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ABSTRACT

Endophytic fungi live inside plant tissues withary external manifestation. As
reported previously, they play an important roléha vegetal tissues they inhabit. A study
of the fungal endophytes dtalassia testudinurm Playa Buyé, Cabo Rojo, Puerto Rico,
was conducted to isolate and identify the cultieaiicelial endophytes associated to healthy
leaves of this seagrass, which is the most commdrabundant in the Caribbeaiihe plant
serves as habitat for marine organisms and asftmocharine turtles. Two samplings were
performed: one in July and another in December 20Ddaves were surface sterilized in
0.5% sodium hypochlorite solution and rinsed twicedistilled water. Fragments of the
sterilized leaves (apex, center and base) wereeglat Marine Agar and incubated for a
week at 25°C.Aspergillus fumigatu$38.3%),Curvularia brachysporg12.8%),Aspergillus
flavus (10.6%), Cladosporium oxysporuniL0.6%), Fusariumsp. (8.5%),Acremoniumsp.
(4.3%), Cladosporium sp. (2.1%) Cladosporium cladosporioide2.1%), Curvularia
pallesceng(2.1%), Penicillium janthinellum(2.1%), Aspergillus ustug2.1%), Botrytis sp.
(2.1%) and an unidentified morphotype (2.1%) wesalated. This is the first report of
micelial endophytes associated to healthy leavds tdstudinunin Puerto Rico.Aspergillus
fumigatus Aspergillus ustuandCladosporium oxysporu@re reported as endophytes for the

first time.
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RESUMEN

Los hongos endofitos crecen internamente en ladogeyegetales sin manifestacion
externa alguna. Estudios previos demuestran dgae &snen un rol importante en los tejidos
vegetales que habitan. Se realiz6 un estudio dutmgos endofitos asociadoslhalassia
testudinumen Playa Buyé, Cabo Rojo, Puerto Rico, para aisladentificar endofitos
miceliales cultivables en hojas sanas de estadmdrina, que es la mas comun y abundante
en el Caribe. La planta sirve de habitat pararisgaos marinos y es fuente de alimentos
para las tortugas marinas. Se realizaron dos newsstuno en julio y otro en diciembre 2004.
Las hojas fueron esterilizadas en una soluciéniplectorito de sodio (0.5%) y enjuagues
con agua destilada. Los fragmentos de tejidoikséeto (apice, centro y base) se colocaron
en Agar Marino y se incubaron a 25°C por una sem& aislo aAspergillus fumigatus
(38.3%), Curvularia brachyspora(12.8%), Aspergillus flavus (10.6%), Cladosporium
oxysporum(10.6%),Fusariumsp. (8.5%)Acremoniunsp. (4.3%)Cladosporiunsp. (2.1%),
Cladosporium cladosporioides(2.1%), Curvularia pallescens (2.1%), Penicillium
janthinellum (2.1%), Aspergillus ustus(2.1%), Botrytis sp. (2.1%) y un morfotipo no
identificado (2.1%). Este es el primer informergohongos endofitos miceliales cultivables
asociados a hojas sanasTddestudinunmen Puerto RicoAspergillus fumigatysAspergillus

ustusy Cladosporium oxysporuson reportados como endofitos por primera vez.
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1. INTRODUCCION

Las hierbas marinas son angiospermas adaptadasiraewi ambientes salinos
(Durako, 1988; Garcia, 1990) de hojas alargadascgs y rizomas extensos (Fonseca, 1992).
Estas sirven de habitat y alimento para muchascEspenarinas, estabilizan sedimentos y
evitan la erosion de las costas (Durako, 1988; i@at®90). Debido a su importancia en el
ecosistema marino se han realizado proyectos thurasion tanto en Estados Unidos como
en Puerto Rico (Fonseca, 1992; Reyes, 1998).

Las praderas de hierbas marinas representan umhasdecosistemas marinos mas
comunes en Puerto Ricolhalassia testudinurBanks & Soland. ex Koenidgyyringodium
filiforme Kutzing, Halodule wrightii Ascherson,Halophila decipiensOstenfeld yRuppia
maritima Linnaeus representan las especies de hierbasasagim Puerto Rico, siendo
testudinumla mas comun y abundante en el Caribe. Sus hogsas de hasta 2cm forman
ramilletes de 3 a 7 hojas (Garcia, 1990). En lgashdeThalassiase han encontrado
minerales nutritivos esenciales tales como calidisforo, potasio y magnesio, los cuales
hacen de este tejido vegetal una fuente de alimpatencial para muchos organismos
marinos (Vicente et al., 1978).

Asociados & halassiagpodemos encontrar una gran diversidad de orgasi¢@arcia,
1990). Labyrinthula (Labyrinthulomycotaks un protista patégeno responsable de controlar
la densidad de las praderas de esta hierba marida yeducir su razén fotosintética
provocando un alza en su indice de mortalidad (KuyaKuss, 1994; Vergeer y den Hartog,

1994). Sin embargo, se ha confirmado Guéestudinunproduce un metabolito secundario
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bioactivo (glucésidos de flavona sulfatadeshtra dicho microorganismo y contra hongos

marinos zoosporicos (Jensen et al., 1998ndra thalassiaees otro patdgeno asociado a

manchas necréticas en las hojasideestudinumdonde éste produce sus cuerpos fructiferos
(Calzada, 1988).

Wilson (1998) documento por primera vez la presemi® hongos endofitos én
testudinum, Halodule bermudensgisSyringodium filiforme Se presume que estos hongos
establecen una relacion mutualista con la plaraat(f; 2002). Hasta el momento no se ha
determinado el rol de las especies endofitag .etestudinummi en el ecosistema donde
habitan. En Puerto Rico, se han realizado varsbsdes preliminares sobre la micoflora
endofitica asociada & testudinum Sin embargo, este estudio representa el pristadi®
estacional (comparando verano e invierno) relaciore la presencia de hongos endofitos
miceliales cultivables en tejido foliar de testudinunen el Caribe.

Los objetivos principales de esta investigaciénsggiieron en: 1) identificar los
hongos endofitos miceliales cultivables aisladosadehojas dd. testudinumz2) realizar el
primer catastro de hongos endofitos micelialesvalites asociado al tejido interno sano de
hojas deT. testudinunen Puerto Rico y 3) relacionar la presencia deitafiora endofitica

con la época del afio y la seccién de tejido muastre
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Hongos en el medio ambiente

Los hongos son organismos eucariotas heterotrgtestienen un rol importante en
el medio ambiente. Son responsables de la desmitipo de materia organica, la
produccion de antibiéticos, micotoxinas y diversmsnpuestos biactivos. Muchos son
patdogenos de plantas y animales y algunas espsiien de alimento para los seres
humanos. Los hongos son capaces de estableagonela simbioticas con otros organismos,
asociandose al tejido vegetal como patdégenos ofiemalgAlexopoulos et al., 1996). Un
hongo fitopatdgeno es aquel que causa lesionestgnsitologia en los tejidos vegetales
(Ulloa y Hanlin, 2000), causando dafios considesahléos cultivos agricolas e influyendo
negativamente a la economia (Gold et al., 200).cdhtraste, un hongo endofito es aquel
gue habita en los tejidos vegetales sin causar (Réiwini, 1991; Lodge y Cantrell, 1995;

Wilson, 1995; Macarthur y McGee, 2000; Carlile, 20Baeth, 2002).

2.2 Hongos endofitos y su importancia

Se ha documentado la presencia de uno o mas aersdbéibitando diversas especies
de plantas (Strobel y Daisy, 2003), formando uraci@n mutualista donde la planta le
ofrece albergue y nutrientes al hongo, mientras psbvee resistencia contra herbivoros,
insectos, hongos patdégenos, enfermedades y sdaqudge(y Cantrell, 1995; Alexopoulus,
1996; Carlile, 2001; Clay y Schardl, 2002). Egsistencia de la planta puede relacionarse a
la produccién de toxinas y metabolitos secundgrarsalgunas especies endofiticas (Lodge y

Cantrell, 1995; Clay y Schardl, 2002; Faeth, 2002 ha demostrado que algunos de estos
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metabolitos secundarios (aminas, amidas, derivddardol, esteroides y terpenoides, entre
otros) tienen efectos antimicrobiales (Tan y ZdiQ2, Strobel y Daisy, 2003). Por ejemplo,
Phomopsisproduce fomosicalasina, un metabolito con accidmbitoria contraBacillus
subtilis Salmonella enterica, Staphylococcus aurg@andida tropicalegHorn et al., 1995).
Especies deAspergillus, Alternaria, Fusarium, Geotrichum, Phony Phomopsisson
endofitos productores de taxanos, componentes deotga anticancer taxol (Caruso et al.,
2000). Otro endofitoGliocladiumsp., asociado Bucryphia cordifoliajproduce compuestos
contraPythium ultimuny Verticillium dahliae(Stinson et al., 2003).

Se ha comprobado qugpichloéen la hierbaBrachypodium sylvaticuras capaz de
producir metabolitos contra el herbivadpodoptera frugiperdaEn este estudio se utilizé un
grupo control (no infectado) y uno experimentafgaado con el endofito) d&. sylvaticum
Se determin6 que las larvas que infectaron el gagudrol tenian una tasa de mortalidad
menor en comparacion a las larvas del grupo expetah debido a la sintesis de toxinas
capaces de afectar negativamente a las lafizags hallazgos sugieren que la resistencia de
la planta aS. frugiperdain vitro pudiera ser similar con cualquier otro herbivorovivo
(Brem y Leuchtmann, 2001).

La diversidad de hongos endofitos asociados a espeegetales esta relacionada
con la edad de las hojas, localidad (ambientesdtees o ambientes acuéaticos) y clima de la
planta ya sea en zonas templadas o tropicaleslighédt al., 2000; Macarthur y McGee,
2000; Arnold y Herre, 2003). Se han aislado endsfile plantas en zonas templadas (Lodge
et al, 1996; Schulthess y Faeth, 1998; Arnold gt24106), zonas tropicales (Lodge et al.,

1996: Menéndez et al.,1997; Suryanarayanan €2@03; Arnold y Herre, 2003; Salgado y
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Cepero, 2005), de ambientes terrestres (Lodge,; M86éndez et al., 1997; Schulthess y
Faeth, 1998; Suryanarayanan et al., 2003; Arnoltegre, 2003; Salgado y Cepero, 2005;
Arnold et al., 2006) y de ambientes marinos (Magh8iaifullah, 1992; Wilson, 1998; Hoéller

et al., 2000).

2.3 Hongos endofitos en plantas de ambientes tertess

Varias especies de endofitos pueden ser aisladasalenisma planta, demostrando
gue no necesariamente hay especificidad entredongds endofitos y un género hospedero
en particular (Petrini, 1986). Asimismo, han alsl@&ndofitos de diversas familias de plantas,
por ejemplo, Sapotaceae, Orchidaceae, Poaceaecgo®ae, entre otras (Lodge et al., 1996;

Bayman et al., 1997; Schulthess y Faeth, 1998; hdirst al., 1999).

2.3.1 Estudios sobre hongos endofitos en Puerto Ric

En Puerto Rico, se han realizado pocos estudiesioglados a hongos endofitos.
Lodge et al. (1996) lograron aislar endofitos de AR95% de los pedazos de hojas y
peciolos de Manilkara bidentata (Sapotaceae). Veintiddés especies endofitas fueron
identificadas (79-88% de los aislados), entre elgkaria sp, Colletotrichum crassipes,
Fusariumsp., Penicillium sp. y Trichodermasp. Chaetomium sphaeraliie Unicamente
aislado de los peciolos. Los investigadores deraast que la frecuencia de especies varia
de acuerdo al tejido foliar estudiado (hegasuspeciolo) (Lodge et al., 1996).

Bayman et al. (1997) aislaron endofitos de hojagiges de siete especies de

LepantheqOrchidaceae) del Bosque Nacional del Caribe ygBe<Carite, recuperando con
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mayor frecuencia los génerdylaria y Rhizoctonia En este estudio se determiné que la
variedad endofitica por planta fue mayor en congénza la variedad endofitica total por las

especies de plantas. La micoflora endofitichepmanthegpresenté diferencias dentro de una
misma region de la planta, entre las regiones @enisma planta y entre las especies de
plantas estudiadas (Bayman et al., 1997).

Espola (2005) logré aislar hongos endofitos de Hagas de Thrinax morrisii
(Arecaceae). De un total de 513 hongos obteni@oksl discos de hojas, 49.1% fueron
asociados a algun género o morfotipo, 9.9% resulttnicelios estériles y 41% no crecieron
luego de ser subcultivados. Se identificaron ExssegosAnnellolaciniasp., Colletotrichum
sp., Fusariumsp., Pestalotiopsissp., Phomopsissp. y Pithomyces maydicusEste estudio
constituye el primer reporte del génénonellolaciniacomo endofito (Espola, 2005).

Vega et al. (2006) recuperaron mas de 700 aislado®ndofitos de diferentes
plantaciones de café en Puerto Rico (68), Méxid®)1Hawaii (240) y Colombia (281),
siendo los mas comunéolletotrichumsp., Fusariumsp, Penicillium sp., Xylaria sp. y
otros hongos entomopatdgenos coAwemoniumsp., Beauveriasp., Cladosporiumsp. y
Paecilomycesp. La diversidad de géneros fue similar entrglastaciones; pero su rol en

los tejidos de la planta de café aun es desconocido

2.3.2 Estudios sobre hongos endofitos en otros peds

Se han realizado diversos estudios relacionadbsngos endofitos en diferentes
paises. Menéndez et al., (1997) identificaron petsones de colonizacién de endofitos (dos

intercelulares y uno intracelular) en ejemplaresidecus imbricatus/ar chamissonisen
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Buenos Aires, Argentina. A partir de cortes dedtepe hojas y tallos se pudo determinar
gue Alternaria sp. y Pleospora togwotiensigsolonizan intercelularmente mientras que
Stagonosporap.coloniza intracelularmente (Menéndez et al., 19%@ra 1999, Marshall et
al.,, demostraron la presencia endofitica Meotyphodiumsp. y Acremoniumsp. en
poblaciones dd@riticum sp.en Turquia. Estos endofitos son capaces de atactaologia y
distribucion de especies deiticumy pudieran ser responsables del control de herbivaros
dichas plantas (Marshall et al., 1999).

Estudios realizados en palmas del génkrtuala, de la region de Australia,
demostraron la presencia de los génedddaria, Colletotrichum, Pestalotiopsisy
Verticillium en el tejido vegetal. En el estudio se aisl6 uyanaumero de endofitos del
apice de los peciolos en comparacion con los aislat la base de los peciolos, lo cual
sugiere que los endofitos eitualasp. entran a través de la hoja hasta el peciotih(ieh et
al., 2000). Canon y Simmons (2002) aislaron deedespecies de arboles del Bosque
lIwokrama en Guyana un total de sesenta y cuatroofiémsl de 2520 muestras.
Colletotrichumsp., Nodulisporiumsp., Pestalotiopsissp., Phomopsissp. y micelio estéril
fluctuaron entre los de mayor frecuencia (Canoimn®ns, 2002).

En la Isla de Barro Colorado en Panama, se estadiolonizacion por endofitos de
acuerdo al habitat y a la edad de las hoja§hdmbroma caca@Malvaceae), resultando sin
diferencia significativa la incidencia de endofitde acuerdo al habitat, pero con mayor
frecuencia de estos en hojas maduras (Arnold yeH2003). De hojas de esta misma planta
se logro aislar una alta diversidad de endofitama€olletotrichumsp., Fusariumsp. y

Xylaria sp. (Arnold et al., 2003).
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Salgado y Cepero (2005) trabajaron con la micoftardofitica deRosa hybridaen
Bogot4, Colombia. De quinientos sesenta fragmeddas hojas sanas utilizadas se
recuperaron 92 endofitos, de los cuales 41 fueemomiinados como micelio estéril, 31
fueron identificados hasta géneros y 20 no fuedmmtificados. Los géneros aislados en
mayor frecuencia fueroAcremoniunsp.,Cladosporiunsp.,Nigrospora oryzae, Xylariap.,

Phomasp.,Aureobasidiunsp.,Chaetomium globosum, Gliocladium virgnmicelio estéril.

2.4 Hongos endofitos aislados de ambientes marinos

Al igual que en plantas terrestres también se puegteontrar hongos endofitos
asociados a plantas marinas o de ambiente costemola region de Pakistan, aislaron 14
especies endofitas de hojas sanas del mangle &gicennia marina). Estas especies
incluyen Alternaria maritima, Aspergillus flavus, Aspergaluniger, Aspergillus sulfurus,
Aureobasidium pullulans, Bisposp., Botrytis sp., Cladosporiunsp., Humicolasp., Mucor
sp., Penicillium sp., Phomasp., Pythiumsp. y Rhizopussp. (Mehdi y Saifullah, 1992).
Wilson aisl6 endofitos de las hierbas marifhalassia testudinum, Halodule bermudensis y
Syringodium filiformeen Bermuda por primera vez en el 1998. Se seleamn cuatro
lugares de muestreo y se tomaron muestras en &ssnde mayo 1996, marzo 1997 y agosto
1997 de las tres hierbas marinas para comparacidencia de endofitos entre las hierbas
marinas, areas de muestreo y época de los muestgeaaislaron once especies de hongos y
una bacteria. D&. testudinunse recuperaron en mayor frecuerf@nicillium sclerotiorum,
Sporobolomyces holsaticus y Aspergillus granuldsusyo 1996) Aspergillus niger{marzo

1997) yCandida utilisy Aspergillus granulosugagosto 1997). D&. filiformese recuperd
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con mayor incidencialridentaria carnivoray Candida utilis en marzo 97 y deH.
bermudensise recuperd’enicillium sclerotiumen mayo 1996 Yandida utilisen agosto
1997. Se determiné que algunos endofitos tieneieridencia de invadir una especie de
hierba marina en particular y que son mas abunslanutando la temperatura del agua es
mayor (Wilson, 1998). Maldonado et al. (2003) hdocumentado la presencia de
Aspergillus sp., A. carneus, A. flaviceps, A. niveus, Penicillism, Acremoniumsp. y
Nigrosporasp., entre otros, asociadod atestudinunen las playas de Lajas y Cabo Rojo,

Puerto Rico (Maldonado et al., 2003).

2.5 Hierbas marinas

Las hierbas marinas son angiospermas adaptadas vpara completamente
sumergidas en el mar que proveen importantes fflpra organismos marinos en las
costas del trépico (Reyes, 1998). Consideradagduptores primarios, sirven de refugio y
fuente de alimento para otros organismos ya seanads, algas, hongos o bacterias,
estabilizan los sedimentos y reducen la erosiétasi€ostas (Durako, 1988; Garcia, 1998;
Devlin, 1999). Se pueden reproducir asexualmerte gxtensién apical del rizoma
(manteniéndose en la misma region) y por reprodacsexual mediante semillas (con la
cual pueden colonizar nuevas regiones) (Fonsec@?;1Garcia, 1990). Estas especies
representan un grupo de plantas terrestres qualignen tiempos remotos el ambiente
marino. En Puerto Rico, las praderas de hierbasnasincluyenThalassia testudinum,
Syringodium filiforme, Halodule wrightii, Halophildecipiens y Ruppia maritimgarcia,

1990). T. testudinun{Hydrocharitaceae), la hierba marina de mayor abuocid en el Caribe,
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conocida como hierba de tortuga, ya que sirve ideeato para las tortugas marinas (Vicente
et al., 1978; Garcia, 1990). Presenta hojas arddmassta 2cm, no diferenciadas del peciolo
y rizomas subterrdneos de %2 cm de ancho, de ldescsa originan las raices. Las hojas
viejas rodean las hojas nuevas formando un envai(iddura 1) (Garcia, 1990). La especie
forma comunidades complejas donde encontramos egamdntidades de organismos
asociados como algas, invertebrados, protozoacmsles, crustaceos, camarones, peces,
caracoles, erizos, estrellas y pepinos de marg emttios (Garcia, 1990). Debido a su
importancia en el ecosistema, se han realizad@sfs para su restauracion en los Estados
Unidos, implantando técnicas de cultivo para eladefio de propagulos, el uso de
fertilizantes, el monitoreo constante y el reemplde especies en areas que se han destruido

(Fonseca, 1992).
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Figura 1. Anatomia deT. testudinum. Modificado por Phillips (1982).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Epoca y lugar de muestreo

Se realizaron dos muestreos durante esta inveistiga&l primer muestreo (M1) fue
en julio 2004 (época de verano) y el segundo meegivi2) fue en diciembre 2004 (época
de invierno). Se delimité un area de estudio d®?3én Playa Buyé en Cabo Rojo, Puerto
Rico (posicion geogréfica de 18° 02' 45.3" N y 62°11.5" W). El area fue dividida en

nueve cuadrantes de 10cada uno (Figura 2).

Figura 2. Area de muestreo, praderas d&. testudinum sumergidas, en Playa Buyé en
Cabo Rojo, P.R.
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En esta area se encontré6 una vasta prader@. destudinumhabitat de peces,
crustaceos, equinodermos y corales, entre otraspradera se ve afectada directamente por
las marejadas y en ocasiones las hojas quedaméotid expuesta a la radiacion solar. El
area también es frecuentada por botes que ancdlectadnente en ella. La temperatura del
agua se mantuvo en 26°C durante ambos muestreas.salinidad (3.2% para ambos

muestreos) se determiné utilizando un refractom@badelo RHS-28).

3.2 Coleccion de muestras

Dos plantas d&. testudinunfueron recolectadas de forma aleatoria de cadadano
los 9 cuadrantes para un total de dieciocho plagtasada muestreo. Las mismas fueron
colectadas junto al sedimento y transportadas helstboratorio en bolsas Ziploc®

conteniendo agua salada para evitar la deshidbatgqgbérdida del contenido intercelular.

3.3 Procesamiento del tejido vegetal

En el laboratorio, las plantas se enjuagaron cama ggptable para eliminar los
sedimentos. Las hojas fueron desprendidas dezlmmas cuidadosamente sin romperlas ya
gue éstas representaban los 6rganos de interéfapaxestigacion. Se escogieron treinta y
seis hojas en total (dos hojas sanas de cada plamaningun tipo de sintomatologia
(manchas foliares, lesiones, zonas cloréticas odtieas). Las hojas fueron esterilizadas
superficialmente utilizando una solucion acuosaigeclorito de sodio al 0.5% (1 min) y
dos enjuagues con agua destilada (1 min cada wnoglgropoésito de eliminar todo tipo de

organismos epifitos asociados al tejido superfiidldonado et al., 2003). Cada hoja se
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secO con papel toalla estéril (Wilson, 1998) y eaaron por separado en platos Petri
estériles grandes (100 x 15mm) rotulados con larimécion de procedencia de cada hoja
(cuadrante, numero de la planta en el cuadranéemero de la hoja por planta).

Las hojas previamente esterilizadas se dividierotres secciones apice (A), centro
(C) y base (B) utilizando tijeras estériles (Fig@)a Cada una de estas porciones se dividio
en 4 fragmentos de aproximadamente Z2nwbteniendo un total de 12 fragmentos/hoja ya
gue en un estudio previo se determind que aumehtadimero de fragmentos por hoja
aumenta la posibilidad de recuperar un mayor nurderespecies endofitas (Gamboa et al.,

2002).
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Figura 3. Secciones de hoja sana de testudinum: apice (A), centro (C) y
base (B).
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3.4Recuperacion de hongos endofitos cultivables

Los cuatro fragmentos de cada seccion se colo@ram mismo plato Petri (100 x
15mm) con agar marino (MA, por sus siglas en indi&slg/1000mL agua destilada) y 2mL
de cloramfenicol/500mL de medio para evitar el icngento de bacterias previo a que éste

solidificara. Los platos se incubaron a 25°C pdfaé o hasta un maximo de un mes.

3.5 ldentificacion de hongos endofitos micelialesiltivables

Al observar crecimiento asociado al tejido procesa# determind si el crecimiento
de los hongos era saprofitico (sobre las hojas)doféico (provienen del interior del tejido
vegetal). Se descartaron los platos que no mostr@ngun crecimiento durante un mes y
los platos que presentaron crecimiento saprofiticos hongos endofitos se sub-cultivaron
en platos Petri pequefios (60 x 15mm) con MA y saharon a 25°C por 7 dias o hasta un
maximo de un mes. Luego, los cultivos puros seocawbn a temperatura ambiente

expuestos a periodos naturales de luz y oscuridad.

Las colonias obtenidas en cultivo puro se caraasyn macroscopicamente (color
del anverso y reverso, textura, forma, elevaciandados). Para determinar el color de las
colonias se utilizé la guillunsell Soil Color Char{U.S. Soil Conservation Service, 2000).
A partir de estos cultivos puros, se prepararonacasmnhimedas (Riddell, 1950), las cuales
se incubaron a 26 por 7 dias. Siluego del periodo de incubacid@mezimiento no resultd
abundante, se incubaron por 7 dias adicionalesesigmi a periodos naturales de luz y

oscuridad. Luego del periodo de incubacion se wanon los cubreobjetos, se colocaron
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sobre laminillas con una gota de lactofenol y fuesellados con esmalte transpargrdea
preservar las preparaciones (Kern y Blevins, 19%8ra la caracterizacion microscépica, se

utilizaron laminillas de las camaras humedas yiédtas de preparaciones semipermanentes.

Para promover la esporulacion de algunos de losfiens] éstos se transfirieron a
otros medios de cultivo: agar de papa y dextrosRA(Ppor sus siglas en inglés;
39¢/1,000mL agua destilada), agar de avena (OAspsrsiglas en inglés; 72.59/1,000mL
agua destilada), agar de esporulacion (segun Jdadwards, 1991), agar de extracto de
malta (MEA, por sus siglas en inglés; 33.69/1,000agua destilada), agar de papa y
sacarosdsegun Booth, 1971)Para la identificacion de especies Renicillium se utilizé
agar de extracto de levadura Czapek (CYA por sgiassien inglés), agar de extracto de
malta y agar de nitrato de glicerol al 25% (G25N s siglas en inglés) segun el protocolo
descrito por Pitt (1985). La identificacién de esps deAspergillusse logré utilizando
CYA, MEA y agar de extracto de levadura Czapek 20% sacarosa (CY20S por sus siglas
en inglés) segun el protocolo descrito por KlichPigt (1988). En algunos casos fue
necesario hacer nuevamente camaras humedas wldizestos medios de cultivo. Las
colonias en los diferentes medios de cultivo fuefaiografiadas utilizando una camara

digital Olympus C4040.
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3.6 Microscopia

Para facilitar la identificacion microscopica seilizdron varios microscopios:
disponibles en el Centro de Microscopia del Dep@tao de Biologia, Universidad de
Puerto Rico, Recinto Universitario de Mayaguez.n @Goayuda del microscopio compuesto
de luz (Nikon Alphapot YS), microscopio compuestquipado con Optica Nomarski
(Olympus BH-2), microscopio de contraste de faséyrPus CX41l) se documentaron
caracteristicas morfologicas de los aislados. Bacamentar detalles superficiales se utilizo

un microscopio electronico de rastreo (MER), JESMX»B410 LV.

3.7 Claves taxondmicas

Se utilizaron diversas claves taxonOmicas paradentificacion de los hongos
endofitos miceliales cultivables recuperados. demtificacion de los organismos a género se
hizo de acuerdo a la clave de Barnett y Hunter {L98Se utilizaron claves taxondmicas
especificas para llevar la identificacion de esmedeAspergillus (Klich y Pitt, 1988),
Penicillium (Pitt, 1985),Curvularia (Sivanesan, 1987)Cladosporium(Ellis, 1971;Boyd,

1993),Fusarium(Booth, 1971) yBotrytis (Ellis, 1971).

3.8 Andlisis estadistico de los datos

Con los datos recopilados en esta investigaciéoakrilaron las tasas de infeccién

total, por época (por muestreo) y por seccion de. hta tasa de infeccion (%) se obtuvo
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dividiendo el numero de fragmentos de hojas conimiento endofitico entre la cantidad
total de fragmentos utilizados (Espola, 2005; Wi|sb998). Se calculé la tasa de infeccidn
total (fragmentos infectados/864)pr cada muestreo (fragmentos infectados/432), ry po
seccion de la hoja (fragmentos infectados/288)s lasultados fueron evaluados a su vez
con la prueba de Chiy®) con un nivel de confianza 95% para demostrapsitasas de
infeccion fueron independientes del muestreo cadsetcion de la hoja (Espola, 2005). Se
calculo, ademas, la frecuencia relativa de los hongos dwodofniceliales cultivables
recuperados (numero de veces que se aislo la eAptadi de hongos aislados cultivables),
por muestreo y por seccion de tejido muestreade.utlizaron los programas InfoStat ®

version estudiantil 2006 y Microsoft Excel ® 200& @ realizar el analisis.
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4. RESULTADOS

4.1 Tasas de infeccién total y por muestreo

Durante los dos muestreos se procesaron un tot86depedazos de las hojas e
testudinunresultando infectados con hongos endofitos séldeSéllos. Esto represento una tasa
de infeccion total de 7.64% (Tabla 1). Las tasasteccion por muestreo fueron de 6.48% para
muestreo 1 (época de verano) y de 8.80% para reoedt(época de invierno) (Tabla 1). Los
resultados para la tasa de infeccion indicaron louigo una mayor frecuencia de pedazos
infectados para el muestreo 2 y la pruebg’dmostré que los valores son independientes de la

época del afio estudiadg € 1.52, p = 0.2184, gl = 1).

4.2 Tasa de infeccién por seccion del tejido muestido

De cada seccion de la hoja (apice, centro y basebtvieron 288 pedazos (muestreo 1
y 2). Para la seccién del apice, 25 pedazos miostmfeccion con hongos endofitos obteniendo
una tasa de infeccién total de 8.68%. En la sacd& centro, 19 de los pedazos contenian
hongos endofitos, para un 6.60% de tasa de infed¢otdl. Por ultimo, en la seccion de la base,
22 de los pedazos fueron infectados para una ®safetcion de 7.64% (Tabla 1; Figura 4).
Estadisticamente, la tasa de infeccién no depeadk skccién de la hoja estudiaga=(3.20,

p = 0.2023, gl = 2).
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Tabla 1. Hongos endofitos aislados y tasa de infeccion paion de la hoja y por muestreo.

Muestreo Seccion de Numero de Pedazos de hoja *T|
hoja aislados* procesados (%)
M1 Base 6 144 4.17
Centro 10 144 6.94
Apice 12 144 8.33
Total M1 28 432 6.48
M2 Base 16 144 11.11
Centro 9 144 6.25
Apice 13 144 9.03
Total M2 38 432 8.80
M1 + M2 Base 22 288 7.64
Centro 19 288 6.60
Apice 25 288 8.68
Total M1 + M2 66 864 7.64

* Incluye hongos endofitos miceliales cultivablesoycultivables.
**T| = tasa de infeccion
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Figura 4. Tasa de infeccion por seccién de tejidm¢ubado en cada muestreo (barra azul
M1y barra roja M2).

4.3 Hongos endofitos miceliales cultivables recuperado

Sesenta y seis hongos endofitos fueron recuperadpsrtir de los 864 pedazos
procesados (Tabla 1). De éstos, cuarenta y siét@%) fueron identificados de acuerdo a sus
caracteristicas microscoépicas y estructuras deodepcion (denominados como cultivables) y
los diecinueve restantes (28.8%) no fueron cultesabn los medios de cultivo utilizados, por lo
tanto no se consideraron para efectos de desanipoodfoldgica. Se identificaron 7 géneros y 1
morfotipo. La frecuencia relativa de los hongoddditos miceliales cultivables por género se
resume en la Tabla 2. Para ambos muestreos elogdominante fueAspergillus.En menor

frecuencia se aisl@ladosporiunmsp., Botrytissp., Curvulariasp.,Acremoniunsp.y Penicillium
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sp.en el primer muestreo @urvularia sp., Cladosporiumsp., Fusariumsp., Acremoniunsp. y

el morfotipo 1 en el segundo muestreo. Dentr@dakroAspergillusse identificaron 3 especies
diferentesA. fumigatus, A. flavus y A. ustukn el muestreo 1, las frecuencias relativasstiese
especies fueron 0.14, 0.36 y 0.07, respectivamemfe.fumigatusfue la Unica especie de
Aspergillus aislada en el segundo muestreo (0.48}ladosporium cladosporioide§0.07),
Curvularia brachyspora0.07) y Penicillium janthinellum(0.07) fueron especies aisladas del
primer muestreo Zladosporium oxysporui®.15), Curvularia brachyspora(0.15),Curvularia

pallesceng0.15)fueronaisladas del segundo muestreo (Figura 5).
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Tabla 2. Frecuencia relativa de géneros y morfotipaislados durante los muestreos.

Frecuencia relativa

Géneros M1 M2
Botrytissp. 0.07 0.00
Cladosporiunsp. 0.14 0.15
Acremoniunsp. 0.07 0.03
Fusariumsp. 0.00 0.12
Penicilliumsp. 0.07 0.00
Curvulariasp. 0.07 0.18
Aspergillussp. 0.57 0.48
Morfotipo 1 0.00 0.03
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Morfotipo 1
Aspergillus fumigatus
Aspergillus flavus
Aspergillus ustus
Curvularia brachyspora
Curvularia pallescens
Penicillium janthinellum
Fusarium sp.
Acremonium sp.
Cladosporium oxysporum
Cladosporium cladosporioide
Cladosporium sp.1
Botrytis spp. |

Especies identificadas

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Frecuencia relativa

Figura 5. Frecuencia relativa de las especies idéitadas en ambos muestreos (barra azul
M1y barra roja M2).
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4.4 Caracterizacion de los hongos endofitos micelés cultivables aislados

La identificacion de las especies de los hongosofind aislados se llevd a cabo
utilizando las claves taxondmicas previamente nogracias. Aquellos hongos endofitos que no
coincidieron con las caracteristicas descritasasnclaves para su identificacion hasta especie

fueron nombrados solamente por el género.

Botrytis sp. Micheli ex Fries

En MA se observo una colonia de textura polvorddanca en el anverso y amarillo
palido al reverso. En agar de esporulacion, sergbsuna colonia amarillo palido en el anverso
y el reverso de color amarillo al centro con undeocamarillo rojizo y con textura granulose
micelio hialino septado se diferencian conidi6fotualinos, delgados, lisos y ramificados
irregularmente en la parte superior. Se observammdias hialinas, unicelulares, lisas, de
formas ovoides, subesféricas a esféricas (Figura B3te género incluye muchas especies
patégenas de plantas (Ellis, 1971). Seria conaania aplicacion de técnicas moleculares para

facilitar la identificacion a nivel de especie.
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Figura 6. Caracteristicas morfolégicas déotrytis sp. (A-B) anverso y reverso de la colonia
en agar de esporulacion; (C-D) conidias (en Nomarslg MER, respectivamente);
(E) conidioforo y conidias (MER).
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Cladosporium sp. Link ex Gray de Hoog

En MA se observé una colonia gris-marrén oscuranalerso y gris-marrén bien oscuro
al reverso, de textura lanosa. El micelio es dewad septado y se diferencia para producir
conidiéforos marron, lisos, no ramificados o ragatios en la region apical. Se observaron
ramoconidias y conidias en cadenas o solitarias,caler marron, ovoides, esféricas a
subesféricas, con cicatrices basales en los ex#reigas o equinuladas, unicelulares a

multicelulares, 2-7 x 2-g¢m (Figura 7).

Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries

En MA, la colonia present6 un color gris oscurocahtro con bordes blancos en el
anverso Yy al reverso con un centro gris-marrénrascon bordes blancos, de textura lanosa. En
agar de esporulacién, la colonia se torné gris rescan borde blanco al anverso y negro con
borde blanco al reverso. En medios de cultivodsokl crecimiento de la colonia fue lento,
pobre vy dificil de subcultivar. Sin embargo, etdoade extracto de malta el crecimiento fue
rapido y abundante. Se observaron conidioforas lisolor marron a verde oliva, de 28-380
de largo x 2-6um de ancho. Las ramoconidias aseptadas de colwém@e hasta 3Qum de
largo x 2-5um de ancho) presentaron una superficie lisa. riehie de las conidias color marrén
aseptadas, ramificadas en cadenas, en forma de, loedextura lisa, fue mayormente entre 3-7

X 2-4um (Figura 8).
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Figura 7. Caracteristicas morfolégicas deCladosporium sp. (A-B) anverso y reverso de la
colonia creciendo a partir de un pedazo dé&. testudinum en MA; (C) conidias en

cadenas (Nomarski); (D) conidias con cicatrices bakes en los extremos (MER);
(E) conglomerado de conidias (MER).
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Figura 8. Caracteristicas morfologicas d€ladosporium cladosporioides.(A-B) anverso y
reverso de la colonia creciendo a partir de un peda deT. testudinum en MA;
(C) conidioforo con ramoconidias y conidias (MER);(D) conidias y ramo-
conidias (Nomarski); (E) conidi6foro con ramoconidas y conidias (Nomarski);
(F) ramoconidia sujetando las conidias (MER).
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Cladosporium oxysporum Berk & M.A. Curtis.

En MA, la colonia de textura lanosa present6 umrcgtis oscuro al anverso y negro al
reverso. Se observaron conidiéforos lisos, nodasmer marron, de hasta 5Qén de largo x 3-
5 um de ancho. Las ramoconidias de superficie lieptagas, de color marrén, alcanzaron un
tamafnode hasta 30um de largo x 2-um de ancho. Las conidias de color marron aseptadas
ramificadas en cadenas, en forma de limon a sulEsgéy textura lisa, midieron de 5-30 x 3-6

um (Figura 9).

Acremonium sp. Corda

En MA, la colonia se torn6 blanca al anverso y diogpalido al reverso. En OA, la colonia
crecié en forma puntiforme, de color blanca al aswecon un reverso amarillo. Del micelio
hialino septado surgen conidioforos y fidlidos delgs, hialinos, mayormente simples. Las
conidias conocidas como fialosporas son hialinaslaolas, unicelulares, regularmente se
encuentran agregadas en una gota pegajosa, @gen2de largo x 1-3um de ancho (Figura 10).
Seria conveniente la aplicacion de técnicas maeeslpara facilitar su identificacion a especie
ya que muchas de las caracteristicas morfologiceseptadas por este género son similares a

otros géneros (Bacon y Hill, 1985).
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Figura 9. Caracteristicas morfologicas dé€ladosporium oxysporum. (A-B) anverso y
reverso de la colonia en MA; (C) conidias y ramocadia (Nomarski); (D)
conidias en cadenas (MER); (E) conidioforo, ramocadias y
conidias (Nomarski).
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Figura 10. Caracteristicas morfologicas décremonium sp. (A-B) anverso y reverso de la
colonia en PDA; (C) conidi6foro (contraste de fasgfD) conidias en cadenas
(contraste de fase); (E) agregados de conidias (Narski); (F) micelio
emergiendo del tejido vegetal (MER).
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Fusarium sp. Link

En OA, la colonia se tornd color blanco al anveysoojizo al reverso coriextura
algodonosa y abundante, en algunas ocasiones predugados amarillo palido. En PSA, la
colonia se tornd blanca al anverso y amarillo pééitireverso, de crecimiento abundante, con un
didmetro de 50-60 mm a los 4 dias de incubacidéagu® Booth (1971), este aislado podria
asociarse a la espedte oxysporuma excepcion de la caracteristica del reverso @eltmia la
cual no produjo pigmentos violeta. Del miceliolina septado surgen conidiéforos delgados,
simples, hialinos, cortos, finalizando en fidlidoresenta conidias hialinas de dos tipos:
macroconidias y microconidias. Las macroconidissydn poco abundantes, levemente curvas
(en forma de canoas), de paredes finas, mayornwmt@-5 células, con ambos extremos
puntiagudos uno mas fino que el otro, de 15-30Bx.81. Las microconidias fueron abundantes,

ovoides, unicelulares, de 5-15 x 243 (Figura 11).
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Figura 11. Caracteristicas morfoldgicas d&usarium sp. (A-B) anverso y reverso de la
colonia en OA; (C) macroconidias y microconidias (Nmarski); (D) conidioforo
(MER); (E) conidioforos y microconidias (contrastede fase).
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Penicillium janthinellum Biourge

En agar de esporulacion, la colonia se torné deolor gris verdoso oscuro al anverso y
amarillo marron al reverso. En CYA, la coloniatemé blanca al anverso con exudados color
rosa, su reverso amarillo, de forma arrugada yoreacimiento denso, el diametro promedio fue
de 36 mm. En G25N, la colonia presento en el aaven color blanco en el centro con bordes
gris y al reverso un color amarillo, crecimientep@bundante, con un diametro promedio de 15
mm. Presentd crecimiento a 37°C, de colonias btaat anverso y amarillas al reverso, con
diametro 20-25 mm y produccion de exudados amardio CYA. No presentd crecimiento a
5°C. Del micelio septado hialino surgen conidiéfobiverticilados, de textura lisos, delgados,
de pared fina y delicada, de 3047t de largo. Los fialidos (7-11m de largo) surgen a partir
de métulas. Se observaron conidias esféricasglutaces, con paredes rugosas, formando

cadenas, con diametro de 2.2-@r0 (Figura 12) (Pitt, 1985).
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Figura 12. Caracteristicas morfolégicas dePenicillium janthinellum. (A) anverso de la
colonia en CYA con exudado; (B) anverso de la col@en agar de esporulacion;
(C) conidioforo, métulas, fialidos y conidias (Nomaski); (D) detalle de las
conidias (MER); (E) conidioforo con conidias en caghas (MER).
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Curvularia pallescens (Tsuda & Ueyama) Sivanesan

En MA, la colonia se torné en el anverso gris atidn bordes blancos y al reverso gris
oscuro con bordes gris, de crecimiento lento y mimedante. En PDA, la colonia se torno gris
oscuro al anverso con un reverso negro. El crecitoifue abundante, rapido y de textura
algodonosa sin formacién de estroma. El miceliptes marron que se diferencié en
conidiéforos marrén, de textura lisa. Se obsenmvaroroconidias con 3 septas transversales (4
células) marrén palido, lisas, con un hilo no pbetante, de rectas a levemente curvas, 17-32 x

7-12um (Figura 13) (Sivenesan, 1987).

Curvularia brachyspora Boedijn

En MA, la colonia se torno en el anverso gris cordbs blancos y al reverso gris oscuro
con bordes gris, de crecimiento lento y poco abatedaEn PDA, la colonia se tornd gris oscuro
al anverso con un reverso negro. El crecimientcatbundante y de textura algodonosa. En OA,
la colonia se tornd gris oscuro con micelio aéleamaerso y al reverso color negro. Se observo
formacion de estroma cilindrico y color negro. betelio septado marrén surgen conidiéforos
de color marrén y textura lisa. Se observaron ganimlias formando ramilletes en el apice de
los conidiéforos, con textura lisa, con un hiloprotuberante, levemente curvas, de 20-26 x 10-
14 um. Las poroconidias poseen 3 septas transver@aldulas), con el septo central ubicado
en la regidn mas ancha de la conidia y mayormesd® grueso y oscuro que los demas septos.
Cada célula ubicada en los extremos de la conios@g un color marrén palido y las células

intermedias poseen un color marrén (Figura 14)gi$gan, 1987).
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Figura 13. Caracteristicas morfoldgicas d€urvularia pallescens. (A) anverso de la colonia
en OA; (B-C) conidia con tubo germinativo (contrast de fase y de luz,
respectivamente); (D) detalle de las conidias (Nomski).
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Figura 14. Caracteristicas morfologicas deCurvularia brachyspora. (A) anverso de la
colonia en PDA; (B) conidioforo y conidias (Nomarsl; (C) detalles de las
conidias (Nomarski); (D) estroma marrén bajo microgopia de luz.
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Aspergillusustus (Bain.) Thom & Church

En MA, la colonia de crecimiento puntiforme se tomarron al anverso y en el reverso
marrén oscuro. En CYA, la colonia se tornd gris tordes blancos al anverso y amarillo al
reverso, con un diametro promedio de 38 mm. Serwebda produccién de exudado incoloro y
de pigmento soluble amarillo. En MEA, la colon&ternd blanca al anverso y amarillo al
reverso, con un diametro de 36 mm. Presentd cremion a 37°C con diametro de
aproximadamente 25 mm. Se observaron conidiofeies200 x 4-7um) con paredes lisas y
color marron y vesiculas organizadas en forma co&ung biseriadas con métulas (4-6 x gm)
y fidlidos (5-8 x 2.5-4im). Las conidias son esféricas, marron palido,dia@metros entre 3-4.5
um y paredes rugosas. Se detect6 la presencidudascBlille con forma irregular (Figura 15)

(Klich y Pitt, 1988).

Aspergillus fumigatus Fres.

En MA, la colonia de crecimiento puntiforme se tomris marron oscuro al anverso-
reverso. En CYA y MEA, la colonia se torné grisaaverso-reverso, con un diametro promedio
de 49 mm en CYA y de 64 mm en MEA. Presento crieritn abundante a 37°C y a 45°C con
didmetros entre 60-70 mm. De los conidiéforos {200 x 5-11um) con paredes lisas y color
marron palido se diferencian las vesiculas orgalaigaen forma columnar y uniseriadas. Los
fidlidos de 5-9 x 2-3um, ubicados en forma paralela, se observaron dasaétad o hasta dos
terceras partes de la vesicula. Conidias globasascolor verde palido, con diametros entre 2-

3.5um y paredes lisas a levemente rugosas surgen fiélides (Figura 16) (Klich y Pitt, 1988).

© Selimar Malavé-Vega, 2006, tesis MS, UPR/RUM



42

Figura 15. Caracteristicas morfolégicas déspergillus ustus. (A) anverso de la colonia en
MA; (B) anverso de la colonia en PDA; (C-D) conidiforos y conidias (Nomarski
y MER, respectivamente); (E) conidioforos emergienaldel tejido vegetal (MER).

© Selimar Malavé-Vega, 2006, tesis MS, UPR/RUM



43

Figura 16. Caracteristicas morfologicas déspergillus fumigatus. (A) anverso de la colonia
en MA; (B) anverso de la colonia en PDA; (C-D) codioforo, fidlidos y conidias
(Nomarski y MER, respectivamente); (E) detalle deds conidias (MER); (F)
conidioforos emergiendo del tejido vegetal (MER).
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Aspergillusflavus Link

En MA, la colonia puntiforme se torn6 marrén-veadigo oscuro al anverso-reverso. En
CYA, la colonia se tornd blanca al anverso y arwangialido al reverso, con un diametro
promedio de 51 mm, de textura lanosa y crecimiahtmdante. En CY20S, la colonia creci6 de
color blanco con tonos gris verdosos al anversmgrilo al reverso, con diametro promedio de
64 mm. En MEA, la colonia se torn6 blanca con dioaal anverso y amarillo al reverso, con
un diametro de 55 mm. Present6 crecimiento a 8@fCdiametro de aproximadamente 55 mm.
No produjo esclerocios. De los conidioforos (4@0-8m de largo) hialinos con paredes rugosas
se diferencian las vesiculas esféricas organizasadorma radiada, en ciertas ocasiones
uniseriadas y en otras biseriadas. De las métida&16 x 4-Qum y fidlidos de 7-12 x 3-him
surgen conidias globosas, de color verde palido,paredes rugosas y didmetros entre 36

(Figura 17) (Klich y Pitt, 1988).

Morfotipo 1

En MA, la colonia se torné negra con bordes grisuas en el anverso y reverso, de
textura algodonosa. En OA, se observo una colalgadonosa de color gris oscuro. Del
micelio tabicado, de color marron palido surgenidias redondas, de color marrén palido, de 2-

4 um (Figura 18).
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Figura 17. Caracteristicas morfolégicas déspergillus flavus. (A) anverso de la colonia en
CYA; (B) anverso de la colonia en CY20S; (C) conidforo y conidias (Nomarski);
(D) detalle de las conidias (MER); (E) conidi6forgy conidias (MER).
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Figura 20. Caracteristicas morfologicas del morfopo 1 (A) anverso de la colonia en MA,;
(B) anverso de la colonia en OA; (C-D) conidiéforoy conidias (Nomarski); (E)
conidiéforo (MER); (F) conidias (MER).
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5. DISCUSION

5.1 Tasas de infeccion total y por muestreo

En este estudio se confirmé la presencia de hoagadsfitos miceliales em. testudinum
con una tasa de infeccion total de 7.64%. La ths@nfeccion fue de 6.48% para el primer
muestreo (época de verano) y 8.80% para el segundstreo (época de invierndisto implica
gue para la época de invierno hubo mayor incideteinongos endofitos miceliales que para la
época de verano a pesar que no se registré unardifa en temperatura al comparar ambos
muestreos. En contraste, en el estudio de Wil888) se aisl6 mayor nimero de endofitos en
el muestreo de verano asociandose a las altas fatm@es del agua en Bermuda durante esa
época. Segun Wilson (1998) la temperatura le pacakendofito un ambiente propicio para su
desarrollo y crecimiento. En un estudio realizado la planta medicinalzadirachta indicease
demostré que la presencia de endofitos puede \dgj@ndiendo las estaciones del afio y que es
afectada por las condiciones ambientales y tipood@edero donde se encuentran (Johnson et al.,
2005). La prueba dg® demostréd que la tasa de infeccién para nuestrdadess no esta

influenciada por la época deica

5.2 Tasas de infeccion por seccion del tejido muesado

El propésito de seccionar las hojas sanas fuepgmater comparar los endofitos aislados a
través de toda la hoja. Las tasas de infeccidl pair seccion de hoja fueron 8.68% para el
apice, 7.64% para base y 6.60% para el centro,ramat que los hongos endofitos no tienen

preferencia por una seccién de la hoja en especifiRetrini et al. (1982) seccionaron las hojas
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en discos encontrando que no siempre los enddgtaban distribuidos en toda la hoja. De
igual manera, se han examinado diferentes secctkshoja determinando la presencia de una
flora endofitica diversa a través de toda la hBgy(nan et al., 1997; Gamboa y Bayman, 2001).
Segun Bayman et al. (1997) y Gamboa y Bayman (20013 especie endofita no presenta
especificidad por una seccion de la hoja en pdatic Sin embargo, Ragazzi et al. (2001)
encontraron una variacion en la frecuencia de h®raislados para las diferentes secciones
(hojas, capullos y ramas) de la pla@taercus cerrissiendo las ramas la seccion con el mayor
numero de endofitos. Por otro lado, Cannon y Simsr({@002) calcularon una tasa de infeccion
mayor en la seccion del apice en especies de plantaoCarapa guianensis, Jacarandp.,
Manilkara bidentata, Mora excelsaentre otras. Estadisticamente, el nimero de hongos

endofitos aislados dE. testudinuniue independiente de la seccién de la hoja.
5.3 Hongos endofitos miceliales cultivables recupadlos

Siete géneros y un morfotipo de hongos endofitesofu aislados de hojas sanasTde
testudinum Las especies identificadas fuerdwspergillus fumigatus(38.3%), Curvularia
brachyspora(12.8%),Aspergillus flavug10.6%),Cladosporium oxysporurfl0.6%),Fusarium
sp. (8.5%),Acremoniumsp. (4.3%),Cladosporiumsp. (2.1%) Cladosporium cladosporioides
(2.1%),Curvularia pallescen§2.1%),Penicillium janthinellum(2.1%),Aspergillus ustu$2.1%),
Botrytis sp. (2.1%) y el morfotipo no identificado (2.1%)kEstos endofitos son especies de
hongos terrestres que fueron capaces de desaeolar ambientes marinos. Wilson (1998) y
Holler et al. (2000) denominaron a estos hongasstes capaces de desarrollarse en ambientes
marinos como hongos marinos facultativos. Sin egdjaen este estudio no se logré aislar

ninguna especie endofita exclusiva de ambientemasarsimilar a los aislados del mangle negro,
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Avicennia marina,en la region de Pakistan (Mehdi y Saifullah, 1998n hierbas marinas
(Halodule bermudensis, Syringodium filiforme y Btudinun) de Bermuda se aislaron un total
de once especies de hongos endofitos (nueve esgediestres y dos especies marinas). Las
especies terrestrézenicillium sclerotiorum, Penicillium chermesinuikspergillus granulosus,
Aspergillus nigery las especies marinaSporobolomyces holsaticus Tridentaria carvora
fueron recuperadas de testudinumen mayor incidencia, predominando las especiesstees
(Wilson, 1998). En praderas de testudinumen Cabo Rojo se aislaron a su vez especies
diversas de hongos endofitos, todas de caractestess, tales comspergillussp., Aspergillus
carneus, Aspergillus flaviceps, Aspergillus nivdRenicilliumsp.,Acremoniunsp.y Nigrospora

sp. (Maldonado et al., 2003). Sin embargo, en truesstudio se aislaron otras especies de
Aspergillusy Penicillumdel mismo hospedero. La diferencia entre espeemgperadas podria
estar asociada a la localizacion especifica del deemuestreo y a los factores asociados a la
pradera como cantidad de luz, profundidad, edddslplantas, entre otros.

Inicialmente muchos de estos hongos terrestres @pEmplo Alternaria alternata,
Cladosporium cladosporioides, Aspergillsis.y Penicilliumsp.) se consideraban contaminantes
o epifitos (Petrini, 1986) aunque en muchos deektsidios realizados se han aislado como
endofitos de diversas plantas. Muchas de las ispendofiticas del presente estudio
(Aspergillus flavus, Botrytis sp., Curvularia sp., Cladosporium sp., Cladosporium
cladosporioides, Acremoniusp., Penicillium janthinellum, Fusariurep.) han sido recuperadas
a su vez de otras plantas como la rosa, el caBuslyptus globulus, Rubus parviflorys
Quercus cerris(Ragazzi et al., 2001; Salgado y Cerero, 2005; &arayasna et al., 2005;).

Penicillium janthinellunfue aislado de frutos délelia azedarachdonde se descubrié que éste
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tiene la habilidad de producir compuestos bioastivamn propiedades antimicrobiales e
insecticidas (Do Rosario et al., 2005). Esto odnigerir uno de los roles dRenicillium
janthinellumen la proteccion dé&. testudinunsu hospedero contra la invasion de patdgenos. La
diversidad de metabolitos secundarios esta comdonzarser investigada para determinar su rol
profilactico en la planta y en un futuro su benefe nivel farmacéutico.

Curvularia sp. ha sido un género aislado del tejido internbajas de arboles tropicales
en P.R. (Gamboa y Bayman, 2001Gurvularia lunata y C. eragrostidien ocasiones actuan
como fitopatdgenos de cultivo agricolas como guirn@atano, arroz y maiz (Urdaneta et al.,
2002). Sin embargo, las espedi@agvularia pallesceny C. brachyspordueron aisladas deé.
testudinumcomo endofitos. Se ha determinado Quevularia pallescengroduce metabolitos
con actividad antiviral contra el herpes (Lemoalgt1999). Debido a la diversidad de plantas a
las cualesCurvularia sp. se asocia endofiticamente podriamos espeauar no hay
especificidad por un hospedero en particular.

Aspergillus fumigatus, Aspergillus ustug Cladosporium oxysporumfueron
especificamente aisladas de testudinum. Aspergillus fumigatusfue aislado en ambos
muestreos con mayor frecuencia en el muestreo @aumo habia sido reportado como endofito
anteriormente. Esta especie se desarrolla a ditsréemperaturas (12-57°C), ha sido reportado
como patégeno de humanos y animales, es resportsabdécosis sistémicas, dafios del pulmoén
y tracto respiratorio y es productor de metabolesundarios con efectos antibioticos y toxicos
(Klich y Pitt, 1988; Ponton et al., 2002Aspergillus ustugsta presente en areas tropicales y
subtropicales y se ha reportado como un patébgenmrtwpsta en pacientes

inmunocomprometidos (Verweij et al., 1999). Essala primera ocasion que se reporta esta
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especie endofita.Cladosporium oxysporuras una especie encontrada en tejidos vegetales en
descomposicion en la regién de los trépicos y asiooes ha sido reportado como patdégeno
oportunista causando micosis subcutaneas (Ellig1)19En este estudio fue aislada de tejido
interno sano dé&. testudinunpor primera ocasién

La pradera del. testudinumpresentd caracteristicas similares como el tipsuido,
diversidad de vegetacion circundante y el estaresgiaias constantemente. Esta fue dividida en
cuadrantes para observar la distribucion de ermdoéitlo largo de ella desde la orilla hasta 30m
de distancia. Los primeros cuadrantes estabanexgisestos a la radiacion solar y a poca
profundidad en comparaciéon con los demas cuadranfepesar de esto, no se obtuvieron
especies endofiticas especificas a un cuadranparticular. Las especies aisladas estuvieron
distribuidas entre los nueve cuadrantes, o segecsperaron endofitos de todos los cuadrantes
en ambos muestreosAspergillus fumigatugue la especie predominante en este estudio y se
recuperd en cada uno de los 9 cuadrantes. Sedgdmi PE91), las comunidades endofiticas de
una misma especie creciendo en la misma regioropgeneral son similares aunque si existe
diferencia de la distribucion de las especies déipedo la edad del tejido muestreado. Sin
embargo, en este estudio no se puede comparastiducion de endofitos de acuerdo a la edad
de las hojas dé&. testudinunya que este factor no fue evaluado.

Muchas especies endofiticas son capaces de prodoawpuestos antibidticos y
metabolitos secundarios contra bacteria y plagasi{® 1991). Estos metabolitos secundarios
tienen un rol en el fortalecimiento y evolucionlde hierbas donde se encuentran. Segun Faeth
(2002), los hongos endofitos son simbiontes quanctma barrera de defensa en su hospedero

contra los enemigos naturales de éste (Faeth, 2@¥ha postulado que el efecto terapéutico de
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Azadirachta indicaplanta medicinal en la India conocida comeem, puede estar asociado a la
secrecion de metabolitos secundarios por sus espeadofitasAspergillus flavus, A. niger,
Fusarium oxysporum, Curvularigp. y Penicillium sp. (Johnson et al., 2005)Aspergillus
fumigatus A. ustusA. flavus Penicillium janthinellumAcremoniunsp., entre otras podrian ser
especies endofiticas que proveen un sistema dasde8d . testudinum.Se sugiere estudiar en
mas detalle el efecto de estas especies endoféichstestudinunpara determinar su beneficio

para la hierba marina.
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6. CONCLUSIONES

% Se logré determinar por primera vez la distribucéstacional de hongos endofitos
cultivables asociado al tejido interno sano de$dgl. testudinunen Puerto Rico.

% Las especiesAspergillus flavus, Botrytissp., Curvularia sp., Cladosporium sp,
Cladosporium cladosporioides, Acremonigm, Penicillium janthinellumy Fusarium
sp.habian sido reportadas como endofitos de otrasgsiapero por primera vez aisladas
deT. testudinum

« Aspergillus fumigatus, A. ustysCladosporium oxysporuise reportaron como especies
endofitas por primera vez.

% La prueba de Chidemostr6 que la micoflora endofitica es indepentdiele la época del

afo y del area de tejido muestreado
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7. RECOMENDACIONES

% Comparar la presencia de hongos endofitos en kajass dd. testudinunde diferentes
praderas ubicadas en Puerto Rico.

% Aislar hongos endofitos de otras hierbas marinaa geterminar si hay especificidad por
alguna de ellas en particular.

+ Realizar estudios sobre la interaccion de los heregalofitos eff. testudinum

« Determinar el rol de los endofitos €ntestudinum

+«+ Aplicar técnicas moleculares junto con las técnicadicionales para la identificacion de
los hongos endofitos aislados @etestudinuny de aquellos que no logren esporular en
los medios de cultivo.

% Continuar los estudios sobre la produccién de castog bioactivos a partir de los
hongos endofitos aislados dE testudinumy determinar si tienen algun efecto
antimicrobial.

% Incorporar estudios sobre la microflora existemd etestudinuntapaz de interaccionar

con los hongos endofitos en el tejido.
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APENDICE A

Pradera deThalassia testudinum
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APENDICE B

Hongos endofitos aislados

|.  Numero de hongos endofitos aislados (cultivablesnp cultivables) por muestreo.

Pedazos de hojas Numero de hongos No
Muestreo Procesados aislados Cultivables cultivalde
M1 432 28 14 14
M2 432 38 33 5
M1 + M2 864 66 47 19

Il. Especies de hongos endofitos miceliales cultivkes aislados por muestreo.

Especies / morfotipo Numero de aislados % especies
aislados M1 M2 recuperadas
Botrytissp. 1 0 2.1
Cladosporiumnsp. 1 0 2.1
Cladosporium oxysporum 0 5 10.6
Cladosporium cladosporioides 1 0 2.1
Acremoniunsp. 1 1 4.3
Fusariumsp. 0 4 8.5
Penicillium janthinellum 1 0 2.1
Curvularia pallescens 0 1 2.1
Curvularia brachyspora 1 5 12.8
Aspergillus ustus 1 0 2.1
Aspergillus flavus 5 0 10.6
Aspergillus fumigatus 2 16 38.3
Morfotipo 1 0 1 2.1
Total de hongos clasificados 14 33 100.0
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APENDICE C

Analisis estadistico de los datos

Resultados de las prueba de Chpara las frecuencias de infeccién por época del afygpor
seccion de la hoja.

. Prueba de Chf para la infeccién por época de afio (verano M1 e iferno M2)

Tabl as de contingenci a
Frecuencias: infeccion por muestreo/época total (ve rano + invierno)

Frecuencias absolutas

Muestreo 1 Total
1 28 42.42
2 38 57.58

Total 66 100.00

Frecuencias relativas al total

Muestreo 1 Total
1 0.42 0.42
2 0.58 0.58

Total 1.00 1.00

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado Pearson 152 1 0.2184
Chi Cuadrado MV-G2 152 1 0.2175

Coef.Conting.Cramer 0.15
Coef.Conting.Pearson 0.15

Il. Prueba de Chi*para la infeccién por seccién de la hoja de formaotal (M1 + M2)

Tabl as de contingenci a
Frecuencias: pedazos infectados
Frecuencias absolutas

En columnas:Fraccion

Muestreo apice base centro Total
1 12 6 10 28
2 13 16 9 38
Total 25 22 19 66
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Frecuencias relativas al total
En columnas:Fraccion

Muestreo apice base centro Total

1 0.180.09 0.15 0.42

2 0.200.24 0.14 0.58

Total 0.380.33 0.29 1.00
Estadistico Valor gl p

Chi Cuadrado Pearson 3.20 2 0.2023

Chi Cuadrado MV-G2 3.29 2 0.1932

Coef.Conting.Cramer 0.16
Coef.Conting.Pearson 0.21
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APENDICE D

Definiciones de términogadaptado de Ulloa y Hanlin 2000)

biseriado- arreglado en dos series o filas. Earalg especies despergillus;la vesicula
es biseriada cuando contiene una fila de métutpsde de una fila de fidlidos sujetando

las conidias.

. biverticilado- ramificado en dos niveles; por ejémpon métulas y fidlidos como en los

conidioforos ddPenicillium

3. catenulado- formando cadenas.

4. conidioforo- hifa simple o ramificada, la cual esorfplégica o fisiologicamente

9.

diferenciada de las hifas sométicas para produsijgtar las conidias.

endofito- hongo o bacteria que vive en el inteder tejidos vegetales sin demostrar

signos internos.

estroma- masa compacta de hifa somaticas.

exudado- cualquier liquido o fluido que sale daside algunos hongos y se acumula en
gotas de diferentes formas de acuerdo a las espga@endiciones del medio donde se

desarrollan.

fitopatdgeno- organismo capaz de causar una endacng@esions, sintomas y signos) en

tejidos vegetales.

hilo- cicatriz o marca en las esporas, indica umtgpde union con el conidioforo.

10. halle cells-células de pared gruesa con hueco angosto de fotenealado o terminal.

11.patdégeno- organismo capaz de causar una enfermedad.

12.poroconidia- espora de reproduccion asexual queig@a de un poro en la pared de una

célula conididgena o de otra poroespora.

13.ramoconidias- ramificacion apical o intercalada dehidioforo del cual se pegan las

conidias.

14.simbiosis- dos 0 mas organismos viviendo en corasncuales se benefician el uno del

otro.

15.tubo germinativo- hifa corta que surge de una esparante la germinacion, la cual en

condiciones favorables puede desarrollarse comtifma&xtensa.
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