrichum, Glomerella y Thozetella (Ramos Garza

96



et al., 2016). En este sentido nuestros resultados coinciden ya que en papaya se logro la
identificacion de los géneros Phomopsis, Fusarium, Colletotrichum Alternaria,
Corynespora y Diaporthe.

En este estudio se vio que la especie Alternaria alstroemeriae, fue predominante en el
cultivo de papaya variedad Tainung N°01, y se encontr6 mayormente en Yucatan. Los
resultados de la secuenciacion arrojaron que cuatro morfotipos pertenecen a la misma
secuencia. Mientras que Mucor hiemalis y Stagonosporopsis lupini fueron muy
abundantes en hojas y flores en Yucatan. Mientras que en Campeche las especies

dominantes fueron, Corynespora torulosa, Psilocybe quebecensis.

Interesantemente los hongos pertenecientes al género Colletotrichum, han sido
encontrados en México como agentes causales de antracnosis, en fruto y 6rganos de
papaya siendo los mas comunes Colletotrichum gloeosporioides, C.truncatum (Syn. C.
capsicii), C. magnum y (Torres Calzada et al., 2013; Tapia Tussell et al., 2008) y
recientemente se describié C. plurivorum, afectando plantaciones del estado de Veracruz
(Garcia-Estrada et al., 2019). Fue interesante la obtencion de nuevas especies del género
Colletotrichum en plantas de papaya asintomaticas, como Colletotrichum gloeosporioides
con el 97 % de identidad y Colletotrichum sichuanense con el 99% de identidad. El género
Colletotrichum, se encontro6 representado por cinco OTUS distintas, y se ha encontrado en
otros estudios de hongos endéfitos en hojas de plantas asintomaticas (Ramos Garza et
al., 2016; Kyun et al., 2013, Orlandelli et al., 2012). Lo que es acorde con la propuesta de
ser un pardsito oportunista, por lo que no es sorprendente encontrarlo asociado a plantas
asintomaticas, pero una vez dadas las condiciones ambientales necesarias, puede causar

infeccion (Kusary et al., 2012).

En papaya existen dos reportes relacionados con hongos mucorales (Cruz-Lachica 2017,
Cruz-Lachica 2018), donde se reportaron especies causantes de pudricién blanda en
frutos de papaya, y especies con aplicaciones biotecnoldgicas agricolas y médicas. En
este trabajo se aislaron y caracterizaron 6 morfotipos de hongos endofitos que pertenecen
a la especie de Schizophyllum commune, Schizophyllum sp. y Psilocybe quebecensis,
aunque estos morfotipos desarrollaron caracteristicas de los hongos mucorales, la
literatura menciona que son hongos del suelo, comunmente alucinégenos, y pueden

colonizar plantas y arboles caidos, es causante de la podredumbre blanca (Ohm et
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al.,2010). En los estudios de microcultivos realizados, estos morfotipos mostraron
caracteristicas microscopicas como desarrollo de estolones hinchados y largos y de
esporangios globosos con esporangiosporas, propios de especies de hongos mucorales
(Hartanti, 2015; Cruz-Lachica 2018). Por ello es importante se continle haciendo trabajos
de cultivo en conjunto con la secuenciacién con otros genes, cuando no coincidan los
datos morfolégicos y de secuencia. Con lo anterior, existe la posibilidad de tener cinco
especies nuevas de la coleccion de hongos enddfitos en papaya variedad Tainung N°01.

En este trabajo los estudios se realizaron considerando el nimero de especies OTUs
obtenida por sitio de muestreo, por 6rgano y por planta. Respecto al nimero de especies
obtenidas por sitio de muestreo, y por érgano. En el presente analisis de diversidad se
observé una mayor diversidad en Candelaria, Campeche con (H=3.43) en el Sitio 1
donde se utiliza control biolégico natural, comparado con el segundo sitio, Temozén,
Yucatan con H'=2.45. Aunque en Campeche la diversidad fue alta, el promedio indica que
no hubo diferencias significativas, por su parte Varanda et al., (2016). En su trabajo
evaluaron las mismas condiciones y mencionan que tampoco obtuvieron diferencias
significativas. En nuestro caso esto indica que aunque ambas comunidades fueron
estadisticas similares esto se debe a la apertura del intervalo de confianza, siendo que
para el sitio 1 el intervalo de confianza fue 0.31 y para el sitio 2 fue 0.17. No es tan

drastica la diferencia en el margen de error.

Respecto a la dominancia, el sitio 1, la dominancia total fue del 75.47%, mientras que en
el sitio 2 fue 67.11%. Las especies mas dominantes en sitio 1, fueron Corynespora
torulosa, Penicillium sp., Moesziomyces sp. y Psilocybe quebecensis, en el sitio 2 fueron
Alternaria alstroemeriae, Mucor hiemalis f. hiemalis, y Stagonosporopsis lupini. En trabajo
similar, en una plantacién de Brasil, se estudio que la diversidad de hongos enddfitos en
hojas y raices de Glycine max, obtuvieron mayor dominancia en raices respecto a las
hojas 0.297 y 2.123, (respectivamente). En nuestro caso, el promedio de la dominancia

arrojo que el sitio 2 es mas dominante respecto al sitiol.

En este trabajo en ambos sitios de muestreo se identifico la diversidad de hongos
enddfitos en diferentes érganos de la planta, encontrdndose una mayor diversidad en
hojas seguida de flores en el sitio 1(control biolégico natural). Estos resultados confirman

que la suspension de agroquimicos promueve una mayor diversidad. De manera
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interesante, se observé una mayor diversidad de hongos enddfitos en las raices del sitio
2, esto sugiere que la diversidad en raices no se vio afectada por la aplicacion de
fungicidas. Resultados similares se encontraron en cultivos de fresa sujetos a la
suspension de fungicidas y aplicacién de las mismas (Abdelfatt el at., 2016), donde la
mayor diversidad se vio en hojas, seguido de flores y mientras que con tratamiento con
fungicidas se encontré una reduccion de la diversidad en érganos aéreos pero no en las
raices. Por tanto se puede asumir que la diversidad de hongos endofitos en 6rganos
aéreos esta relacionada con el tipo con control utilizado en el cultivo (Abdelfatt el at.,
2016), asi, la diversidad de hongos endoéfitos en érganos aéreos en Candelaria Campeche
no esta perturbada; mientras que en Temozoén, Yucatan, donde emplea con regularidad
control quimico, la diversidad de los 6rganos aéreos se vio afectada por el constante uso
de fungicidas, pero aparentemente no se afectan a las comunidades de hongos enddfitos
del suelo. También en su trabajo, Varanda et al., 2016, menciona que la composicion de
las comunidades enddfitas flngicas, no mostraron diferencias significativas entre los
cultivares, aunque si se observaron diferencias entre las comunidades fungicas aisladas
de plantas de Vitis vinifera L. cuando son tratadas con control biolégico y con métodos

convencionales de cultivo.
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CONCLUSIONES

De 474 aislamientos se logré la caracterizacion macroscépica de 101 morfotipos en
ambos sitios de muestreo. Donde en Candelaria Campeche se obtuvo 353 aislamientos y
84 morfotipos (sitio con control biolégico natural), mientras que en Temozdn, Yucatan se
identific 121 aislamientos y 34 morfotipos (sitio con control con agroquimicos).

Mediante la caracterizacion molecular se logré de 87 secuencias de buena calidad, se
logré la identificacion a nivel especie de 64 morfotipos, clasificados en 56 OTUs
diferentes, de estas se logro la identificacién de 44 a nivel especie y 13 a nivel género.

También de 5 nuevas especies.

Los géneros mas predominantes fueron: en Campeche, Colletotrichum, Talaromyces y
Shizophyllum, en Yucatan, los mas comunes, Fusarium, Meyerozyma, Aspergilllus,

Sporidiobolus y Stagonosporopsis.

Los estudios de diversidad mostraron que Candelaria, Campeche, tuvo una mayor
diversidad de especies, y mayor dominancia en 6rganos, siendo en hojas seguida de
flores donde se vio mayor diversidad. Mientras que, en Temozo6n Yucatan la diversidad de
especies fue menor y pero la mayor diversidad en 6rganos fueron en las raices, seguidas

de flores

El control biolégico natural pareciera no tener efectos en la diversidad observada,
mientras que, control con agroquimicos, afecta la diversidad de la comunidad de hongos
enddfitos en 6rganos aéreos, pero no pareciera afectar a las comunidades de hongos

endofitos del suelo.
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PERSPECTIVAS

De la coleccion de hongos enddfitos identificados en los diferentes érganos de papaya

variedad Tainung N°01.

Se pueden realizar la identificacion de pigmentos de aquellas que producen
pigmentos rojos, negros y verdes como las especies: Talaromyces amestolkiae,
Phyllosticta fallopiae y Trichoderma, respectivamente.

Se pueden realizar estudios de interaccibn de los hongos enddfitos, y su
capacidad antagonista contra hongos patégenos para mejoramiento del cultivo de
papaya como las especies: Candida railenensis, Aspergillus foetidus, Talaromyces
purpureogenus y dos hongos de tipo micorrizas Trichoderma sp.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los enddfitos, contra otros
microorganismos bacterias, hongos, incluso vectores de enfermedades en plantas.
Extraccion de compuestos novedosos antibiéticos, metabolitos secundarios de las
especies Schizophyllum commune, Phomopsis sp., Diaporthe yunnanensis.

Se pueden utilizar como herramientas para dilucidar mecanismos en la interaccion
virus-hongo-planta (los micovirus).

Se pueden hacer bibliotecas del genoma de los hongos endoéfitos que todavia no
han sido secuenciados.

Una biblioteca de la micobiota de los endoéfitos en papaya variedad Tainung N°01
comparandola con los hongos enddfitos presentes en papaya Maradol.

Se pueden hacer estudios con las micorrizas para solucionar problemas en el
cultivo de papaya.

De los hongos que no se lograron identificar a nivel especie, volver a secuenciar
utilizando otros genes.

Volver a realizar los microcultivos para estudiar a las especies que desarrollaron a

especies de hongos mucorales
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ANEXOS
Anexo 1. Materiales y métodos

Cuadro. Datos de georeferenciacion de los dos sitios de muestreo

Candelaria, Campeche

Temozdn, Yucatan

Altitud: 58 m

Altitud: 22 m

Latitud: 18.182778°

Latitud: 20.800200

Longitud: 91.04583°

Longitud: 88.20110°

precipitacion: 90%

precipitacion: 80%

Uv:0

Uv:11( Extremo)

Temperatura : 21°C-30°C

Temperatura : 21°C-34°C

Presion: 1014 mb

Presion: 1012 mb

Humedad: 85%

Humedad: 64%

Tipo de suelo: Vertisoles y
Leptosoles

Tipo de suelo: Leptosoles y
luvisoles

Control biolégico natural

Control quimico




Anexo 2: Materiales y Métodos
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Figura 10. Plantas jovenes de papaya variedad Tainung N°1. A) Hojas intermedias, B) flores post-

antesis, C) Planta con fruto inmaduro.

Figura 11. Plantacién de papaya Tainung No. 1 (A- B) de un afio, en Candelaria Campeche.
Frutos maduros colectados de las 5 plantas seleccionadas (C).



ANEXO 3: Caracteristicas del muestreo de Yucatan

Figura 35. Plantas adultas muestreadas en Temozoén, Yucatan. La (A) representa al lote 1y el (B)

al lote 2 muestreado.

ANEXO 4: Estrategia de muestreo

Manipulacién de las muestras colectadas

Para colecta se utilizaron bisturis niumero 3 y filos de bisturis nUmero 23, guantes de latex
y tijeras previamente desinfectadas, con etanol al 70% para asegurarnos de no tener
contaminacion cruzada, después las muestras se colocaron entre dos capas de papel
secante previamente estériles, posteriormente los paquetes de cada muestra fueron
colocados en bholsas de plastico, por Ultimo los paquetes se etiquetaron y se resguardaron

en una nevera para su posterior procesamiento en el laboratorio del CICY

Para la colecta de las hojas, se seleccion6 una hoja en posicion media de cada planta
(estado intermedio de madurez) y se tomaron secciones cuadradas de aproximadamente
8 cm? de los l6bulos superiores derecho e izquierdo. Asi como fragmentos de nervaduras

centrales en ambos I6bulos.



Figura 36. Esquema representativo de la zona del I6bulo de la hoja de papaya para la
colecta 1). Lobulo medio; 2) lébulo izquierdo adyacente al I6bulo medio; x) nervadura
central del I6bulo izquierdo Cardona et al., (2009).

Se eligieron 3 flores post-antesis de cada planta de papaya, que fueron envueltas en una
capa de papel secante para su resguardo en la nevera. También se seleccionaron tres
frutos inmaduros, estas se colocaron en bolsas, se etiquetaron y se guardaron en neveras
para su traslado en el laboratorio. Referente a los frutos inmaduros se seleccionaron
todos en un mismo estadio de desarrollo de un mes aproximadamente. En el Lote (1) de
plantas adultas se muestrearon 5 frutos maduros y fueron guardados en una caja para su
traslado al laboratorio del CICY. También se colectaron muestras de raices de plantas
adultas de papaya en un lote distinto en una aproximacién de 20 cm de la profundidad del
suelo, con ayuda de un bisturi se tomaron 10 cm de las raices cercanas a la rizésfera,

estas muestras fueron tratadas con cuidado y se colocaron en papel secante.

En la segunda colecta se tomaron los mismos érganos referenciados en la primera
colecta. Posteriormente estas muestras fueron etiquetadas y resguardas por al menos

una semana a 4° C. para su posterior procesamiento.



ANEXO 5: Materiales y métodos
Proceso de aislamiento de hongos endoéfitos en papaya

Los primeros acercamientos en el aislamiento de hongos enddfitos de 6rganos de papaya.
En las figuras (37,38,39,40 y 41), se pueden visualizar los hongos endéfitos a los 10 dias

después de la siembra en medio PDA a 28° +2°C.

En secciones de hojas los hongos comenzaron a desarrollarse al tercer dia de la siembra
en el medio PDA, para el dia 8 ya estaban desarrolladas las estructuras fungosas en la
periferia de la hoja, en este érgano se vio mas desarrollo de hongos a diferencia de los
demas 6rganos. En fruto maduro se vio tambien que habian desarrollado mas hongos
endofitos, pero su creciemiento fue lento y fueron las mismas caracteristicas en casi todas
la placas, en flores se vio un crecimiento rapido alrededor de los organos sembrados, de
tipo algodonoso y en su mayoria de micelio blanco. En fruto inmaduro se obervé lento
creciemiento de las estructuras fungosas en los organos sembrados, pero se observo una

morfologia en las distintas réplicas.



Figura 37. Aislamiento de hongos enddfitos en muestras de hoja de papaya. P1, P2, P3, P4, y P5.
Representan al nimero de plantas colectadas desde la planta 1 hasta la planta 5, y las R1, R2 y
R3 son el nimero de réplicas por cada planta.




Figura 38. Aislamiento de hongos enddfitos en flores post- antesis de papaya. P1, P2, P3, P4, y
P5. Representan al nimero de plantas colectadas desde la planta 1 hasta la planta 5, y las R1, R2
y R3 son el nimero de réplicas por cada planta.

Figura 39. Aislamiento de hongos enddfitos en fruto inmaduro de papaya. P1, P2, P3, P4, y P5.
Representan al niumero de plantas colectadas (planta 1 hasta la planta 5), y las R1, R2 y R3 =
namero de réplicas por cada planta colectada. A 10 dias después de la siembra en medio PDA.

Figura 40. Aislamiento de hongos enddfitos en fruto maduro de papaya. P1, P2, P3, P4, y P5.
Representan al nimero de plantas colectadas, de la planta 1 hasta la planta 5, y las (R1, R2 y R3)



son el numero de réplicas por cada planta que se colectd. A 10 dias después de la siembra en
medio PDA.

Figura 41. Aislamiento de hongos enddfitos de raices en plantas adultas de papaya. (P1, P2, P3,
P4, y P5). Representan al nimero de plantas colectadas de la planta 1 hasta la planta 5, y las (R1,
R2 y R3) son el nimero de réplicas por cada planta que se colecté. A 10 dias después de la
siembra en medio PDA.

Anexo 6: Materiales y métodos.

Cuadro 18 . Espeficificaciones de la reaccion de PCR.

Reaccion de PCR 1 reaccion 1 reaccion 34 Reacciones

Agua libre de nucleasas 10.875 pL 31.75 uL 1079.5
10X Dream Tal Buffer 2.5 uL SuL 170 pL
dNTP Mix, 10 Mm (NEBs) 0.5 uL 1L 34 L
Cebador ITS1- 20 pmol/uL 0.5 uL

(Forward) H Lub 34 L
Cebador ITS4 20 pmol/uL 0.5 uL

(Reverse) H 1ul 34 gL
Templado de DNA 60 ng 60 ng 60 ng
Dream Tal DNA Polymerase 0.125 pL 0.25 uL 8.5 UL




volumen final 25 pL 50 pL ‘ 1360.0 pL |

Anexo 7. Estudios de la biodiversidad de hongos endéfitos (Por morfotipos).

Para los estudios de la diversidad de hongos endéfitos presentes en los dos sitios de
muestreo se procedio primero a la identificacién de los diferentes morfotipos, una vez que
se hayan registrado los datos de morfotipos Unicos se elaboraron matrices de presencia-
ausencia y matrices de abundancias de ambos sitios. Cabe mencionar que las matrices
que mas se usaron fueron las de abundancia porque son mas practicas de manejar y
menos complejas a la hora de interpretar los datos. Para estos estudios de diversidad
empleamos los diferentes morfotipos de 79 identificados en Campeche y 28 encontrados

en Yucatan.

Una de las formas de estimacion de la diversidad de manera simple, es la riqueza esta
representa el numero total de individuos presente en las muestras de una comunidad o
mas (Mayo de 1988; Gonzéalez-Oreja and Lou 2012). Respecto al estudio de la diversidad
se obtuvo una riqueza (que indica el calculo del nimero de individuos presentes en el sitio
o comunidad de muestreo). De un total de 376 individuos Unicos se obtuvo una rigueza en
Candelaria, Campeche de S=79 y en Temozon Yucatan de un total de 132 individuos
anicos se registré6 una S=28, esto quiere decir que hay mas riqueza en el sitio 1 en
comparacion del sitio 2. En la grafica (figura 42) indica el promedio de la riqueza (PS) en
la comunidad 1 es de PS=18.6 y su intervalo de confianza (IC) del 95% es el 5.8, para el
sitio 2 tenemos que PS=7.8 y su (IC) del 95% es el 2.9, esto demuestra que el sitio 1 es
mas rico en morfotipos respecto al sitio 2, lo que también indica que no hay diferencias
significativas en la rigueza de morfotipos aunque el promedio de la comunidad sea
diferente al del sitio 2, la abertura del intervalo de confianza es significativamente similar

al sitio 1.
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Figura 43. Grafica del promedio de la riqueza de morfotipos de los dos sitios de muestreo. La

comunidad 1 representa a Candelaria Campeche y el sitio 2 a los morfotipos de Temozon Yucatan.

Una de las métricas para el andlisis de la entropia dentro de las comunidades son indice
de Simpson y su complemento. Esta métrica indica que tan frecuente es encontrar una
especie 0 un morfotipo en cada muestra dentro de un sitio de muestreo. En nuestras
poblaciones se mostr6 que el grado de incertidumbre de que un morfotipo sea encontrado
en el sitio 1 fue de 0.02 mientras que su complemento fue 0.98 y 0.97 respectivamente
para el sitio 2. El indice de Simpson mostré que en Temozon hay una alta probabilidad de
encontrar un mismo morfotipo 0.03, estos resultados concuerdan los obtenidos de la
caracterizacion macroscopica donde se vio la incidencia de morfotipos encontrados en
mas de un 6rgano. Adicionalmente el indice de Simpson indica que Campeche es mas
diverso que el sitio 2. Pero la diferencia no es estadisticamente significativa en cuanto al

sitio 1.

Cuadro 19. Resultados de la métrica del indice de Simpson y su complemento Sitio 1.

indice de Simpson Complemento 1-D

Sitio 1. Candelaria 0.02 0.98

Sitio 2. Temoz4n 0.03 0.97




Otra métrica que mide la biodiversidad de especies en una o0 mas comunidades es
Shannon-Wiener. Esta métrica pondera valores en logaritmo natural y en base 10 para la
estimacion de la diversidad (Gonzalez-Oreja and Lou 2012). Para este caso se empleo el
programa Stimate 0.8 para computar la informacion de ambas poblaciones,
posteriormente se analizan en formatos de Excel. Para los andlisis de la diversidad se
utilizaron las matrices de abundancias de los sitios de muestreo.

En Candelaria Campeche de 79 morfotipos con caracteristicas Unicas la diversidad total
del sitio fue H'= 4.17 vy la diversidad maxima alcanzada fue de H" Max =4.37, en
comparacion con el sitio 2 de Temozon Yucatan con un H'= 3.25,

La diversidad méxima alcanzada fue de H" Max =3.33. Estos resultados de la
comparacion de la entropia de las dos poblaciones indican que la diversidad mas alta se
registr6 en Campeche. Pero los resultados de la diversidad utilizando ambos logaritmos
(logaritmo natural y el de base 10) (cuadro 20 y cuadro 21). El célculo del indice de
Shannon-Wiener nos permite medir la equidad de especies en nuestro caso de los
diferentes morfotipos. Podemos ver (cuadro 20 y cuadro 21) que el valor maximo de la
diversidad de Shannon-Wiener, es la equidad. Este tipo de analisis me indica que la
comunidad 2 es mas equitativa que la comunidad 1 por presentar un valor de JH=98 en
comparacion del valor HJ=96, cabe mencionar que una comunidad es equitativa cuando
las especies en encontradas son mas comunes (Gonzalez-Oreja and Lou 2012) en
nuestro caso en Temozdén obtuvimos que la mayoria de los morfotipos fueron encontrados

en mas de un 6rgano y concuerda con la equidad de morfotipos de ese sitio.

Cuadro 20.. indice de Shannon-Wiener del sitio 1: Candelaria Campeche.

Sitio 1: Candelaria Campeche
Indice Shannon- diversidad LOG natural diversidad base 10
Wiener
H 4.17 1.81
H” Max 4.37 1.90
Equidad (JH") 0.96 0.96

Cuadro 21. indice de Shannon-Wiener del sitio 2: Temozén Yucatan



Sitio 2:Temozon Yucatan

Indice Shannon-

diversidad LOG natural

diversidad base 10

Wiener
H 3.25 1.41
H” Max 3.33 1.45
Equidad (JH") 0.98 0.98

La dominancia se refiere al indice de frecuencia de especies dentro de una comunidad.
Se identificé al morfotipo que mayor dominancia presenté en el muestreo (cuadro 22). El
60.37% fueron morfotipos dominantes en el sitio 1, el morfotipo M-15 fue el mas
representativo con el 4.79% (figura 44). Los morfotipos no dominantes representaron el

39.63%.

Cuadro 22. Morfotipos dominantes de Candelaria Campeche.

O 00 N O U1 A WN B

[EEN
o

Morfotipos dominantes

MAX ni/ N

% de Dominancia

M-18 Dom 0.04787234

4.79

M-2 Dom 0.021276596

2.13

M-4 Dom 0.021276596

2.13

M-5 Dom 0.026595745

2.66

M-6 Dom 0.031914894

3.19

M-7 Dom 0.029255319

2.93

M-8 Dom 0.02393617

2.39

M-9 Dom 0.029255319

2.93

M10-C | Dom 0.026595745

2.66

M-18 Dom 0.031914894

3.19




11 M-25 Dom 0.018617021 1.86
12| M-37-C | Dom 0.015957447 1.60
13| M-39 Dom 0.015957447 1.60
14| M-42 Dom 0.037234043 3.72
15| M-45 Dom 0.031914894 3.19
16| M-43 Dom 0.021276596 2.13
17| M-46 Dom 0.015957447 1.60
18| M-50 Dom 0.02393617 2.39
19| M-51 Dom 0.015957447 1.60
20| M-23-F | Dom 0.018617021 1.86
21 M-54 Dom 0.015957447 1.60
22| M-55 Dom 0.015957447 1.60
23| M-60-TRI | Dom 0.031914894 3.19
24| M-68 Dom 0.018617021 1.86
25| M-59 Dom 0.015957447 1.60
Dominantes 60.37
No dominantes 39.63
ml m2 m3
E4 ®H5 H6
m7 ®HE8 m9
H10 w11 m12
1.60% 13 W14 wis
ml6 w17 m18
1.86% 19 ®m20 w21
1.60% m22 w23 w24
w25

1.60%
2.13%

1.86%

Morfotipos dominantes Sitio 1




Figura 44. Gréfico de morfotipos dominantes del sitio 1: candelaria Campeche. El M-15 esta

representado por el (4.79%) como el mas dominante del sitio de colecta.

morfotipos dominantes sitio 1
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20.00 -
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Figura 45. Gréfico del porcentaje de dominancia de los morfotipos de Candelaria, Campeche.

En comparacién con el sitio 2, vemos que los morfotipos dominantes fueron 10 (cuadro
23) de los cuales estan representados por el 51.22%, y el morfotipo mas dominante fue
M-73 con 6.82%. Respecto a los morfotipos menos dominantes representaron el 48.48%
(Figura 45y 46).

Cuadro 23. Morfotipos dominantes de Temozén Yucatan.

MAX ni/ N % de Dominancia
1 M-71 Dom 0.053030303 5.30
2 M-72 Dom 0.045454545 4.55
3 M-73 Dom 0.068181818 6.82
4 M-74 Dom 0.060606061 6.06
5 M-55 Dom 0.045454545 4.55
6 M-58 Dom 0.045454545 4.55
7 M-78 Dom 0.045454545 4.55
8| M-80-TRI | Dom 0.045454545 4.55
9 M-82 Dom 0.060606061 6.06
10 M-82-A Dom 0.045454545 4.55




Dominantes 51.52

No dominantes 48.48

Morfotipos dominantes sitio 2
ml
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7
Figura 45. Gréfico de dominancia de los morfotipos del sitio 2: Temoz6n, Yucatéan.
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Figura 46. Gréfico del porcentaje de dominancia de los morfotipos de Temozén, Yucatan

3.9.1 Estudio de la diversidad de morfotipos por érganos

Para saber que sitio fue mas diverso, se hicieron las mismas métricas de diversidad pero
por muestras (6rganos) para identificar la dominancia, la equidad y la diversidad de
Shannon-Wiener. Para ello se realizaron los célculos, se computaron en Stimate 9.1,y se
graficaron en Excel. En Candelaria Campeche tenemos que el promedio de la diversidad
de Shannon-Wiener indica que el sitio 1 es més diverso en los diferentes érganos con un
valor de PH=2.71 y con un intervalo de confianza del 95% (IC) = 0.30, respecto al sitio 2
tiene un PH'=1.93 y su (IC) 0.23 (cuadro 12). Estos valores indican que la diversidad de
ambos sitios de muestreo no hay diferencias significativas, aunque el promedio sea mas
en el sitio 1 a diferencia del sitio 2. Aunque los intervalos de confianza este solapados,
esto significa que el promedio del sitio 1 incluye al promedio del sitio 2. Como lo muestra

la gréfica en la (figura 47).

Cuadro 23. Promedio de la diversidad de Shannon-Wiener en ambos sitios de estudio.

Promedio H' 95%IC

SITIO 1 2.71 0.30

SITIO 2 1.93 0.23

Promedio H'

3.50

3.00

2.50 -

2.00 -

1.50 - B Promedio H'

1.00 -

0.50 -

0.00 -

SITIO 1 SITIO 2




Figura 48. Gréfico del promedio de la diversidad de ambos sitios de muestreo sitio 1: Candelaria

Campeche y sitio 2: Temozon, Yucatan.

Para la estimacién de la diversidad por 6rganos de ambos sitio vemos que en Campeche
se vio mas diversidad en organos de flores con H'= 3.07, seguido de hojas con H'= 3.02,
fruto inmaduro con H'= 2.74, fruto maduro con H'= 2.41 y raices con H'= 2.31 de
diversidad encontrada (cuadro 23y figura 48).

Cuadro 24. Diversidad de Shannon-Wiener en érganos del sitio 1.

SITIO 1:Candelaria
Campeche H' Organos
HOJ 3.02
FLR 3.07
FRIM 2.74
FRUM 2.41
RA 2.31




3.5

2.5

1.5

0.5

Diversidad H” 6rganos

i I I I E -
HOJ FLR

FRIM FRUM RA

Figura 49 Grafico de la diversidad de Shannon-Wiener en érganos del sitio 1: Candelaria

Campeche.

Respecto a la diversidad de érganos en el sitio 2: Temozdn Yucatan, tenemos que la
mayor diversidad se vio en raices H'= 2.28, seguido de hojas con H'= 2.04,
inmaduro con H'= 1.98, y el érgano que presento menos diversidad fue fruto maduro con

H'=1.60 (cuadro 25y figura 50 ).

Cuadro 25. Diversidad de Shannon-Wiener en érganos del sitio 2.

SITIO 2:

Temozon )

Yucatan H' Organos
HOJ 2.04
FLR 1.73
FRIM 1.98
FRUM 1.60
RA 2.28
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Figura 50. Gréfico de la diversidad de Shannon-Wiener en érganos del sitio 2: Temozon,

Yucatan.

Por ultimo se tiene que el promedio de la dominancia es mayor en Temozén con pD=
0.231, a diferencia Candelaria con pD= 0.14, no es el mismo valor que la dominancia de
las muestras. Este valor engloba a todos los morfotipos dominantes pero en relacién a su
promedio y al intervalo de confianza para las muestras. Esto indica que la dominancia del
sitio 1 fue inferior a la dominancia del sitio 2, y los intervalos de confianza se solapan, por
tanto no existe diferencias significativas entre los valores de dominancia para ambos

sitios.

Cuadro 26. Promedio de la dominancia en ambos sitios de estudio.

Promedio Dom 95%IC
sitio 1:Candelaria, Camp 0.14 0.06
Sitio 2: Temozén,Yuc 0.231 0.03
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Figura 51. Gréfico del promedio de dominancia de ambos sitios de muestreo sitio 1:
Candelaria Campeche y sitio 2: Temozon, Yucatan.



