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RESUMEN

Las plantas forman asociaciones simbidticas con hongos que viven, en forma
qguiescente, dentro de los tejidos sanos del hospedante, estos hongos se
denominan enddfitos. El término, que proviene del siglo XIX, ha evolucionado
notablemente, a medida que se fueron teniendo en cuenta las asociaciones con
distintas partes de las plantas y las modalidades de asociacion con sus
hospederos (Carroll 1986; 1988). Las interacciones entre los hongos endofitos y
la planta hospedera pueden variar desde mutualistas a patdgenos latentes que
s6lo producen sintomas cuando las condiciones ecoldgicas y fisioldgicas
favorecen su virulencia. Se ha demostrado que aislamientos de especies endofitas
poseen la capacidad de producir metabolitos secundarios con varios tipos de
bioactividad tales como antifungicos, antibidticos, antivirales, antioxidantes entre
otros. El proposito de este trabajo fue el aislamiento, identificacion y
caracterizacion de los endofitos presentes en plantas nativas Myrrhinium
atropurpureum (palo de fierro), Myrcianthes cisplatensis (guayabo colorado) y
Eugenia uruguayensis (guayabo blanco) ampliamente distribuidas en nuestro
pais. Ademas se evaluaron las diferentes funciones que pueden cumplir los
hongos enddfitos, como degradadores de biomasa vegetal, como potenciales
patdgenos de plantas e insectos, y también como antagonistas microbianos
capaces de producir metabolitos de interés como antibiéticos o antifingicos de
baja toxicidad. Los resultados mostraron que las especies de hongos aisladas con
mayor frecuencia pertenecen al grupo Ascomycetes y son endofitos tipicos que ya
han sido aislados de numerosas plantas, incluso de otras Myrtaceae nativas (Acca
sellowiana, Blepharocalyx salicifolius y Myrceugenia glaucescens). Se observaron
diferencias en los ensambles fangicos de las tres especies de plantas estudiadas,
separandose fundamentalmente la comunidad endofitica de E. uruguayensis. Por
el contrario, los Organos y tejidos no tuvieron un efecto significativo sobre la
composicion de la comunidad de enddfitos, excepto en M. atropurpureun donde se
observo diferencia en la composicion de la comunidad endofitica de hojas y

ramas. La mayoria de los aislamientos endofiticos presentaron una buena



capacidad degradadora de los componentes estructurales de los vegetales,
confirmando que los hongos endofitos son capaces de pasar a un estilo de vida
saprofitica. Muy pocos aislamientos podrian ser considerados patdégenos latentes
en base a la capacidad de producir metabolitos fitotoxicos y pectinasas,
destacandose los aislamientos Nigrospora sphaerica 113 y Xylaria sp. 120.
Algunos otros pertenecen al género Phomopsis y fueron aislados principalmente
de E. uruguayensis. Este aspecto es importante considerando que algunas plantas
nativas podrian ser un reservorio de patdgenos que pudieran afectar a las
plantaciones forestales de Myrtaceae. Se encontraron especies fangicas capaces
de producir metabolitos con actividad antimicrobiana frente a patdgenos, y a su
vez con toxicidad leve o no toxicos, confirmando que los hongos enddfitos de las
Myrtaceae nativas pueden ser una fuente de metabolitos secundarios con algun
tipo de bioactividad. Metarhizium anisopliae, hongo entomopatégeno endéfito en
xilema de E.uruguayensis presentd una buena capacidad para infectar y matar
hormigas. Este organismo es comunmente utilizado para el control biologico de
insectos plaga. La presencia de especies con capacidad antagonica frente a
microorganismos y de entomopatdégenos dentro de la comunidad de hongos
endofitos, es importante para la seleccion de cepas antagonistas aplicables en el
control biolégico de enfermedades y plagas.

Es necesario continuar con el estudio de los hongos enddfitos en mas especies de
plantas nativas, para poder determinar si realmente existe preferencia de los
hongos por: especies de plantas, 6rganos o tejidos y concluir con mayor
profundidad sobre la funcion ecoldgica de los enddfitos.

Es necesario tambien profundizar en el estudio de los metabolitos e identificar
cuales son los compuestos con bioactividad presentes en los extractos fungicos.
También es importante continuar con la evaluacion de la capacidad
entomopatogénica de la cepa de M. anisopliae frente a otros insectos

considerados plaga.



1. INTRODUCCION

1.1. Algunas caracteristicas bioldgicas de los hong 0S

Los hongos son organismos eucariotas cuyas formas vegetativas son
extremadamente diversas yendo desde las méas simples formadas por una sola
célula como las levaduras a estructuras filamentosas mucho mas complejas y
diferenciadas. En cuanto a su modo de nutricion, son organismos heteroétrofos y
obtienen los nutrientes por absorcion. Se reproducen sexual o asexualmente por
medio de esporas. La unidad estructural de los hongos es la hifa, una estructura
filamentosa cilindrica cuyo crecimiento es estrictamente apical, proliferando a
través del sustrato en forma penetrante e invasiva. El protoplasma fungico esta
rodeado de una pared celular externa compuesta por quitina y glucanos; la pared
fungica le da forma a la hifa, provee proteccion osmdtica y fisica, influye sobre el
flujo de materiales y regula su incorporacion hacia el interior de la célula
(permeabilidad selectiva). Junto con la membrana plasmatica y el espacio
periplasmico funciona en el reconocimiento ceélula-célula no solamente en las
interacciones entre hongos sino también entre hongo y plantas o animales
potencialmente simbiontes; es una interfase activa entre el organismo y el medio
externo (Steinberg 2007). Puede contener proteinas adhesivas que permiten la
union de las hifas formando estructuras macroscopicas complejas, por e€j.
rizomorfos o cordones micelianos. La pared puede ser hialina o contener
pigmentos como la melanina que le dan proteccion a la hifa frente a las
radiaciones UV. El desarrollo de la pared en los hongos es una condicion critica
para su crecimiento y sobrevivencia en distintos medios. Las hifas pueden estar
mas o menos ramificadas y pueden presentar septos, producidos a intervalos mas
0 menos regulares delimitando compartimentos que no son estancos puesto que
los poros presentes en los septos permiten el pasaje de citoplasma y organelos
manteniendo una continuidad en el protoplasma fungico. La complejidad de los
poros depende del grupo de hongos. Los nutrientes se pueden relocalizar

desplazandose en direcciones opuestas. En las partes mas viejas los septos estan



obturados aislando las partes senescentes o en via de degeneracion, de las partes
activas. El conjunto de hifas que forma el talo fungico se denomina micelio y su
estructura y organizacion caracteristica hace que estos organismos puedan
explotar un amplio rango de habitats en forma exitosa. La colonizacion del sustrato
ocurre por la extension y ramificacion radial de las hifas que provienen de la
germinacion de una espora. Dado que el crecimiento hifal tiene lugar en el &pice,
las porciones terminales son, en consecuencia, donde se efectlan las actividades
esenciales de sintesis. La porcion apical se caracteriza por la presencia de
numerosas vesiculas citoplasmaticas que contienen las enzimas y los precursores
de la sintesis de nuevos biopolimeros. El citoesqueleto de los hongos esta
distribuido fundamentalmente en forma longitudinal a lo largo de la hifa y juega un
papel importante en el crecimiento hifal y en el transporte de organelos. La estrecha
asociacion de los microtubulos con vesiculas sugiere que funcionan como un
sistema de transporte que las moviliza hacia los apices hifales.

Los microfilamentos de actina, asociados con la membrana plasmatica apical,
participarian también en el proceso de crecimiento. EIl Spitzenkdrper es una
estructura compleja dominada por microvesiculas organizadas alrededor de un
centro formado por una red de microfilamentos, contiene también ribosomas,
microtdbulos y filasomas (vesiculas asociadas con material filamentoso). Es un
centro organizador de vesiculas relacionado con la morfogénesis hifal. Las
vesiculas almacenadas en el Spintzerkorper determinan el crecimiento hifal por
exocitosis controlada. Las fuerzas citoplasmaticas que se pueden generar por
presion de turgor y la dindmica del citosqueleto empuja al apice flexible hacia
delante (Steinberg 2007).

En las porciones mas viejas, pero aun activas del micelio, es donde se producen

los metabolitos secundarios tales como antibidticos y micotoxinas.



1.2. Grupos tréficos y endofitos

Los hongos pueden desarrollarse en todos los habitat donde exista materia
organica formando grupos ecologicos diferentes pero solapados, asociados con
varios recursos. De acuerdo al comportamiento nutricional los hongos cumplen
distintos roles en el ecosistema: los saprotrofos se desarrollan sobre materia
organica muerta, son los principales descomponedores de los componentes
estructurales de las plantas y muy importantes en el reciclaje de nutrientes. Otros
se especializan en atacar e infectar organismos vivos tales como los necroétrofos
gue pueden infectar el huésped ocasionando la muerte de las células mediante la
produccion de toxinas nutriendose luego saprotréficamente y provocan
podredumbres blandas y cancros. Los biétrofos se desarrollan en intimo contacto
con células vivas de un hospedante, pueden ser simbiontes mutualistas
(micorrizas, liguenes), parasitos (provocando dafio al hospedante), pueden ser
epifitos (colonizan la superficie de los 6rganos vegetales) o endéfitos, es decir
que colonizan los tejidos vivos internos de plantas sin causarles ningun efecto
negativo inmediato (Isaac 1992).

Las asociaciones simbidticas entre hongos y organismos fotosintetizadores son
muy antiguas y ubicuas, comprendiendo interacciones que van desde el
mutualismo hasta el antagonismo, la mayoria de las investigaciones han estado
enfocadas hacia los hongos patégenos de plantas y a los simbiontes de la
rizosfera tales como los hongos micorrizicos. En contraste, la diversidad y
composicion de especies, la relevancia ecoldgica y la importancia evolutiva de los
diversos y abundantes hongos que existen en la filosfera no han sido establecidas
para la mayoria de las asociaciones planta-hongo (Arnold & Lewis 2005).

El término endofito se conoce desde el siglo XIX y se usoé inicialmente para
agrupar aquellos hongos que viven dentro de las plantas (Léveillé 1846; de Bary
1866). El significado de este término ha variado acorde con el avance del
conocimiento en este campo. Carroll (1986) los define como organismos que viven
asintomaticamente dentro de tejidos aéreos vegetales vivos, excluyendo los

hongos patdgenos y las micorrizas. Sin embargo, el término puede agrupar tanto



hongos sapréfitos como hongos patégenos latentes los cuales pueden producir
sintomas sobre su hospedero cuando el tejido en el que habitan se debilita o se
torna senescente (Petrini 1991).

Wilson (1995) considera a los organismos endofitos como hongos o bacterias que
durante parte o todo su ciclo de vida invaden tejidos vegetales vivos y causan
infecciones asintomaticas completamente dentro del tejido vegetal; esto excluye
las asociaciones micorrizicas e incluye hongos con fases latentes antes del
periodo de infeccion y hongos que son patdégenos conocidos pero que no
expresan sintoma en los tejidos. El término podria extenderse para incluir otros
grupos tales como protozoarios y nematodos que viven dentro de los tejidos
vegetales siempre y cuando sean asintométicos (Gamboa y Bayman 2001). Stone
et al.(2000) los definen como microbios que colonizan los tejidos vivos internos de
plantas sin causarles ningun efecto negativo inmediato pudiendo ocupar miles de
nichos dnicos (plantas) que crecen en distintos ambientes (Strobel et al. 2005).
Las bacterias y los hongos son los microorganismos mas comunmente
encontrados como endofitos siendo los hongos los mas frecuentes.

Algunos micélogos comenzaron a emplear el término endofito sélo para referirse a
aguellos hongos que colonizan una planta sin causar sintomas visibles de
enfermedad en un momento especifico (Petrini 1991, Wilson 1995, Stone et al.
2000), es decir, el término se refiere Unicamente al estado del hongo en el
momento de la deteccidn sin atender el estado futuro de la interaccion (Schulz &
Boyle 2005). Otros autores (Mostert et al. 2000) se refieren como “enddfitos
verdaderos™ a aquéllos cuya colonizacion "nunca’ resulta en sintomas visibles de
enfermedad.

Todas las plantas terrestres pueden ser hospederos de al menos un hongo
endofito (Petrini 1986; Rodrigues 1996), inclusive se han aislado endéfitos de
plantas acuaticas (Stone et al. 2000). Cualquier érgano de la planta puede ser
colonizado y las interacciones con la planta hospedera pueden variar desde
mutualistas (Redman et al. 2002) a comensales cripticos (Deckert et al. 2001) o a

virulentos patdégenos latentes (Schulz et al. 1998).



Brundrett (2004) distingue las interacciones micorrizicas de las endofiticas debido
a que las micorrizas presentan una alta sincronizacién entre la planta y el
desarrollo del hongo y la transferencia de nutrientes ocurre en interfaces
especializadas.

Los hongos enddfitos histéricamente se han separado en dos grandes grupos: los
endofitos de gramineas (Clavicipitaceos) y los endofitos de otras plantas (No
clavicipitaceos).

Los enddfitos de gramineas forman un grupo de organismos fuertemente
relacionados, con adaptaciones y requerimientos ecoldgicos diferentes de los
otros grupos de endofitos (Petrini 1996). Estos pertenecen a los géneros de
Ascomycetes, Epichloe y Balansia y sus anamorfos Neotypodium y Ephelis
respectivamente. Debido a su impacto ecologico y econémico, éstas son las
interacciones endofiticas mejor estudiadas. Los hongos endofitos de las
gramineas crecen sistémicamente, raramente en forma epicuticular o
intracelularmente dentro de todos los érganos de las partes aéreas y las semillas,
resultando en una transmision vertical del enddfito por medio de las semillas.

Estos hongos producen un grupo muy diverso de metabolitos secundarios entre
ellos alcaloides toxicos para insectos tales como peramina y lolina, y alcaloides
toxicos para vertebrados como lolitrem B y ergovalina (Schardl 2001). Si bien la
mayoria de los metabolitos son de origen fungico existe evidencia de la interaccion
biosintética hongo-planta.

Los beneficios primarios de esta relacion son para el hongo de tipo nutricional y de
proteccidon contra el stress abidtico por ejemplo la desecacién (Bacon & Hill 1996)
y también frente a la competencia con los organismos epifitos (White et al. 2000).
Mientras que la ventaja de la interaccion para la planta es la proteccidon contra la
herbivoria debido a la produccion de alcaloides toxicos. Ademas los endofitos
pueden activar la defensa del hospedero provocando resistencia inducida
(Bultman & Murphy 2000).

Los enddfitos de otras plantas  en contraste con los endofitos de gramineas son
diversos, tanto filogenéticamente como en sus estrategias de vida. La mayoria de

esos hongos pertenecen a los Ascomycetes y han sido aislados de todos los



organos de casi todas las plantas estudiadas (Petrinil991, Schulz et al. 1993,
Stone el al. 2000). Los hongos pueden infectar por medio de estructuras
especializadas como apresorios y haustorios como lo hace Discula umbrinella
(Berk. & Broome) M. Morelet, (Stone et al. 1994), penetrar directamente a través
de la pared celular como Rhabdocline parkeri Sherwood, J.K. Stone & G.C. Carroll
(Stone 1987), o entrar por los estomas y cémara subestomatica como
Phaeosphaeria junicola (Rehm) L. Holm. (Cabral et al. 1993). La colonizacion
puede ser inter o intracelular, localizada o sistémica. En este grupo de endofitos se
encuentran hongos capaces de ocupar en forma criptica los tejidos de plantas y no
ser agresivos, no causando enfermedad, pueden ser patdégenos latentes o
mutualistas. La transmision de estos hongos enddfitos se da mediante la
dispersion de esporas, también conocida como transmision horizontal, que ocurre
en la mayoria de los casos predominando en plantas lefiosas (Carroll 1990). El
estado de la interaccion entre el hongo enddfito y el hospedero es transitorio y la
estabilidad o la variabilidad de la interaccién asintomatica depende de numerosos
factores como el estado de desarrollo de la planta hospedera (tejidos jévenes o
senescentes), de las caracteristicas del hongo (virulencia) y de la respuesta
defensiva de la planta. Estas interacciones dependen de los factores ambientales
gue influyen sobre la plasticidad fenotipica de ambos, es decir, sobre la variacién
intra-individuo, bajo la doble influencia de los genes y el ambiente (West-Eberhard
2003), haciendo que el comportamiento de los endoéfitos sea flexible y tengan
varias opciones: infeccion, latencia, colonizacion local, virulencia y saprofitismo.
Por lo tanto la interaccion planta-hongo enddfito depende de un “balance de
antagonismos” (Schulz & Boyle 2005), donde hay al menos un grado de virulencia
por parte del hongo, que hace posible la colonizacidn y el acceso a los nutrientes,
y una respuesta defensiva de la planta limitando la colonizacion fungica tal como

aparece en el esquema siguiente (Figura 1).
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Figura 1. Factores que afectan la interaccion planta-hongo (Tomado de Schulz &
Boyle 2005)

La interaccién entre endéfito-hospedero puede considerarse de “antagonismo
balanceado” y no excluye la posibilidad de que el endéfito pueda tener una funcién
benéfica en su hospedero, por ejemplo, mediante la induccion de metabolitos de
defensa potencialmente activos frente a patdégenos, por la secrecion de
fitohormonas, o mediante el incremento de la actividad metabdlica de la planta.
Algunos endofitos se muestran como los “Maestros en Plasticidad Fenotipica”,
pudiendo infectar como un patdgeno , colonizar cripticamente los tejidos como
endofito en forma neutra o mutualista y finalmente desarrollarse y esporular como
saprofito.

Estudios realizados, que van desde la gendmica comparativa a la genética
molecular y a la biologia celular, indican que hay una superposicion considerable
entre los grupos de hongos saprotrofos y patégenos pero las diferencias
esenciales, que son requisitos para la virulencia de los hongos fitopatdgenos,

permanece elusiva (Dickman 2007).



1.3. Coevolucion Planta-Hongo

El registro fésil indica que las plantas han estado asociadas con hongos endofitos
y micorrizicos hace mas de 400 millones de afos, periodo en que las plantas
colonizaron la tierra, teniendo un papel importante en el pasaje evolutivo del agua
a la tierra (Rodriguez et al. 2009).

La divergencia entre angiospermas y gimnospermas se estima que ocurrid hace
300 Ma segun datos moleculares (Schneider et al. 2004). Los Ascomycetes:
Diaportales y Helotiales se estima que divergieron en el mismo momento (Berbee
& Taylor 2001; James et al. 2006) (Figura 2). A partir de alli, los hongos en las
coniferas (gimnospermas) evolucionaron a los Helotiales y en las angiospermas a
los Diaportales. Es decir, los hongos dominantes han coevolucionado con sus
hospederos por mas de 300 Ma.

Los Ascomycetes bitunicados (Dothideales, Pleosporales y Mycosphaerellales), y
las Xylariales, pueden estar presentes como endéfitos dominantes en ambas,
angiospermas y gimnospermas. Los Ascomycetes “bitunicados” probablemente
divergieron hace mas de 300 Ma a partir de un antecesor comun a los Helotiales y
Diaporthales, consecuentemente antes de la divergencia de gimnospermas y
angiospermas siendo ésta una posible razén de la ocurrencia de Ascomycetes
bitunicados como endoéfitos dominantes en ambos grupos de plantas (Sieber
2007).
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Figura 2 . Comparacion de arboles genealdgicos de 6rdenes de Ascomycetes enddfitos y
las familias de plantas hospederas. Se Indica la coincidencia entre la divergencia de
Gimnospermas y Angiospermas y la divergencia de Diaporthales y Helotiales.

Tomado de Sieber 2007.
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1.4. Clases de hongos enddfitos

Los hongos endofitos fueron clasificados en cuatro clases por Rodriguez et al.
(2009); tomando en cuenta el rango de hospederos, los tejidos colonizados, el tipo
de colonizacion en la planta, la biodiversidad, el tipo de transmision y los
beneficios que le otorgan a la planta (Tabla 1).

Clase 1: ocurren tipicamente dentro de los tallos de gramineas donde producen
infecciones sistémicas intercelulares (Bischoff & White 2005; Rodriguez et al.
2008). Muchos de ellos otorgan a sus huéspedes resistencia frente a la herbivoria
por parte de insectos y mamiferos (Clay 1990; White 1987), asi como también
mecanismos que permiten tolerar distintos tipos de estrés tanto abidticos como
bidticos (Arechavaleta et al. 1989; Malinowski & Belesky 2000). Presentan
transmision vertical, pasando de una generacion a la siguiente a través de las
semillas.

Clase 2: comprende especies pertenecientes fundamentalmente a Ascomycetes vy
unos pocos representantes de Basidiomycetes. Colonizan raices, tallos y hojas a
través de estructuras de infeccion como apresorios y forman infecciones
intercelulares extensivas. Se caracterizan por su rapida emergencia y esporulacion
durante la senescencia del huésped. Algunos confieren tolerancia a ciertos tipos
de estrés bibtico y abidtico (Arnold et al. 2003) y adaptaciones al habitat
(Rodriguez et al. 2008). La transmision ocurre por esporas (transmision horizontal)
y via tegumentos de semillas y/o rizomas (transmision vertical).

Clase 3: se encuentran en tejidos aéreos, presentan transmision horizontal (no
manifestando vertical), forman infecciones localizadas, son capaces de conferir
beneficios o costos y tienen alta biodiversidad en las plantas (Rodriguez et al.
2008). Incluye a los hongos asociados a hojas de arboles tropicales (Arnold et al.
2000), como también aquellos asociados a plantas no vasculares, plantas
vasculares sin semillas, coniferas y angiospermas tanto lefiosas como herbaceas.
Estos ademas de ser encontrados en tejidos vegetativos, son encontrados en
tejidos reproductivos (flor y fruto) (Barengo et al. 2000), siendo raramente hallados

en semillas (Arnold et al. 2003). Al igual que la clase 2, la mayoria de los
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miembros de la clase 3 pertenecen a los Dikaryomycota, con una mayor
concentracion de Ascomycetes y pocos Basidiomycetes.

Clase 4: presentan dos caracteristicas fundamentales: son micelios septados
oscuros, melanizados y estan restringidos Unicamente a las raices de las plantas
(Rodriguez et al. 2008). Comprende fundamentalmente hongos Ascomycetes
conidiales o estériles que forman estructuras melanizadas como hifas inter e
intracelulares y también microesclerocios en raices. La transmision es

primordialmente horizontal (Jumpponen & Trappe 1998).

Tabla 1. Criterios utilizados para caracterizar las distintas clases de hongos

endofitos. Tomado y modificado de Rodriguez et al. 2009

Clavicipitaceos No clavicipitaceos

Criterio

Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
~ENEE T estrecho amplio amplio amplio
hospederos P P P
Tejidos . . vastago, raiz y . .

. vastago y rizoma : vastago raiz

colonizados rizoma
Colonizacion en . . - .

extensiva extensiva limitada extensiva
planta
SICSINENEa & baja baja alta desconocida
planta
Transmisién vertical y horizontal ver_t|cal y horizontal horizontal

horizontal

Beneficios NHA NHAy HA NHA NHA

NHA= No adaptacién al habitat: Producen beneficios tales como tolerancia a sequia y aumento de
crecimiento.

HA= Adaptacion de habitat:.. Producen beneficios resultantes de presiones selectivas del habitat. Ej.: pH,
temperatura y salinidad.
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1.5. Comunidades de enddfitos: diversidad y distrib ucién geogréfica de las

especies.

Colectivamente, mas de 100 afios de investigacion sugieren que la mayoria, sino
todas las plantas en ecosistemas naturales son simbidticas con hongos
micorrizicos y/o hongos enddfitos (Petrini 1986).

Existen alrededor de 300 000 especies de plantas y cada una de ellas puede ser
hospedero potencial de uno o mas hongos enddfitos (Strobel et al. 2004). La
mayor parte de ellos no han sido estudiados y por lo tanto es posible, en la medida
gue se continde con la bioprospeccion de enddfitos, encontrar nuevas especies 0
cepas de interés. Solo alrededor de 100 000 especies de endofitos han sido
descriptas (Hawksworth & Rossman 1987) aunque es probable, como han
calculado Dreyfuss & Chapela (1994) que existan alrededor de 1 millébn de
especies de hongos endofitos, por lo que pareceria esperable que los enddfitos
constituyeran una fuente rica y destacable de diversidad genética (Strobel et al.
2004).

La diversidad de especies de los hongos enddfitos clase 3 es usualmente alta,
aun dentro de pequefios volimenes de tejido.

Se ha visto que la composicién de especies endéfitas es muy diferente entre las
zonas templadas y el tropico (Rodrigues y Petrini 1997). Uno de los taxa enddfitos
mas comunes en los tropicos corresponde a la familia Xylariaceae, grupo que
también es comun en las zonas templadas (Petrini et al. 1995) pero como
descomponedores de madera y no como enddfitos. Ademas se ha observado que
la latitud es significativamente determinante de la frecuencia de infeccion de
hongos enddfitos foliares y que existe un gradiente latitudinal tanto en las
infecciones endofiticas, donde la incidencia de infecciones decrece linealmente
desde los tropicos al artico; como en la diversidad de enddfitos la cual decrece
linealmente desde los tropicos hacia los bosques boreales (Arnold & Lutzoni 2007)
(Figura 3).
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Figura 3. Variacion de la riqueza y diversidad de hongos endofitos desde los
bosques boreales a los trépicos. Tomado de Arnold & Lutzoni 2007

1.5.1. Diversidad interespecifica

Se han aislado mas de 120 especies de hongos enddfitos en ramas de Carpinus
caroliniana Walter y aciculas de Abies alba Mill. (Bills & Polishook 1991; Sieber -
Canavesi & Sieber 1993)

En bosques tropicales humedos, méas de 17 especies de endofitos han sido
aisladas de una hoja en segmentos de tejidos de 2 mm? (Gamboa & Bayman
2001) y se detectaron mas de 6 especies en fragmentos de 1,5 cm? de corteza de
tallos de plantas de castafio de 2 afios de edad (Bissegger & Sieber 1994). Carrol

(1995) encontré mas de 4 especies diferentes por acicula de Pseudotsuga
menziesii (Mirb.) Franco.

1.5.2. Diversidad intraespecifica

No sélo la diversidad entre especies, sino también la diversidad intraespecifica (ej.

diversidad genotipica), en pequefios volumenes de tejidos de plantas, puede ser
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alta. Por ejemplo, se han encontrado varios genotipos diferentes de
Lophodermium piceae (Fuckel) Ho6hn. en aciculas de Picea abies (L.) Karst.
(Muller et al. 2001).

1.6. Especificidad o Preferencia

1.6.1. Por hospedero

El término especificidad debe ser reservado para organismos que solo se
desarrollan en un hospedero. Si no es este el caso se habla de preferencia por
hospedero (Carrol 1999).

Cuando existe preferencia por hospedero, la tasa de infeccion es
considerablemente mayor en las plantas hospederas que en las que no lo son.
Cuando las esporas del enddfito se exponen a extractos de tejidos de plantas
hospedantes, éstos inducen su germinacion, no siendo asi con extractos de
otras plantas (Petrini 1996).

La adaptacién estaria en las primeras etapas de la interaccion: reconocimiento
del hospedero y germinacion (Schulz & Boyle 2005).

En la tabla 2 se muestran ejemplos de preferencia por hospedero.

Tabla 2. Ejemplos de preferencia por hospedero

Taxa Planta Referencia bibliografica
Lophodermium spp. Coniferas Deckert et al. (2001)
Chevall.

Discula umbrinella (Berk. [Fagus sylvatica L. Sieber & Hugentobler (1987)

& Broome) M. Morelet

Physalospora vaccinii \Vaccinium oxycoccos L. Schulz et al. (1993)
(Shear) Arx & E. Mill.

1.6.2. Por érganos o tejidos
Tanto en zonas tropicales como templadas, la existencia de especificidad o

preferencia de los hongos endofiticos por determinados tejidos en particular
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permitiria una mejor reparticion del recurso disponible, disminuyendo asi la
competencia entre los endofitos (Gamboa y Gaitan 2006).

La tabla 3 muestra algunos casos de preferencia.

Tabla 3. Ejemplos de preferencia por érganos y tejidos

Taxa Organos Planta Referencia

y tejidos bibliografica
Phyllosticta multicorniculata |Aciculas Abies balsamea L.|(Petrini 1996)
Bissett & M.E. Palm Mill.
Cenangium ferruginosum  |[Extremos de las Pinus uncinata  |(Sieber et al. 1999)
Fr. Lophodermium pinastri |aciculas Ramond ex DC. in
(Schrad.) Chevall. Lam. & DC

Cyclaneusma minus (Butin) [Segmentos medios [Pinus uncinata  |(Sieber et al. 1999)
DiCosmo, Peredo & Minter [de aciculas
Melaconium apiocarpum Corteza de ramas |Alnus spp. Miller [(Fisher & Petrini

Link Cryptosporiopsis sp. 1990)

Bubak & Kabat

Pestalotiopsis cruenta (Syd.)[Corteza y xilema de[Tripterygium (Kumar & Hyde
Steyaert ramitas wilfordii Hook.f.  [2004)

Phomopsis spp. (Sacc.)

Bubak

Phialocephala fortinii C.J.K. |Raiz Quercus spp. L. |(Jumpponen &
Wang & H.E. Wilcox, Trappe 1998)
Phialophora spp. Medlar , (Kowalski & Bartnik
Cryptosporiopsis radicicola 1995)

Kowalski & C. Bartnik

1.7. Relacién con el hospedero

En términos generales, si bien los hongos enddfitos forman con sus hospederos
relaciones simbidticas complejas donde los costos y beneficios son poco
conocidos, en la mayoria de las plantas la presencia de hongos enddfitos es
beneficiosa. Redman et al. (2002) demostraron que los endofitos aumentan la
tolerancia a la salinidad y a la temperatura en plantas de zonas templadas
aumentando asi su potencial para colonizar ambientes extremos.

En cuanto a si los hongos endofitos son “mutualistas” las pruebas son en

muchos casos inconclusas, ya que deberian cumplirse los postulados de Koch, es
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decir que: 1°- la ocurrencia del endofito debe estar asociada al efecto benéfico, 2°-
el enddfito debe ser aislado del tejido en el cual se observa el efecto benéfico y
obtenido en cultivo puro, 3°- el enddfito cultivado debe causar el efecto beneficioso
cuando es reinoculado en una planta libre de enddfito, y 4°- el organismo debe ser
reaislado de la planta experimentalmente infectada. Los estudios que cumplen
completamente los 4 postulados son pocos, ya que es imposible obtener arboles
adultos libres de enddfitos, pero si plantulas y semillas. Arnold et al. (2003)
inocularon hojas de plantulas de Theobroma cacao L. (Malvaceae) libres de
endofitos, con un grupo de hongos endofitos aislados de tejidos asintomaticos
naturalmente infectados y observaron un descenso significativo de necrosis y
mortalidad en las hojas, producida por un virulento patégeno foliar (Phytophthora
sp. de Bary), aumentando por consiguiente la resistencia frente a dicho patégeno.
En la col china (Brassica campestris L.), el hongo Heteroconium chetospira
(Grove) M.B. Ellis , enddfito de raiz, induce resistencia del huésped a patégenos y
suprime completamente la enfermedad producida por el patégeno Plasmodiophora
brassicae Woronin (Usuki et al. 2002). Por otro lado, algunos endofitos como
Trichoderma martiale Samuels, aislado de albura de T. cacao, poseen una
importante capacidad como potencial organismo de control biolégico (Hanada et
al. 2008).

Por el contrario, Costa Pinto et al. (2000) pusieron en evidencia que las
infecciones asintomaticas producidas por dos especies de hongos endofitos
(Colletotrichum musae Arx y Fusarium moniliforme J. Sheld.) llevan a una
reduccion en la capacidad fotosintética en hojas de bananero, mostrando en este

caso un efecto negativo de la infeccién endofitica.

En cuanto a la “patogenicidad” , se ha considerado que algunos enddfitos
mutualistas han evolucionado de hongos patégenos o parasitos (Carroll 1988,
Saikkonen et al. 1998). Segun Sieber 2007, las comunidades de hongos endéfitos
en algunas especies de plantas estan dominadas por hongos que son
considerados patégenos, por ejemplo especies de Apiognomonia, Ophiovalsa,
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Pezicula o Phomopsis. Sin embargo estos “patdogenos” han coevolucionado con
sus hospederos y pueden por ello no ser muy virulentos, y los sintomas producirse
de manera limitada y localizada en algunas ramas y hojas de un arbol.

Muchos de esos hongos patdégenos se introducen porque ellos no causan serios
problemas en su lugar de origen, y algunos incluso pueden ser endofitos en su
hospedante natural. En contraste, cuando un hongo es introducido desde una
localidad muy lejana (por ejemplo, otro continente) encuentra especies de plantas
con las cuales no coevolucioné y por consiguiente no desarrollaron resistencia
contra ese hongo. Consecuentemente el hospedante es altamente susceptible y
algunos de esos organismos pueden ser serios patdégenos y tener efectos
devastadores.

Segun FAO (2004), la cuarentena de las plantas debe incluir el estudio de riesgo
de peste por hongos enddfitos. Sin embargo los patdégenos con alta virulencia muy
raramente son detectados como endéfitos ya que su periodo de latencia es muy
corto. Por otra parte, una alta frecuencia de colonizacion interna de los tejidos
sanos de las plantas es una clara indicacion de baja virulencia de un hongo.

La produccién de enzimas, toxinas y proteinas pueden indicar la virulencia de un
patdégeno en la interaccion con su hospedero.

Las fitotoxinas son en su mayoria metabolitos secundarios de bajo peso molecular
capaces de distorsionar la actividad vital de las células vegetales o causar su
muerte a concentraciones por debajo de 10mM. Diversos organismos son capaces
de producir fitotoxinas, tales como bacterias, plantas, insectos fitofagos y
particularmente los hongos fitopatdgenos son los mas conocidos como
productores de fitotoxinas. Hongos de diversos taxa y grupos ecolégicos son
capaces de producir metabolitos fitotoxicos. El efecto sobre las plantas se expresa
en diferentes sintomas, por ejemplo marchitamiento, supresion del crecimiento,
clorosis, necrosis y manchas en partes aéreas. Dependiendo del papel que
cumplen en la patogenicidad las fitotoxinas se dividen en patotoxinas y
vivotoxinas. Las patotoxinas actian en bajas concentraciones y son un

prerrequisito para la infeccion de las plantas por patdégenos necrétrofos (ejemplo,
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Alternaria spp., Cochliobolus spp., Dreshslera spp). Las cepas mutantes incapaces
de producir patotoxinas pierden la virulencia (Berestetskiy 2008) .

Las vivotoxinas son sintetizadas por patdgenos en los tejidos de las plantas
infectados y cuando alcanzan una concentracion apropiada llevan a la aparicion
de sintomas de enfermedad. Los mutantes de fitopatogenos que no producen
vivotoxinas pueden mantener la virulencia, por ejemplo Leptosphaeria maculans
(Fuckel) Ces. & De Not. incapaz de producir sirodesmina PL (Sock & Hoppe
1999).

Si en los tejidos vivos de una planta se observa algun sintoma, puede concluirse
gue el agente causal forma fitotoxinas, que juegan un papel importante en la

patogénesis (Berestetskiy 2008).

1.8. Presencia de hongos entomopatégenos como enddéf  itos

El interés en el estudio de los hongos enddfitos se ha incrementado debido a que
son ubicuos y presentan una gran diversidad y variedad de funciones (Arnold &
Lutzoni 2007). Algunos hongos endofitos protegen a las plantas hospederas contra
patdégenos y herbivoros, y algunos hongos patdgenos de insectos tradicionalmente
conocidos han sido aislados como enddfitos, incluyendo especies de Acremonium,
Beauveria, Cladosporium, Clonostachys e Isaria (Vega 2008; Vega et al. 2008).

Se han descrito varias funciones para los hongos entomopatdgenos, incluyendo su
presencia como enddfito, antagonistas de enfermedades de plantas, colonizadores
de la rizosfera y promotores del crecimiento de las plantas (Vega et al. 2009).

Los hongos entomopatdogenos poseen un conjunto de mecanismos que les
permiten causar la muerte del insecto hospedero y la asimilacion de materiales,
siendo fundamental la produccién de enzimas y de toxinas. La variacion en la
virulencia de los entomopatdgenos esta relacionada con la produccion de enzimas
gue le permiten penetrar la cuticula del insecto hospedero. Se han realizado
numerosos estudios enfocados a establecer el significado biolégico de enzimas y

toxinas en las interacciones insecto-patégeno (Hajek & St. Leger,1994).
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Es sabido que una limitacion importante para mejorar la produccion agricola son
las pérdidas de rendimiento causadas por insectos, enfermedades y malezas. El
control de los insectos se ha realizado principalmente por insecticidas quimicos
ademas del uso de plantas transgénicas que expresan resistencia a los mismos.
Pero, pese al marcado incremento en el uso de plaguicidas las pérdidas se han
mantenido constantes (Oerke 2006).

Un importante mecanismo para el control de insectos plaga puede ser el uso de
hongos entomopatégenos, presentdndose como una alternativa para mitigar los
efectos adversos sobre el ambiente y obtener productos seguros para el consumo
humano. El estudio de los hongos endéfitos ofrecen también una alternativa en la
busqueda de nuevas cepas de hongos entomopatdgenos efectivas para el control

de insectos considerados plaga.

1.9. Actividad enziméatica de los endofitos: producc ion de enzimas

degradadoras de componentes estructurales de lapla  ntas

El modo de nutricibn que presentan los hongos, ha tenido como resultado la
evolucidn y secrecién de baterias de enzimas que catabolizan polimeros organicos
complejos. Esto, sumado a la diversidad de sustratos que los diferentes grupos
ecoldgicos de hongos son capaces de colonizar, hace que no sea sorprendente
gue el 60% de las enzimas corrientemente usadas en procesos industriales sean
de origen fangico. Dichas enzimas provienen principalmente de 5 géneros:
Aspergillus, Humicola, Penicillium, Rhizopus y Trichoderma (Suryanarayanan et al.
2012). Esto permite pensar que los hongos enddfitos puedan también ser
considerados como una fuente potencial para la obtencién de nuevas enzimas

mas eficientes en procesos de biocatalisis.

Los hongos son los principales descomponedores de restos vegetales, esto es

debido a su capacidad de producir enzimas extracelulares lignoceluloliticas.
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Es de destacar la importancia de los hongos en el ciclo del carbono, estos
cumplen un rol clave en lo que respecta a la re-translocacion de nutrientes y al
desempefio como descomponedores primarios, teniendo un papel central en la
descomposicion de lignina y carbohidratos poliméricos, los cuales son los
componentes mayoritarios de los ecosistemas vegetales (Oses et al. 2006; Osono
2006). Esto se debe a su amplia tolerancia a la acidez y a su capacidad en la
produccion de un alto rango de sistemas enzimaticos (Korkama-Rajala et al.
2008).

La pared celular vegetal esta compuesta principalmente de polisacaridos como
celulosa, hemicelulosa y pectina que estan unidos con proteinas y lignina,
formando una estructura rigida y compleja. Aproximadamente unas 4 x 10° y 0,8 x
10° toneladas de celulosa y lignina respectivamente se producen anualmente en el
planeta tierra, sin embargo no existe una acumulacibn masiva de estos
compuestos, producto de la existencia de hongos y bacterias que degradan tales
componentes (Ortiz 2009).

La degradacién de la biomasa vegetal es un proceso complejo que involucra la
accion sinérgica de un gran numero de enzimas extracelulares (Aro et al.2005).
Tres de las enzimas mas destacables, involucradas en la biodegradacion de tales
compuestos son: celulasas, pectinasas y ligninasas.

También es importante destacar que este gran numero de enzimas producidas por
los hongos, no solo participa en los procesos de reciclaje, sino que también son
factores de virulencia de microorganismos fitopatdogenos, lo cual permite el ingreso
al interior de las plantas por parte de los mismos (Dong et al. 2001).

Una hipoétesis para la funcion de las especies de Xylaria endofitas propone que los
hongos enddfitos estan simplemente esperando que el hospedero comience la
senescencia, momento en el cual puede iniciar la descomposicion de los
materiales de la pared celular (Petrini & Petrini 1985, Whalley 1996). Los hongos
endofitos emplean esta estrategia teniendo una ventaja frente a sus competidores
saprobios por tener asegurado el sustrato antes que comience la descomposicion
(Carrol 1995; Davis et al. 2003).
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Es necesario explorar la funcién de los hongos endofitos colonizadores de
madera, especialmente en los procesos naturales como la biodegradacion de
biomasa vegetal (Hoff et al. 2004; Oses et al. 2008).

1.10. Actividad metabdlica de especies endofitas: p  roduccién de metabolitos

secundarios

Algunas especies de hongos tienen la capacidad de producir metabolitos
secundarios y sustancias insecticidas, antibacteriales, antifingicas y toxicas para
mamiferos (Siegel y Schardl 1991). Considerando que seis de cada 20 de los
medicamentos mas comunmente prescriptos son de origen fangico (Gloer 1997), y
gue solo aproximadamente el 5% de los hongos han sido descriptos (Hawksworth
1991, 2001), los hongos ofrecen un enorme potencial como fuente de nuevos
metabolitos para elaboracion de medicamentos y para usos industriales y
agricolas.

Los hongos endofitos estdn adaptados para permanecer en un ambiente
metabolicamente agresivo, expuestos a las defensas del hospedero (Cabral et al.
1993; Peters et al. 1998; Schulz et al. 1999). La capacidad de permanecer en un
ambiente hostil como son los tejidos vivos, podria explicar el aumento de la
potencial habilidad sintética de compuestos con bioactividad de los enddfitos
(Suryanarayanan et al. 2009). Algunos géneros de hongos aislados comunmente
como enddfitos en numerosas plantas, incluyen especies productoras de una gran
cantidad de nuevos compuestos y son llamadas “especies creativas” (Dreyfuss &
Chapela 1994).

El hecho que la proporcion de nuevos compuestos producidos por endofitos
(51%), es considerablemente mayor que los producidos por aislamientos del suelo
(38%), demuestra que los endofitos pueden ser una buena fuente de nuevos
metabolitos secundarios sugiriendo que esos metabolitos tienen una funcion
importante en la estrategia de vida endofitica (Schulz et al. 2002). Estos hongos

han sido relativamente poco estudiados como fuente potencial de nuevos
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productos naturales. Un paso previo de real importancia es la seleccion de las
plantas para investigar la presencia de enddfitos. Se han propuesto como posibles
criterios de eleccion de plantas aquéllas que habitan ambientes Unicos,
endémicas, con una longevidad inusual, las que son utilizadas por poblaciones
indigenas o plantas que crecen en areas donde existe una gran diversidad o han
sido poco exploradas. El estudio de productos naturales, y de los organismos que
los producen, ofrece una importante oportunidad para la innovacion en el area de
la obtencidon de nuevas drogas y agroquimicos. Los metabolitos secundarios,
definidos como compuestos de bajo peso molecular no requeridos para el
crecimiento en cultivo puro, son producidos como una adaptacion para funciones
especificas en la naturaleza (Demain 1981) y algunos son caracteristicos de
determinados biotopos (Schutz 2001). La busqueda de nuevos compuestos puede
orientarse a microorganismos que habiten biotopos Unicos dado que éstos estan
sujetos a interacciones metabodlicas y ambientales que como consecuencia
podrian producir un nimero mayor de metabolitos.

Los productos naturales, metabolitos derivados de plantas, microorganismos o
animales, fueron utilizados por el hombre hace cientos de afios y algunos de ellos
0 sus derivados aun usados en medicina. Actualmente en China existen 5000
plantas o productos derivados de ellas que forman parte de la farmacopea (Baker
et al. 2000). El ejemplo mas conocido y universalmente utilizado es el acido acetil
salicilico cuyo origen natural es a partir de salicilina que se encuentra en plantas
del género Salix y Populus. Muchas tribus en el Amazonia y otras regiones han
identificado plantas que utilizan para tratar sintomas de varias enfermedades
(Isaacs 2002). Los Mayas ya utilizaban hace 3000 afios los hongos que crecian
sobre los granos de maiz para el tratamiento de problemas intestinales y las
tortillas contaminadas con Penicillium para la curacién de heridas de piel (Buss &
Hayes 2000). Actualmente los compuestos basados en productos naturales tienen
un alto impacto en la medicina moderna dado que el 40% de las drogas que se
utilizan son derivadas de ellos. EI 49% de los productos quimicos nuevos
registrados por la FDA (Food and Drug Administration) son productos naturales o

derivados de ellos (Brewer 2000).
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Desde la publicacion de Stierle et al. (1993) ha habido un incremento sostenido del
numero de patentes estadounidenses donde los hongos endofitos producen
importantes metabolitos con diversa actividad bioldgica (Priti et al. 2009) (Figura
4).

Figura 4. Numero acumulado de patentes estadounidenses otorgadas en hongos
enddfitos productores de metabolitos importantes y que presentan una actividad de

importancia biologica. Tomado de Priti et al.2009
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Estudios recientes sobre metabolitos biolégicamente activos de microorganismos
endofitos presentes en la planta medicinal Ginkgo biloba Engler han mostrado que
cultivos de Colletotrichum sp. contienen flavonas con potentes actividades
anticancerigenas y antioxidantes. También se aislaron nuevos metabolitos
cytotoxicos de Chaetomium globosum Kunze aislado como endoéfito de hojas de
G. biloba (Qin et al. 2009).

A modo de ejemplo, en la tabla 4 se muestran algunos de los numerosos hongos

endofitos, los metabolitos producidos y su actividad.
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Tabla 4. Algunos metabolitos producidos por hongos endofitos

Especie fungica Producto Aislado de Accién Referencias
bibliograficas
Chaetomium Chaetomugilinas Ay D Ginkgo biloba Actividad inhibitoria Qin et al. (2009)
globosum Chaetoglobosinas Ay C frente a Mucor miehei
y Artemia salina
Colletotrichum Acido colletotricico Artemisia Antibacteriano y Zou et al. (2000)
gloeosporiodes mongolica antifungico de

Dreschlera sativa

Cryptosporiosis Criptocandina A Tripterigeum Actividad antifingica Li et al. (2000)
quercina wilfordii (Candida albicans y
Trichophyton,
Sclerotinia
sclerotiorum y Botrytis
cinerea)
Cytonema sp. Acido citonico Ay B. - Antiviral de Guo et al. (2000)
citomegalovirus
Fusarium sp Agente antif(ingico cr Selaginella Potente contra Brady & Clardy
377 pallescens candida albicans (2000)
Muscodor albus; Mezcla de metabolitos Cinnamomum Fungicida Strobel et al.
M. roseus volatiles zeylanicum (2001)
Pestalotiopsis jesteri | Jesterona - Actividad anti- Li & Strobel
Oomycete (2001)
Pestalotiopsis Acido ambuico; Torreya taxifolia | Actividad antifangica Harper et al.
microspora Pestalotiopsinas Ay B Actividad antioxidante | (2001)
Harper et al.
(2003)
Pulici et al.
(1996)
Strobel et al.
(2002)
Phomospis sp. Fomopsicalasina - Actividad antibacterial | Horn et al.
frente a Bacillus (1995)
subtilis, Salmonella
gallinarum y
Staphylococcus
aureus
Taxomyces Taxol Taxus brevifolia Anticancerigeno Stierle et al.
andreanae (1993) Strobel et
al. (2001)
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Xylaria sp.

Xantonas

Glochidion
ferdinandi

Antibacterial frente a
Escherichia coli,

Healy et al.
(2004)

Streptococcus
pneumoniae,
Enterococcus
faecalis,
Pseudomonas
aeruginosa,
Staphylococcus
aureus y antimicética
frente a Candida
albicans

1.11. Plantas neotropicales en Uruguay, relevamient o de hongos endéfitos

En el Uruguay muchas especies que componen los montes nativos ubicados a lo
largo de los rios, en sierras y quebradas son especies neotropicales. La mayor
parte (13%) de las especies arboéreas y arbustivas de la flora uruguaya pertenecen
a la familia Myrtaceae, muchas de estas especies son importantes ya sea por la
produccion de aceites esenciales, por su uso medicinal o por sus productos
maderables.

Legrand (1968) supone correcta la teoria de la inmigracion hacia el sur de la flora
tropical por lo que admite que el mayor flujo de estas poblaciones proviene del
estado de Santa Catalina en Brasil, proviniendo unas pocas especies de las
cuencas del Rio Parana y del Uruguay. Sostiene que el pais puede dividirse en
dos mitades de norte a sur, cuya linea media divisoria va desde la desembocadura
del Rio Negro hasta el norte de la Laguna Merin. A la mitad superior de esta
region la llamé norte, donde encontr6 30 especies, 23 de ellas exclusivas, no
pasando en estado natural su limite austral. En la regidon que llamd sur, que
comprende la cuenca del Rio de la Plata, viven s6lo 7 especies y 1 variedad y
ninguna es exclusiva. Dentro de las especies que pasan el limite del Rio Negro y
llegan hasta la region sur se encuentran Myrrhinium atropurpureum Bent.,
Myrcianthes cisplatensis (Camb.) Berg. y Eugenia uruguayensis Camb. Estas
comunidades de plantas poco estudiadas que se encuentran en el limite de su

distribucion son susceptibles de estar colonizadas por hongos enddfitos, algunos
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de los cuales pueden ser especies nuevas productoras de nuevos productos
naturales.

El conocimiento de los hongos enddfitos en Uruguay es escaso y reciente,
habiéndose iniciado su estudio en Myrtaceae nativas (Bettucci et al. 2004) con el
propésito de conocer posibles fuentes de patégenos de plantaciones comerciales
de Eucalyptus spp. Los estudios de hongos enddfitos en plantas de Eucalyptus
spp., Citrus, Vid, y Pinus spp. (Bettucci & Alonso ,1997; Bettucci et al. 1997; 1999;
2004; Lupo et al. 2001; Simeto et al. 2005) fueron realizados con el propésito de
comparar estas comunidades con las presentes en tejidos lesionados y evaluar la
presencia de patdégenos potenciales, cripticamente ubicados en tejidos activos y la
potencial patogenicidad de alguna de las especies como asi también seleccionar
la capacidad antagonista potencial frente a otras especies fungicas.

Con la experiencia generada a partir de estos estudios, en este trabajo
planteamos iniciar el aislamiento, identificacion y caracterizacién de los grupos de
hongos endofitos que habitan en 3 especies de plantas nativas: Myrrhinium
atropurpureum, Myrcianthes cisplatensis y Eugenia uruguayensis pertenecientes
a la familia Myrtaceae que se distribuyen naturalmente en todo el pais, como una
fuente de diversidad fungica. Evaluar la capacidad de producir enzimas
degradadoras de los componentes estructurales de las plantas y detectar la

capacidad potencial de producir metabolitos con actividad antimicrobiana.

1.12. Caracteristicas de las plantas seleccionadas  para el estudio

Myrrhinium atropurpureum  var. octandrum Bent.

Nombre vulgar: “Palo de Fierro”. Antes Myrrhinium loranthoides (Hook et Arn.)
Burret. Este arbol alcanza los 3-4 metros de altura y presenta corteza persistente
oscura, inerme. El follaje es persistente, de color verde oscuro con hojas simples,
opuestas, eliptico-lanceoladas, de borde integro, glabras, con la nervadura
principal hundida.

La inflorescencia es una cima corimbosa directamente sobre ramas y ramillas

lefiosas. Las flores tienen pétalos carnosos blanco perlados. Los estambres son
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largos de color rojo, muy vistosos. La floracion es a fines de invierno y principio de
primavera. El fruto es una baya ovoide de 5 milimetros de diametro, de color
negro, con persistencia de restos florales. Fructifica en verano y otofio.
Esta planta crece en monte serrano y también en el monte riberefio. Su area de

dispersién es Brasil, Argentina y Uruguay (Brussa & Grela 2007).

N\ (€5
I

Figura 5. Myrrhinium atropurpureum, hojas, flores, frutos y detalle de rama

Myrcianthes cisplatensis (Camb.) Berg .

Nombre vulgar: “Guayabo Colorado”

Este arbol alcanza una altura de 6 metros, posee corteza lisa, castafio rojiza. El
follaje es persistente, las hojas son simples, eliptico lanceoladas, glabras,
coriaceas, de color verde ocuro, brillante en el haz, verde claro en el envés. Las
flores son blanco amarillentas, pequefias, axilares, dispuestas de a tres sobre un
pedunculo comun. La floracion es en verano. El fruto es una baya negra, de 6-10
mm de didmetro, con una o dos semillas. Crece en monte serrano y riberefio.

El area de dispersion es Brasil, Argentina y Uruguay (Brussa & Grela 2007).

A ¥y 2

Figura 6. Myrcianthes cisplatensis, hojas y detalle de tronco
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Eugenia uruguayensis Camb.
Nombre vulgar: “Guayabo Blanco”
Este arbusto en general alcanza entre 3 y 5 m de altura, la copa es densa y la
corteza caduca con maculas tipicas formando manchas a lo largo de tronco. Las
hojas son simples, opuestas, ovales, ovoideo-elipticas hasta largamente elipticas,
subcoriaceas, glabras y el peciolo de mas o0 menos 1 cm. Las flores son blancas,
raramente solitarias en general se disponen en cortas umbelas en las ramitas
lefiosas, cortamente pediceladas. La floracion es en el verano, periodo en el que
también se verifica la maduracion de los frutos. Presenta fruto oblongo o
semipiriforme, 1-1,5 cm de largo que contiene varias semillas.

Crece en montes riberefios. El area de dispersion es Brasil, Argentina, Paraguay y
Uruguay (Brussa & Grela 2007).

Figura 7. Eugenia uruguayensis, hojas y detalle de tronco
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2. HIPOTESIS

En los 6rganos de las especies de plantas ubicadas en regiones neotropicales y
templadas existen diferentes grupos funcionales de hongos enddfitos. Algunas de
estas especies de endofitos presentes en plantas de los bosques nativos del
Uruguay pueden ser especies productoras de nuevos productos naturales.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Examinar y comparar los ensambles fungicos endofiticos presentes en 3 especies
de plantas nativas ampliamente distribuidas en nuestro pais y evaluar las
diferentes funciones que pueden cumplir los hongos enddfitos, como
degradadores de biomasa vegetal, como potenciales patdgenos de plantas e
insectos, y como antagonistas microbianos capaces de producir metabolitos

secundarios con actividad biologica.

3.2. Objetivos especificos:

1) Aislar, identificar y cuantificar las especies de hongos enddfitos presentes en 3

especies de plantas nativas pertenecientes a la familia Myrtaceae.
2) Evaluar la asociacion entre las especies fungicas y las especies de plantas en

las que se encuentran (preferencia por el hospedante), asi como la preferencia por

diferentes 6rganos (hoja o rama) y tejidos (corteza y xilema).
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3) Estudiar la potencial capacidad degradadora de biomasa vegetal de los hongos
endofitos aislados, mediante la evaluacion semicuantitativa de la produccion de

enzimas pectinoliticas, celuloliticas y lignoliticas.
4) Evaluar la produccion de metabolitos fitotoxicos por algunas especies de
hongos enddfitos aislados, pertenecientes a géneros que incluyen hongos

fitopatégenos.

5) Evaluar la capacidad de algunas de las cepas aisladas de producir metabolitos

con potencial actividad antibacteriana y antimicotica.

6) Evaluar la capacidad patogénica de los enddfitos pertenecientes a géneros que

incluyen hongos entomopatégenos conocidos.
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4. MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron especies de plantas nativas pertenecientes a la familia
Myrtaceae, naturalmente distribuidas en todo el territorio Uruguayo en particular en
zonas riparias y de serrania. Se colectaron ramas de Myrrhinium atropurpureum
Bent., Myrcianthes cisplatensis (Camb.) Berg. y Eugenia uruguayensis Camb. en
la zona sur del pais. Los sitios de muestreo fueron Parador Tajes y Parque
Arequita (figura 8).

Las tres especies de plantas seleccionadas para este estudio se encuentran
distribuidas en forma espaciada, pues se encuentran en el limite de su distribucién

geogréfica.

Arequita

Parador Tajes

+

Figura 8 . Sitios de muestreo

4.1. Descripcion del area de estudio

El area de estudio se encuentra en la zona sur del Uruguay, los sitios
seleccionados fueron: la localidad Pardor Tajes y el Parque Nacional Arequita.

Parador Tajes: situado en un parque de 62 hectareas en 34 ° 36'28 "S 56 ° 28'20"

O. Forma parte de los humedales protegidos del rio Santa Lucia en el

Departamento de Canelones . Es un bosque riberefio que ocupa zonas bajas, en

33



el margen del Rio Santa Lucia. Las especies de plantas se distribuyen en franjas
paralelas al curso de agua, desde especies hidrofilas a las xerofilas. Algunas
especies que crecen en los margenes con las raices que estan en contacto directo
con el agua, o en zonas cercanas son Salix humboltiana Willd., Cephalanthus
glabratus (Spreng.) K. Schum, Helianthus sellowianus Mull. Arg., Sebastiania
Commersoniana (Baill.) L.B. Smith, Pouteria salicifolia (Spreng.) Radlk. y Erythrina
crista-galli L. En las zonas alejadas y menos humedas estan presentes Allophylus
edulis (St.Hill.) Radlk., Myrtus communis L., Myrsine parvula (Mez.) Otegui, Scutia
buxifolia Reiss. y Eugenia uruguayensis Cambess., entre otros. Por ultimo, lejos
del rio aparecen especies xerofilas, como Celtis tala Gillies Planch., Berberis
laurina Billb. y Lithraea molleoide (Vell.) Engler. (Brussa & Grela 2007).

Parque Nacional de Arequita: ( 34° 22’ 39” S 55°14’ 17” O), ubicado a unos 11

kilometros al norte de la ciudad de Minas en el departamento de Lavalleja. Es un
area protegida de aproximadamente 950 hectareas administrada en parte por el
Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, por la Intendencia Municipal de
Lavalleja y por los propietarios de las tierras. El sitio se compone de dos cerros de
origen volcéanico, el Cerro Arequita y el Cerro de los Cuervos, separados por un
valle donde pasa el Rio Santa Lucia. Sobresale paisajisticamente el Cerro
Arequita que es una elevacién de unos 230 metros de altura de origen volcanico.
En las laderas del cerro se encuentra un tupido monte serrano donde se pueden
apreciar especies vegetales tipicas de este ambiente, tales como: Scutia buxifolia ,
Schinus molle L., M. atropurpureum , Acacia caven (Mol.) Molina, C. tala , A. edulis

y M. cisplatensis.

4.2. Muestreo

En el monte ripario, de la localidad Parador Tajes, se colectaron ramas y hojas de
Eugenia uruguayensis y en el monte de serrania, del Parque Nacional de Arequita
se colectaron ramas y hojas de Myrrhinium atropurpureum y de Myrcianthes
cisplatensis.

El muestreo se realizé de la misma manera para las 3 especies de plantas.
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Se seleccionaron 5 ejemplares de cada especie, teniendo en cuenta que fueran
arboles sanos. El aspecto saludable de las plantas fue determinante para la
seleccion de las mismas. De cada especie se colectaron 10 ramas sanas de
aproximadamente 1cm de diametro en la parte basal, con hojas asintométicas (2
ramas de cada planta). Se colocaron en bolsas de polietileno para evitar la

desecacion y se transfirieron al laboratorio para su procesamiento.

4.3. Aislamiento de hongos enddfitos

4.3.1. Hojas

Se separaron 10 hojas sanas de cada una de las 10 ramas colectadas para cada
especie, tomando entonces un total de 100 hojas de cada especie de planta.

De cada hoja se separo la lamina del peciolo, y de las laminas se cortaron discos
de 5 mm de diametro con un sacabocado.

Para cada especie de planta se obtuvieron en total 100 segmentos de peciolo y
100 discos de lamina.

4.3.2. Ramas
De cada rama se seccionaron 10 segmentos de aproximadamente 2 x 4 mm,
totalizando de cada especie de planta 100 segmentos. De cada segmento, se

separo la corteza del xilema obteniéndose 100 fragmentos de cada tejido.

4.3.3. Desinfeccion superficial

Todos los segmentos correspondientes a hojas y ramas se desinfectaron
superficialmente con etanol 95% 30 s, hipoclorito de sodio 0,5% 2 min y etanol
70% 2 min (Arnold & Lutzoni 2007). Se enjuagaron con agua destilada estéril y se
quito el exceso de agua colocandolos sobre papel de filtro estéril.

Previo a la incubacion en medio de cultivo se realizé una prueba de desinfeccion
superficial para asegurar que los aislamientos fungicos realmente provengan de
los tejidos internos (Hoffman & Arnold 2007). Para ello se realizaron impresiones

de los diferentes materiales colocando segmentos de los mismos en cajas de Petri
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con medio agar malta 2% durante 20 minutos y luego retirandolos de las cajas de
Petri previo a su incubacion.

4.3.4. Aislamiento de hongos

Se sembraron 100 segmentos de lamina, 100 de peciolo, 100 de corteza y 100 de
xilema, para cada una de las especies de plantas, en cajas de Petri conteniendo
medio de cultivo agar-malta al 2% adicionado con cloranfenicol (25pg mi™) para
impedir el desarrollo de bacterias. Se colocaron 10 discos de cada material por
caja de Petri (Figura 9).

Figura 9. Discos de hojas y segmentos de peciolos sembrados en

cajas de Petri conteniendo medio agar-malta con cloranfenicol

Todas las placas se incubaron en estufa a 25°C. con alternancia de luz-oscuridad.
Se utilizdé la exposicion a luz negra para inducir la esporulaciéon de algunos
cultivos.

Se contaron las colonias de hongos emergentes (figura 10) y aquéllos con las
mismas caracteristicas morfolégicas en cultivo se consideraron como un
morfotipo. Los hongos correspondientes a morfotipos diferentes fueron aislados y

transferidos a tubos para su conservacion y ulterior identificacion.
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Figura 10. Colonias de hongos emergiendo de segmentos de hojas, peciolos y

ramas
4.4. ldentificacion de los hongos aislados

La identificacion de los aislamientos se realizo en base a las caracteristicas micro
y macromorfolégicas, fundamentalmente de las estructuras reproductoras. Las
observaciones se realizaron en forma directa a partir de los materiales inoculados
utilizando lupa estereoscopica, y también mediante microscopia Optica de los
preparados realizados a partir de los cultivos fangicos, tefiidos con colorante azul
de algoddn y lactofenol.

Los cultivos que no esporulaban después de 6 semanas se consideraron micelios
estériles.

Aquéllos aislamientos que no esporularon o que no pudieron identificarse por los
métodos micoldgicos habituales, se identificaron mediante caracteristicas
moleculares comparando las secuencias de ITS (espaciadores de transcripcion
interna especificos del ADNr) ITS1 e ITS2 con la secuencias de la base de datos
del GenBank. En aquellos casos que se encontraron porcentajes de homologias
bajos (< 95%) utilizando secuencias ITS se amplificd ademas parte de la
secuencia del LSU (subunidad grande del ADNr).

El primer paso fue la extraccion del ADN a través de un procedimiento de
extraccion de Lee & Taylor 1990. La amplificacion se realiz6 por PCR utlilizando
primers ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3) e ITS5 (5
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3") especificos para hongos (White et al. 1990)
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En el caso de LSU se utilizaron los primers LROR y LR7 (Vilgalys & Hester 1990).
El programa de amplificacion empleado consistio en un ciclo a 94°C durante 2
minutos, 35 ciclos a 94°C/1 minuto, 42°C/1,5 minutos y 72°C/1,5 minutos y un ciclo
final de extension de 72°C, durante 5 minutos. La confirmacion de los productos de
PCR se llevo a cabo mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%
utilizando como marcador molecular 100 bp DNA Ladder (AXYGEN), y su
correspondiente visualizacion mediante tincion con el colorante GelRed TM
(Biotium) y observacién con un transiluminador de luz ultra violeta (Vilbar

Loumart). Ver la figura 11 a modo de ejemplo.

Figura 11. Gel de agarosa donde se
observan las bandas de ADN amplificado
(secuencias ITS), de diferentes aislamientos
de enddfitos . A la derecha un marcador

molecular (flechas: 600 pb aproximadamente)

Por dltimo, los productos fueron secuenciados en los Laboratorios MACROGEN,
Corea. Dichas secuencias fueron analizadas con el software MEGA 5.0 (Tamura
et al. 2011) y posteriormente se analiz6 su similitud con las secuencias en la base
de datos del GenBank usando BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool),

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.5. Evaluacion de la capacidad degradadora. Produc cion de enzimas

extracelulares

Se evalud la capacidad de los hongos endofitos aislados de producir enzimas
celuloliticas, lignoliticas y pectinoliticas.
Se realiz0 la determinacion semicuantitativa en placa de los 3 complejos

enzimaticos utilizando medios de cultivo solidos especificos.
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4.5.1. Endocelulasas

La capacidad de producir endocelulasas se determino inoculando los hongos en
placas de Petri conteniendo carboximetilcelulosa (CMC) incluida en el medio basal
(Eggins & Pugh 1962). Para cada hongo, se inocularon 3 discos de 8mm
conteniendo micelio por placa de Petri. Se incubaron a 25°C durante 3 dias.
Luego se inundo la superficie del medio de cultivo en la caja de Petri, cubriendo
completamente el micelio crecido a partir de los discos inoculados, con una
solucion del colorante Rojo Congo 0,25% en Tris-HCI 0,1 M pH 8 y se dejo actuar
durante 30 minutos. Se retir0 el colorante y se realizé un lavado con una solucién
de NaCl 0,5M en Tris-HCI 0,1 M pH 8, observandose como resultado positivo para
la produccion de enzimas la presencia de un halo de decoloracién correspondiente
ala degradacion de la celulosa alrededor de la colonia (Paterson & Bridge 1994).
Se midio el diametro del halo alrededor de la colonia (DH) y también el diametro
de crecimiento del micelio (DM). La actividad enzimatica (AE) se calcul6 como el
cociente DH/DM. Los valores mayores que 1 indican que existe una difusién de las
enzimas producidas por el micelio hacia el medio de cultivo, cuanto mayor es la

relacion, mayor es la actividad enzimatica.

4.5.2. Ligninasas

La determinacién en placa se realizd utilizando como sustrato sustituto de la
lignina, el colorante Remazol Brilliant Blue R (RBBR). Los hongos se inocularon
por triplicado en cajas de Petri con medio de cultivo agar malta 2% conteniendo
0.05 % RBBR (Machado et al. 2005). Se incubaron a 25°C durante 15 dias y se
observo la formacion de zonas de decoloracion en el medio debido a la
biodegradacién del colorante. La actividad enzimatica se evalud indicandose como
negativa (-) cuando no se observaba ninguna decoloracién del medio de cultivo, y
como positiva (+) cuando se observaba decoloracion en el medio,

incrementandose desde (+) hasta (++++).
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4.5.3. Pectinasas

La actividad pectinolitica se determind inoculando los hongos por triplicado en
medio de cultivo basal conteniendo pectina como Unica fuente de carbono
(Paterson y Bridge,1994). Se incubaron a 25°C durante 3 dias. Luego se inund¢ la
superficie del medio de cultivo cubriendo completamente las colonias con una
solucién 0,1 % del colorante rojo de Rutenio (Oliveira et al. 2006), el cual tifie la
pectina, se dejo actuar durante 1 hora y se retir0 el exceso de colorante. Luego se
lavd con agua destilada.

Se observo la presencia de halo de decoloracion alrededor de las colonias y se
midi6 el didmetro de los mismos. La actividad enzimatica (AE) se calculd
realizando el cociente entre el diametro del halo de decoloracion (DH) y el

diametro de crecimiento micelial (DM).

4.6. Evaluacion de la produccion de metabolitos fit  otoxicos

Se seleccionaron 29 aislamientos que pertenecen a géneros que se sabe incluyen
cepas fitopatbgenas y también aquellos aislamientos que produjeron
amarillamiento en los segmentos de hojas inoculadas a partir de los cuales
emergieron.

Las extracciones de los metabolitos se realizaron a partir de cultivos puros de los
hongos en cajas de petri con medio agar malta al 2% (Bettucci et al. 2004). La
totalidad del medio de cultivo bajo el micelio se seccioné en cuadriculas mediante
el uso de bisturi estéril. Los fragmentos de agar conteniendo micelio mas los
metabolitos que difundieron a partir del crecimiento micelial, se colocaron en
frascos estériles y se realizaron 3 extracciones mediante adicion del solvente
organico Acetato de Etilo, que al evaporarse, permite obtener un extracto con
metabolitos fungicos. Se colocaron 25 segmentos de 4x4mm, se cubrieron
totalmente con 40ml de acetato de etilo y se dejé 24hs. Luego se retird el acetato
de etilo colectandolo en un vial. Se volvieron a cubrir los fragmentos de agar y

micelio con acetato de etilo y se repitié el procedimiento 3 veces colectando el
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acetato de etilo en el mismo vial. Se dej6 evaporar el sovente colectado
obteniéndose un extracto con metabolitos fungicos.

Una vez obtenidos los extractos se evalud la fitotoxicidad potencial sobre hojas
juveniles de E. uruguayensis. Esta especie fue seleccionada por presentar, en
condiciones de campo, numerosas manchas foliares, indicando que serian
sensibles para realizar los estudios de fitotoxicidad.

Se utilizé la metodologia usada por Assante et al. (2009) para determinar
fitotoxicidad de extractos de Mycosphaerella cryptica (Cooke) Hansf. sobre
Eucalyptus spp. Para ello se realizaron seis perforaciones con una aguja delgada
en la superficie de las hojas a cada lado de la nervadura central. De un lado se
colocaron 10l del extracto fungico a evaluar resuspendido en acetona y del otro
lado se colocaron 10pl de acetona como control. Se realizaron 5 réplicas para
cada extracto fungico. Luego se colocaron en camara humeda durante 20 dias y
se evalud la aparicion de sintomas como manchas (necrosis) en las hojas que
indicaria la presencia de fitotoxinas.

Los resultados se indicaron como (-) cuando no se observé presencia de sintoma
en las hojas (+) cuando se observo un sintoma leve alrededor de las perforaciones
y (++) cuando se observé desarrollo de sintoma en toda la zona de aplicacion del

extracto.

4.7. Evaluacion de la capacidad antagonica. Producc i6n de metabolitos

secundarios con actividad inhibitoria frente a bact erias y hongos.

Se seleccionaron 19 aislamientos  pertenecientes a géneros y especies
previamente conocidos por ser productores de metabolitos bioactivos y que
mostraron algun tipo de actividad antagdnica frente a otros hongos cuando crecian
préximos, en la misma caja de Petri, al emerger de los diferentes 6rganos y tejidos
inoculados. Se tomo6 en cuenta por ejemplo, inhibicion a distancia, detencion del
crecimiento, formacién de barrera en la zona de contacto entre micelios, induccién
a la formacion de estructuras de resistencia y deformaciones en la morfologia de

las hifas.
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Estos aislamientos seleccionados fueron evaluados como potenciales productores
de metabolitos bioactivos.

La extraccidn se realiz6 con acetato de etilo partiendo de cultivos puros en medio
agar malta al 2%, se procedio de la misma manera que se realizé la extraccion de
los metabolitos fitotoxicos.

El efecto antifingico de los extractos se evalud frente a las cepas patdégenas
humanas Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout ATCC 64548 y Aspergillus
fumigatus Fresen. y los fitopatégenos Fusarium oxysporum Schitdl. y
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. y el efecto antibacteriano se
evaluo frente a las bacterias Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers y
Staphylococcus aureus Rosenbach ATCC 6538P y las bacterias fitopatdogenas
Erwinia carotovora Smith y Xanthomonas axonopodis pv. citri (Hasse) Dye 1978.
Para ello se utilizé la metodologia de antibiograma descrita por Baier et al. (1966)
con modificaciones, empleando discos de papel de filtro impregnados con los
extractos fungicos. Para estos ensayos se inocularon en cajas de Petri sobre el
medio agar malta, 100! de una suspension de 10° conidios/ ml de agua destilada
en el caso de los hongos; para las bacterias se inocularon 100ul de una
suspension de 10° células bacterianas/ml de solucién salina en cajas de Petri
conteniendo medio TSA, en ambos casos se esparcieron con un asa de Drigalsky
de manera de obtener una distribucion uniforme formando un tapiz. En estas cajas
de Petri inoculadas con los hongos y las bacterias a evaluar se colocaron sobre el
medio de cultivo discos de papel impregnados con 10ul de los extractos fungicos
resuspendidos en acetona, los cuales previamente se dejaron secar. Luego se
incubaron a 25°C los hongos y a 35°C las bacterias, la formacion de halo de
inhibicion se consider6 como resultado positivo.

Se realizé un control positivo de inhibicién para las bacterias usando discos con
10ul de ampicilina 0,2g/ml y para los hongos se usaron discos con 10ul de
ketoconasol 2%. El control negativo se realizé utilizando discos de papel
impregnados con 10ul de acetona. En todos los casos se midieron los halos de
inhibicion formados, a partir del borde del disco de papel. Todas las evaluaciones

se realizaron por triplicado.
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Por otro lado, se determind la toxicidad de los metabolitos mediante bioensayo
sobre el crustaceo Artemia salina L., sensible a un amplio rango de compuestos
con actividad biolégica de muy diversas estructuras quimicas (Gonzalez et al.
2007). Para ello se colocaron huevos de A. salina en un recipiente con una
solucion estéril de cloruro de sodio 2,4 %, luego se incubaron a 25°C durante 24
horas. Una vez eclosionadas las larvas, se colocaron en placas de cultivo de
células (aprox. 30 larvas por pocillo) en un volumen de 2 ml de solucion estéril de
cloruro de sodio 2,4 %. Luego se adicionaron por separado, 0,1 ml de los extractos
obtenidos de cada uno de los hongos endofitos disueltos en acetona. Se
realizaron 6 réplicas y se utilizé s6lo acetona para el control. Se incubaron durante
24 horas a 25 °C y luego se determiné la mortalidad de las larvas, mediante la
observacion bajo microscopio estereoscépico. Se realiz6 el porcentaje de
mortalidad corregido como el porcentaje de sobrevivientes en el blanco menos el
porcentaje de sobrevivientes en los tratamientos. La toxicidad de los metabolitos
se considerd de acuerdo con el siguiente criterio: 0 - 9% = No Téxico, 10 — 49% =
Levemente Toxico, 50 — 89% = Téxico, 90 - 100% = Muy Téxico (Harwig & Scout
1971; Gonzalez et al. 2007).

4.8. Evaluacion de Entomopatogenicidad

A partir de un aislamiento como enddfito, del hongo entomopatdégeno Metarhizium
anisopliae (Metschn.) Sorokin, se realiz0 la evaluacion de su capacidad
patogénica frente a insectos.

Para ello se estudid la capacidad de esta cepa para infectar hormigas de la
especie Acromyrmex lundi Guérin-Méneville. Se realiz0 la caracterizacion

enzimatica mediante la determinacidn de proteasas y quitinasas.

4.8.1. Evaluacién de la capacidad patogénica frente a hormigas

Se obtuvieron las esporas de M. anisopliae haciendo crecer el hongo en cajas de
Petri con medio de cultivo PDA durante 14 dias. Para inocular las hormigas (A.

lundi) se hicieron caminar 15 hormigas en la caja de Petri con el hongo durante 10
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minutos, luego se extrajeron con una pinza y se colocaron en placas
acondicionadas con un bebedero conteniendo 300ul de agua azucarada al 50% y
un algodon saturado con agua para mantener la humedad en la placa. Se
colocaron 5 hormigas por placa y se realizaron 3 réplicas. Los testigos se
realizaron con hormigas sin pasar por las cajas con hongo, en total se colocaron
15 hormigas inoculadas con M. anisopliae y 15 hormigas testigo sin inocular
(Bettucci et al. 2006). Todas las placas se mantuvieron a 25°C.

Se registro diariamente el numero de individuos que permanecian vivos y los
muertos. Las hormigas muertas se extrajeron de las cajas con una pinza y se
colocaron en otra caja de Petri con algodén saturado con agua para mantener la
humedad y favorecer el desarrollo del micelio. Se determindé de esta manera la
presencia del hongo M. anisopliae en las hormigas muertas.

4.8.2. Caracterizacidn enzimatica: determinacion de proteasas y quitinasas

Se evalud la produccioén extracelular de las enzimas, proteasas y quitinasas, por
parte de la cepa de M. anisopliae aislada como endofito.

Estas enzimas estan relacionadas con la virulencia de los hongos
entomopatogenos, siendo ellas las que permiten a las hifas penetrar la cuticula y
colonizar los tejidos del insecto hospedero.

La produccion de enzimas extracelulares se determing por digestion del sustrato
incorporado (ya sea disuelto o suspendido) en medios de cultivos solidos. Para
ello se inoculo por triplicado el hongo entomopatégeno en cajas de Petri con los
medios conteniendo los sustratos para las diferentes enzimas y se incub6 durante
7 a 14 dias a 25°C. Luego se midio el halo que expresa la actividad enzimética
alrededor de las colonias en los medios respectivos.

Para la determinacion de proteasas se utilizé caseina de la leche como sustrato y
se inocularon 3 discos de 7mm conteniendo micelio y esporas del hongo en cajas
de Petri con medio Agar-leche (Varela H. 1998), la produccion de proteasas se
evidencié como zonas de clareado alrededor de las colonias indicando la hidrélisis

del sustrato. Se midi6 el diametro de crecimiento de las colonias y también el halo
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de clareado. La actividad enzimética (AE) se calculo realizando el cociente entre el
diametro del halo de aclaramiento (DH) y el diametro de crecimiento micelial (DM).
Para la determinacion de guitinasas se inoculd de igual manera que para las
anteriores, pero en cajas de Petri con medio de sales segun Chul-Kang et al.
(1999) adicionado con quitina coloidal como sustrato (Mier et al. 2004). Se midio6 el
diametro de los halos de produccion de enzima y se calculd la actividad enzimatica
como AE=DH/DM.

4.9. Andlisis de los datos

La frecuencia relativa de colonizacién se calculé6 como el nimero de segmentos
colonizados por un hongo dado, dividido por el nimero total de segmentos
(Bettucci et al. 2004)

Para evaluar en qué medida el ensamble de hongos esta representado por el
muestreo, se realizé la distribucion de las abundancias y curvas de acumulacion
de las especies para cada 6rgano de cada especie hospedante. Ademas las
curvas de acumulacion relativas se compararon con el modelo tedrico log-normal
usando el test de Kolmogorov-Smirnov (Krebs 1989). Se us6 el programa
STATISTICA 6.0.

Se calculo la diversidad fungica en cada tejido, 6rgano y especie arborea mediante
el indice de Diversidad de Shannon (H’), usando el programa estadistico MVSP

para Windows version 3.21 (Kovach Computing, Anglesey, UK).

S S = numero de especies
H' = -2 pi logz pi pi = proporcién de especie i en la comunidad:n;/N
i=1 N; = ndimero de individuos de la especie i

N = ndmero de todos los individuos de todas las especies

Para evaluar las diferencias en la composicion endofitica entre hospedantes se
realiz6 un analisis de correspondencias simple usando las especies con una
frecuencia relativa de 5% o0 mayor y que estuvieran presentes en mas de un tejido.
Para realizar el andlisis se aplicé a las frecuencias la transformacion log+1 y se
uso el programa STATISTICA 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Ensambles fungicos presentes en diferentes 6rg  anos y tejidos de
Eugenia uruguayensis , Myrcianthes cisplatensis y Myrrhinium

atropurpureum.

De 1200 segmentos inoculados, pertenecientes a lamina, peciolo, corteza y xilema
de las 3 plantas nativas estudiadas, se obtuvieron 801 aislamientos (separados en
93 morfotipos) pertenecientes a 65 taxa. Del total, 270 aislamientos fueron
obtenidos de M.atropurpureum (palo de fierro), 239 de M. cisplatensis (guayabo
colorado) y 292 de E. uruguayensis (guayabo blanco).

No fue posible asignar especie, género ni grupo a 16 morfotipos que no
esporularon y cuyas secuencias de ITS o LSU mostraron muy bajo porcentaje de
similitud con las secuencias disponibles en el banco de genes, estos morfotipos se
colocaron en 3 grupos de micelios estériles de acuerdo a su coloracién. Se
identificaron 26 morfotipos (asignados a 26 taxa) en base a sus caracteristicas
morfolégicas y reproductivas y los 51 morfotipos restantes que no pudieron ser
identificados por morfologia fueron colocados en diferentes niveles taxonémicos
(36 taxa) basados en los analisis de secuencias ITS o LSU.

De los 65 taxa encontrados, 7 estuvieron presentes en las tres plantas estudiadas,
15 en dos de ellas y 43 solamente de alguna de las tres especies de plantas. De
estas Ultimas 37 fueron obtenidos de un solo tejido y en general con una baja
frecuencia relativa. El nUmero de taxa segun los tejidos varid entre 5 (en xilema de
E. uruguayensis) y 16 (en peciolo y corteza de M. cisplatensis, y peciolo de M.
atropurpureum).

Las curvas de acumulacion de las especies muestran el nimero de especies
diferentes presentes cada 10 segmentos adicionales correspondientes a cada
tejido estudiado (Figura 12). La curva se asintotizé entre los 60 — 90 segmentos
de la corteza, entre los 70 — 90 del el xilema, entre 80 — 90 del peciolo y en lamina
entre los 60 — 90 segmentos. Esto indicaria que el niumero de segmentos

analizados (100) es suficiente para representar las comunidades fungicas
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presentes en los diferentes tejidos, dado que no se aislaron especies diferentes a

partir de los 90 segmentos inoculados en todos los tejidos y en todas las plantas

estudiadas.

Figura 12. Curvas de acumulacion de especies
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Las especies dominantes en la comunidad endofitica fueron: Phomopsis spp.
(Sacc) Bubak, Xylaria sp. (Hill) ex Schrank y Nigrospora sphaerica (Sacc) Mason,
presentes en las tres plantas. Si bien Phomopsis spp. se aisl6 de los tres

hospedantes, su frecuencia fue alta solamente en E. uruguayensis. (Tabla 5).

Preussia spp. (Fuckel), se aislo con alta frecuencia solo en M. cisplatensis y M.

atropurpureum, en tanto Morinia pestalozzoides Berl. & Bres. fue aislada con alta

frecuencia pero Unicamente en M. atropurpureum. De los 801 aislamientos

endofiticos obtenidos de las 3 plantas estudiadas, 95 correspondieron a Xylariales

(12% del total de aislamientos), estando presentes en lamina, peciolo y corteza de
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ramas en las 3 especies de plantas, no obteniéndose ningun aislamiento de

xilema. Se destaca su presencia en los tejidos de M. cisplatensis donde el 25%

de los aislamientos pertenecen a Xylariales.

Tabla 5. Hongos endofitos aislados de tres plantas nativas pertenecientes a la familia

Myrtaceae. Frecuencia de colonizacion en los diferentes tejidos expresada en porcentaje.

Taxa

Cod.

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.
Anthostomella sp. Sacc. (¥)

Ascomycota (*)

Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud

Bartalinia robillaroides Tassi

Beltrania rhombica Penz.

Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries
Cladosporium sphaerospermum Penz.

Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds

Colletotrichum gloeosporioides (Penz) Penz & Sacc
Coniochaeta velutina (Fuckel) Cooke (*)

Conoplea fusca Pers. (¥)

Corynespora sp. Gussow (*)

Daldinia sp. Ces. & De Not. (¥*)

Diaporthe sp. Nitschke (*)

Epicoccum purpurascens Ehrenb.

Eupenicillium brefeldianum (B.O. Dodge) Stolk & D.B. Scott
Gelasinospora retispora Cain

Gliocladium roseum Bainier

Glomerella cingulata (Stoneman) Spauld & Schrenk
Guignardia mangiferae A.J. Roy (*)

Khuskia oryzae H.J. Huds.

Lecythophora fasciculata (J.F.H. Beyma) E. Weber, Gorke &

Begerow (*)

Lentinus tigrinus (Bull.) Fr. (*)
Lophiostoma sp. Ces. & De Not. (*)
Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin
Microdiplodia hawaiiensis Crous (*)
Morinia pestalozzioides Berl. & Bres. (*)

Myrothecium verrucaria (Alb. & Schwein.) Ditmar
Neofusicoccum australe (Slippers, Crous & M.J. Wingf.) Crous,
Slippers & A.J.L. Phillips (*)

Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous,

Slippers & Phillips (*)

Nigrospora oryzae (Berk. & Broome) Petch
Nigrospora sacchari (Speg) Mason

ALT

AUR

COG

GUI

LEC

MOR

NEP

Eugenia Myrcianthes Myrrhinium
uruguayensis cisplatensis atropurpureum
(G.B.) (G.C)) (P.F.)
Hoja Rama Hoja Rama Hoja Rama
L P C X L P C X L P C X
6 1 3 1 6 3
5
5
1 6
2
7
1 1
1
18 16 7
2
1
8
1 4
2
2
1
4
4
11 1 2
1
7
1
1
1
2 3 43
3
2
3 1 2 5
8
3
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Nigrospora sphaerica (Sacc) Mason

Nodulisporium sp. Preuss

Paecilomyces variotii Bainier

Paraconiothyrium fungicola Verkley & Wicklow (*)
Pestalotiopsis guepinii (Desm) Steyaert

Peyronellaea australis Aveskamp, Gruyter & Verkley (*)
Peziza varia (Hedw.) Fr. (¥)

Phaeoacremonium sp. W. Gams, Crous & M.J. Wingf.
Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jilich (*)

Phoma glomerata (Corda) Wollenw. & Hochapfel
“Phomopsis micheliae” C.Q. Chang, Z.D. Jiang & P.K. Chi (¥)
Phomopsis spp. (Sacc) Bubak (*)

Pleosporales Luttr. ex M.E. Barr (*)

Preussia africana Arenal, Platas & Pelaez (*)
Preussia australis (Speg.) Arx (*)

Preussia minima (Auersw.) Arx (*)

Preussia sp. Fuckel (*)

Sarcosomataceae Kobayasi (*)

Sclerostagonospora opuntiae (Ellis & Everh.) Huhndorf (*)
Sordaria fimicola (Roberge ex Desm.) Ces. & De Not.
Sporormiella sp. Ellis & Everh. (*)

Trichoderma saturnisporum Hammill

Xylaria acuta Peck (*)

Xylaria digitata (L.) Grez. (*)

Xylaria enteroleuca (Speg.) P.M.D. Martin (*)

Xylaria hypoxylon (L.) Grev. (*)

Xylaria sp. Hill ex Schrank (*)

Xylariales (Amphisphaeriaceae) G. Winter (*)
Xylariales (Xylariaceae) Tul. & C. Tul. (*)

Micelios claros estériles

Micelios hialinos estériles

Micelios oscuros estériles

NSP

PAR

PHA

PHO
PLE
PAF
PAU

PRE

SCL
SOR

XYL
XAM

MCE
MHE
MOE

12
20

76

11

72

3
1

22

11

10

15

41

N DO

23

32

15

14

10 1

Total de segmentos inoculados (1200)
N° total de aislamientos (801)
N° total de taxa (65)

100

74
12

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
99 110

7

12

9 51
5 10

74 105

16

16

9 77
7 13

70
16

92 31
13 13

El cédigo corresponde a las especies que fueron incluidas en el andlisis de correspondencias.
(*) = taxa identificados mediante métodos moleculares.

La distribucion de los hongos endofitos presentes en los érganos de las tres
especies de plantas se ajusta a la distribucion lognormal (P>0,05) segun el Test de
Kolmogorov-Smirnov. Pocas especies fueron aisladas con alta frecuencia y
muchas fueron raras (Figura 13).
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Figura 13. Ajuste al modelo de distribucion log-normal (Kolmogorov-Smirnov) de
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En las ramas el porcentaje de segmentos colonizados fue mayor en la corteza que
en el xilema para todas las plantas, y en las hojas el peciolo estuvo mas
colonizado que la ldmina, excepto en M. atropurpureum donde la lamina present6
mayor colonizacion. El porcentaje de colonizacion vario entre 9% en xilema de M.
cisplatensis y de E. uruguayensis hasta 97% en la corteza de E. uruguayensis.
(Figura 14).

Figura 14 . Porcentaje de segmentos de tejidos colonizados en M. atropurpureum,
M. cisplatensis y E. uruguayensis
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Ma: M. atropurpureum; Mc: M. cisplatensis; Eu: E. uruguayensis; L: lamina; P: peciolo; C: corteza;
X: xilema. Las barras representan el desvio estandar y los niimeros corresponden al porcentaje de

segmentos colonizados.

La diversidad de especies obtenida por el indice de Shannon es mayor en la
lamina que en el peciolo de E. uruguayensis, por el contrario, en M. cisplatensis la
diversidad es mayor en el peciolo que en la lamina y en M. atropurpureum la
diversidad en ambos es similar (Tabla 6). En la corteza y el xilema la diversidad de
especies es similar para cada una de las plantas estudiadas. La diversidad en las
hojas y ramas es similar dentro de cada especie de planta, y la diversidad de la
comunidad total de hongos enddfitos en cada especie arborea es mayor que la de

los oOrganos por separado, siendo mas diversa la comunidad de enddfitos
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asociados a M. atropurpureum que la de M. cisplatensis y ésta a su vez mas
diversa que la de E. uruguayensis (Figura 15).

Tabla 6. Indice de diversidad de Shannon para 6rganos y tejidos de E.

uruguayensis, M. cisplatensis y M. atropurpureum

E.ruguayensis

EuL Eu P EuH EuC Eu X EuR Eu
Diversidad (H) |2,003 0,838 1,653 1,279 1,465 1,561 1,807
Uniformidad (J) |0,806 0,468 0,61 0,515 0,91 0,551 0,542
Num.Esp. (S) 12 6 15 12 5 17 29
M. cisplatensis

Mc L Mc P Mc H Mc C Mc X Mc R Mc
Diversidad (H) | 1,697 2,386 2,425 2,003 1,889 2,133 2,559
Uniformidad (J) |0,737 0,86 0,809 0,722 0,971 0,738 0,752
Num.Esp. (S) 10 16 20 16 7 18 30

M.atropurpureum

Ma L Ma P Ma H Ma C Ma X Ma R Ma
Diversidad (H") 2,004 2,397 2,452 1,887 2,207 2,466 2,949
Uniformidad (J) |0,781 0,865 0,818 0,736 0,86 0,776 0,823
Num.Esp. (S) 13 16 20 13 13 24 36

Eu: E. uruguayensis, Mc: M. cisplatensis, Ma: M. atropurpureum, L: lamina, P: peciolo, H: hoja, C:

corteza, X: xilema, R: rama.

Figura 15. Diversidad en las tres plantas estudiadas

Diversidad (indice de Shannon)

EuH EuR Eu Mc H Mc R Mc Ma H Ma R Ma

Eu: E. uruguayensis, Mc: M. cisplatensis, Ma: M. atropurpureum, H: hoja, R: rama.
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Los Andlisis de Correspondencias se realizaron utilizando las 20 especies, que
fueron aisladas en mas de un tejido y con una frecuencia igual o mayor al 5%. Se
sumaron los micelios estériles (ME) y los datos fueron transformados con Log+1.
Se realizaron 3 analisis uno para evaluar los ensambles fungicos en relacion con
cada especie de planta hospedera, otro para caracterizar los ensambles de los
organos (hoja y rama) de cada especie de planta y finalmente otro para
determinar los ensambles fungicos caracteristicos de todos los tejidos de cada
planta.

El Analisis para evaluar los ensambles fungicos en las tres especies de plantas
(Figura 16), mostro que los 2 primeros ejes explican el 100% de la varianza total
indicando un perfecto ajuste de los datos con el modelo. El eje 1 explica el 60,54%
de la varianza y separa los ensambles fungicos de E. uruguayensis de los de
M. atropurpureum y de M. cisplatensis. Colletotrichum gloeosporioides (Penz)
Penz & Sacc, Phomopsis spp. (Sacc) Bubdk y Xylaria sp. Hill ex Schrank,
contribuyen con 49% a la inercia en dicho eje y colonizan con alta frecuencia los
tejidos de E. uruguayensis. El eje 2 contribuye con el 39,46% y separa los
ensambles fungicos de M. atropurpureum y de M. cisplatensis. Los hongos,
Pleosporales, Xylariales (Amphisphaeriaceae) y Sclerostagonospora opuntiae
(Ellis & Everh.) Huhndorf se asocian fundamentalmente (casi exclusivamente) con
M. cisplatensis y contribuyen con el 32% a la inercia del eje. Por otro lado, las
especies M. pestalozzoides, Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud y
Preussia australis (Speg.) Arx, colonizaron Unicamente los tejidos de M.

atropurpureum, aportando estas especies el 32,3% en la construccion de este eje.

En el analisis de correspondencias realizado para determinar la asociacion de las
especies fungicas con los 6rganos (hoja y rama) de cada una de las especies de
plantas (Figura 17), se obtuvo que los tres primeros ejes explican el 88,12% de la
inercia total indicando un muy buen ajuste al modelo. En este analisis no se

observa en general una separacion de los ensambles fangicos por érgano y si se

separan por especie de planta. El eje 1 aporta el 42,7% y separa las especies
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fungicas asociadas a ramas y hojas de M. cisplatensis de las ramas y hojas de E.
uruguayensis.

Phomopsis sp. y C. gloesporioides caracterizan hojas y ramas de E. uruguayensis
aportando el 58,1% de la inercia de dicho eje. El eje 2 explica el 25% de la
varianza total y separa los ensambles fangicos de hojas y ramas de M.
cisplatensis de las hojas y ramas de M. atropurpureum. M. pestalozzoides aporta
el 24% a la inercia del eje y coloniza fundamentalmente las ramas de M.
atropurpureum, mientras que Pleosporales y Xylariales (Amphisphaeriaceae) son
colonizadores frecuentes de hojas y ramas de M. cisplatensis y aportan juntas el
39% en la construccion de este eje (Figura 17). El eje 3 contribuye con el 20,3% y
separa los ensambles fungicos de las hojas de M. atropurpureum de los de las
ramas. Guignardia mangiferae A.J. Roy, M. pestalozzoides, Preussia africana
Arenal, Platas & Pelaez y Preussia sp. contribuyen con el 52,6% a la construccion
de dicho eje, caracterizando G. mangiferae y Preussia sp. a las hojas y M.

pestalozzoides y P. africana a las ramas (Figura 18).

El tercer Andlisis de Correspondencias fue elaborado para evaluar las especies
gue estaban asociadas a cada tejido, 6érgano y especie de planta. Los tres
primeros ejes explican el 66,2% de la inercia total, indicando un buen ajuste de los
datos al modelo (Figura 19). El eje 1 contribuye con el 30,24% a la inercia total y
separa los tejidos de E. uruguayensis, de los tejidos de M. cisplatensis,
fundamentalmente la corteza. C. gloesporioides, Phomopsis sp. y Preussia sp.
contribuyen con el 76,2% de a la construccién de éste eje. C. gloesporioides y
Phomopsis sp. caracterizan a hojas y ramas de E. uruguayensis , mientras que

Preussia sp. caracteriza las hojas y ramas de M. cisplatensis y M. atropurpureum.

El eje 2 aporta el 19,8% y separa fundamentalmente los ensambles fangicos de la
corteza de M. cisplatensis de los de la corteza de M. atropurpureum. M.
pestalozzoides, Xylariales (Amphisphaeriaceae) y Pleosporales aportan el 54,9% a

la inercia del eje, la primer especie colonizé Unicamente los tejidos de
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M. atropurpureum, fundamentalmente la corteza, y las dos ultimas caracterizan la
corteza de M. cisplatensis.

La colonizacion del xilema en las tres especies de plantas fue muy baja, quedando
agrupados en donde concurren los ejes.

Figura 16. Analisis de Correspondencias construido para las tres especies de
plantas
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Figura 17. Analisis de Correspondencias con Organos (Hoja y Rama) de las tres
Especies de Plantas. (Ejes 1y 2)
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Figura 18. Analisis de Correspondencias con Organos (Hoja y Rama) de las tres
Especies de Plantas (Ejes 1y 3)

Dimension 3; Eigenvalue: ,02259 (20,34% of Inertia)
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5.2. Evaluaciéon de la actividad degradadora de los endofitos sobre los
componentes estructurales de las plantas.

Produccion de enzimas extracelulares: endocelulasas , pectinasas y
ligninasas

Un elevado porcentaje (98%) de los hongos endofitos aislados produjeron halo de
clareado en los medios de cultivo utilizados para la determinacién de enzimas
extracelulares, evidenciando actividad enzimdlica celulolitica (figura 20),

pectinolitica (figura 21) o lignolitica (figura 22).

Figura 20. Produccion de endocelulasas. Formacion de halo de clareado

\‘

Xylaria acuta Daldinia sp.

Figura 21 . Produccion de pectinasas. Formacién de halo de clareado

Xylariaceae Alternaria alternata
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Figura 22. Produccion de ligninasas. Escala de clareado utilizada para la

evaluacion (+, ++, +++, ++++)

M. pestalozzioides (+)

Lophiostoma sp. (++)

ke

Xylaria hypoxylon (+++)

Lentinus tigrinus (++++)

El 44% de los aislamientos provenientes de E. uruguayensis, presentaron una

actividad enzimética > 1 para endocelulasas, el 62% para pectinasas y el 12% de

los aislamientos expresaron actividad lignolitica > ++.

De M. cisplatensis el 41% de los aislamientos reflejaron actividad celulolitica > 1,

también el 41% present6 actividad enzimatica >1 para pectinasas y el 14% de los

aislamientos evidenciaron actividad lignolitica > ++.

El 57% de los hongos enddfitos aislados de M. atropurpureum expresaron una

actividad enzimética >1 para endocelulasas, el 29% para pectinasas y el 11%

presento actividad enzimatica > ++ para ligninasas (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentaje de aislamientos con actividad enzimatica celulolitica,
pectinolitica y lignolitica segun la especie de planta hospedera
Especie de planta Endocelulasas Pectinasas Ligninasas

Hospedera (% de aisl. con AE > 1) (% de aisl. con AE > 1) (% de aisl. con AE
+++ 0 ++++)

E. uruguayensis 44 % 62 % 12 %

M. cisplatensis 41 % 41 % 14 %

M. atropurpureum 57 % 29 % 11 %

Algunos aislamientos evidenciaron actividad enzimética para los tres grupos de

enzimas, 7 provenientes de E. uruguayensis (21%), 15 de M. cisplatensis (37%) y

5 de M. atropurpureum (18%). Las tablas 8, 9, y 10 muestran la actividad

enzimatica de las diferentes especies aisladas de cada uno de los hospedantes.
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Endocelulasas: Las especies presentes en E. uruguayensis con mayor actividad
celulolitica fueron Bartalinia robillaroides Tassi 236 con una actividad enzimatica
(AE) de 2,29, Xylaria sp. 215 con una AE de 2,52 y Xylaria acuta Peck 228 con
AE de 2,03 (Tabla 8). De M. cisplatensis las especies que presentaron mayor
actividad celulolitica fueron Paraconiothyrium fungicola Verkley & Wicklow 142 con
AE 2,92, Xylariales 143 con una AE de 2,22 y Pleosporales 141 con AE 2,18
(Tabla 9). De los aislamiento obtenidos de M. atropurpureum los que presentaron
mayor actividad celulolitica fueron Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud 8
con AE de 3,22, Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries 48 con AE 2,60,
Phomopsis sp. 43 con AE 2,22 y Paecilomyces variotti Bainier 51 con AE 2,02
(Tabla 10).

Pectinasas: Las especies con mayor actividad pectinolitica provenientes de

E. uruguayensis fueron X. acuta 228 con AE 1,85 y Xylaria digitata (L.) Grez. 225
con AE 1,73. En M. cisplatensis 2 aislamientos pertenecientes a Xylariales
(Amphisphaeriaceae) fueron las que presentaron mayor actividad pectinolitica, el
aislamiento 101" con AE 3,13 y el aislamiento 143 con AE 3,29.

En M. atropurpureum los aislamientos que presentaron mayor actividad

pectinolitica fueron P. variotti 51 con AE 2,03 y Corynespora sp. 53 con AE 2,00.

Ligninasas: Las especies que se destacaron por su capacidad de producir
enzimas lignoliticas presentes en E. uruguayensis fueron Lentinus tigrinus (Bull.)
Fr. 207 (++++), Cladosporium sphaerospermum Penz. 240, Lophiostoma 246 y X.
acuta 228 (+++). Varios aislamientos de M. cisplatensis mostraron una importante
actividad lignolitica, destacandose Phlebiopsis gigantea (Fr.) Julich 159,
Neofusicoccum australe Crous, Slippers & A.J.L. Phillips 132, Nodulisporium sp.
125, P. fungicola 119, Xylariales (Xylariaceae) 120 y un micelio hialino estéril 148
(++++). Las especies con mayor actividad lignolitica en M. atropurpureum fueron
Xylaria sp. 63 (++++), Xylaria hypoxylon (L.) Grev. 28 y M. pestalozzoides 34

(+++).
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Tabla 8. Evaluacion de la produccion de enzimas extracelulares por los enddfitos

de E. uruguayensis

E. uruguayensis
Aislamientos de enddfitos

Bartalinia robillaroides 236
Beltrania rombica 218
Cladosporium cladosporioides 239
Cladosporium sphaerospermum 240
Colletotrichum gloesporioides 205
Coniochaeta velutina 221
Conoplea fusca 247

Daldinia sp. 229

Diaporthe sp. 224
Eupenicillium brefeldianum 211"
Glomerella cingulata 223
Lentinus tigrinus 207
Lophiostoma 246

Metarhizium anisopliae 238
Neofusicoccum parvum 205'
Neofusicoccum parvum 212
Nigrospora sacchari 201
Nigrospora sphaerica 216
Pestalotiopsis guepinii 231
Phomopsis sp. 203

Phomopsis sp. 217

Phomopsis sp. 214

Phomopsis sp. 204

Phomopsis sp. 206

Phomopsis sp. 213

Phomopsis sp. 226

Phomopsis sp. 219

“Phomopsis micheliae” 202
Trichoderma saturnisporum 210
Xylaria acuta 228

Xylaria digitata 225

Xylaria sp. 215

Micelio estéril 233

Micelio estéril 235

Endocelulasas
AE
2,29
1,00
1,47
1,86
1,19
1,08
1,48
1,25
1,34
1,00
0,88
1,91

0,67
0,89
0,83
1,01
1,00
0,79
1,00
1,08

0,69
0,59
2,03
1,63
2,52
1,00
1,22

Pectinasas
AE
1,20
1,67
1,30
1,17

LIGNINASAS
Clareado

++

+++
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Tabla 9. Evaluacion de la produccion de enzimas extracelulares por los endéfitos

de M. cisplatensis

M. cisplatensis
Aislamientos de enddfitos

Alternaria alternata 101
Ascomycota 146

Ascomycota 150

Guignardia mangiferae 116
Lecythophora fasciculata 121
Myrothecium verrucaria 152
Neofusicoccum australe 132
Nigrospora sphaerica 113
Nodulisporium sp. 125
Paraconiothyrium fungicola 142
Paraconiothyrium fungicola 119
Pestalotiopsis guepinii 104
Peyronellaea australis 128
Phlebiopsis gigantea 159
Phomopsis sp. 123
Pleosporales 141

Pleosporales 149

Pleosporales 126

Preussia africana 105

Preussia africana 136

Preussia minima 154

Preussia sp. 100

Preussia sp. 102

Preussia sp. 103

Preussia sp. 124
Sarcosomataceous endophyte 155
Sclerostagonospora opuntiae 115
Sordaria fimicola 135
Sporormiella sp. 108

Xylaria acuta 151

Xylaria enteroleuca 134

Xylaria sp. 122

Xylariales (Amphisphaeriaceae) 101”

Xylariales (Amphisphaeriaceae) 110
Xylariales (Amphisphaeriaceae) 143
Xylariales (Xylariaceae) 120
Xylariales (Xylariaceae) 133

Micelio claro estéril 153

Micelio claro estéril 160

Micelio hialino estéril 148

Micelio oscuro estéril 156

Celulasas

AE
1,17

1,00
1,33
1,42
0,68
0,78
1,35
2,92
1,18
0,91
1,00
1,33
2,18
1,84
1,00
1,50
0,63
0,72
1,00
1,00
0,75
0,61
0,92
1,00
1,00
1,00
1,35
1,33
1,00
1,88
2,22
1,00
1,06
1,22
1,33

Pectinasas

AE
1,05
1,82

1,54
1,07
1,12
1,00
1,63
1,09
1,00
1,00
1,30
1,00
1,46

LIGNINASAS
Clareado

++
+++
++

++++

++++
++
++++
+++

++++

++
++
+++

+++
++
+++

++

++

+++

++

++

++
++++
+++
+++
++
++++
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Tabla 10. Evaluacion de la produccion de enzimas extracelulares por los enddfitos

de M. atropurpureum

M. atropurpureum
Aislamientos de enddfitos

Alternaria alternata 5
Anthostomella eucalyptorum 25
Aureobasidium pullulans 8
Cladosporium cladosporioides 48
Colletotrichum acutatum 50
Colletotrichum gloeosporioides 1'
Corynespora sp. 53

Epicoccum purpurascens 45
Gelasinospora retispora 38
Lechytophora sp. 55
Lophiostoma sp. 57
Microdiplodia hawaiiensis 56
Morinia pestalozzoides 34
Neofusicoccum parvum 12
Nigrospora sphaerica 4
Nodulisporium sp. 18
Paecilomyces variotti 51
Peziza varia 58
Phaeoacremonium sp. 20
Phoma glomerata 13
Phomopsis sp. 21

Phomopsis sp. 43

Preussia africana 33

Preussia australis 2

Sordaria fimicola 37

Xylaria hypoxylon 28

Xylaria sp. 63

Micelio oscuro estéril 40

Celulasas

AE
1,06
1,22
3,22
2,60
1,66
1,13
1,06
1,00
1,20
1,00
1,69
1,85
1,08
1,00
2,02
0,92
1,26
0,98
1,72
2,22
1,00
1,00
0,70

1,07

Pectinasas

AE

1,12
1,41
1,00
1,49
1,15
2,00

1,00

LIGNINASAS
Clareado

++

+++
++++

Los 4 aislamientos, Phomopsis sp. 217, 213 , 226 y “Phomopsis micheliae” C.Q.

Chang, Z.D. Jiang & P.K. Chi

solamente actividad enzimética para pectinasas.

202, obtenidos de E. uruguayensis, presentaron

El hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin no presenté

actividad para ninguno de los 3 complejos enzimaticos evaluados.
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5.3. Evaluacion de la capacidad de producir metabol  itos fitotoxicos

De los extractos obtenidos a partir de 28 aislamientos de hongos endodfitos
seleccionados para la evaluacion de fitotoxicidad, se encontraron 9 con capacidad
de provocar necrosis en las hojas de E. uruguayensis.

Las lesiones producidas fueron de diferente intensidad, clasificandose como leves

(+), e importantes (++), y en caso de no producirse lesion como (-) (Figura 23).

Figura 23. Efecto de los metabolitos sobre las hojas de E. uruguayensis

(-) ausencia de lesion (+) lesion leve (++) lesion importante
ei. Alternaria alternata ej. Phomopsis spp. ej. Nigrospora sphaerica 113 (A) y Xylaria sp. 120 (B)

Solamente 2 extractos produjeron lesiones importantes (++) en las hojas, estos
corresponden a N. sphaerica 113 y Xylaria sp. 120, ambos fueron aislados de M.
cisplatensis. Xylaria sp. 120 también produjo clorosis en el segmento de hoja
sembrado sobre agar malta cuando el micelio emergia.

Los extractos correspondientes a 7 aislamientos produjeron lesiones leves (+) y

los restantes 19 no produjeron lesion en las hojas (-) (Tabla 11).
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Tabla 11. Evaluacion de fitotoxicidad de los extractos obtenidos a partir de los

hongos enddfitos sobre hojas de E. uruguayensis

Aislamientos Origen Fitotoxicidad
Cepas de hongos Planta Organo Presencia de lesién
Alternaria alternata 101 Mc hoja -
Alternaria alternata 47 Ma xilema -
Colletotrichum acutatum 50 Ma xilema +
Colletotrichum gloesporioides 1' Ma peciolo -
Colletotrichum gloesporioides 205 Eu hoja -
Diaporthe sp. 224 Eu peciolo +
Glomerella cingulata 223 Eu hoja -
Guigniardia mangiferae 116 Mc peciolo +
Neofusicoccum australe 132 Mc peciolo +
Neofusicoccum parvum 12 Ma peciolo -
Neofusicoccum parvum 205 Eu hoja -
Neofusicoccum parvum 212 Eu hoja +
Nigrospora sphaerica 113 Mc peciolo ++
Phaeoacremonium sp. 20 Ma peciolo +
Phaeoacremonium sp. 243 Eu Xilema -
“Phomopsis micheliae” 202 Eu hoja -
Phomopsis sp. 203 Eu hoja -
Phomopsis sp. 204 Eu hoja -
Phomopsis sp. 206 Eu hoja +
Phomopsis sp. 21 Ma hoja -
Phomopsis sp. 213 Eu peciolo -
Phomopsis sp. 214 Eu peciolo -
Phomopsis sp. 217 Eu peciolo -
Phomopsis sp. 219 Eu peciolo -
Phomopsis sp. 226 Eu corteza -
Preussia sp. 100 Mc hoja -
Xylaria digitata 225 Eu hoja -
Xylaria sp.120 Mc hoja ++
Xylariales (Amphisphaeriaceae) 110 Mc peciolo -

(-) No produce lesion
(+) Lesion muy leve alrededor de las pinchaduras
(++) Lesion importante en toda la zona aplicada
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5.4. Evaluacién de la capacidad antago6nica. Producc i6on de metabolitos

secundarios con actividad antimicrobiana

De los 19 aislamientos seleccionados 16 fueron capaces de producir metabolitos
con capacidad inhibitoria frente a, al menos, un organismo. La mayoria de los
aislamientos produjeron metabolitos con capacidad inhibitoria frente a bacterias,
mientras que solamente 4 aislamientos mostraron inhibicion frente a algin hongo.
Un solo aislamiento, Lophiostoma sp. (246), que presentd 99% de similitud en las
secuencias LSU con Lophiostoma hysterioides (Anexo 1), produjo metabolitos
capaces de inhibir a todos los organismos enfrentados, mostrando el mayor halo
de inhibiciobn frente a S. aureus (10mm) (Figura 24), seguido por
C. gloeosporioides (205) con un halo de 5mm. También S. opuntiae (145) y
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. (101) con halos de 3mm y de 2,5mm
respectivamente, presentaron buena actividad inhibitoria frente al patdégeno
humano S. aureus. Por otro lado, los aislamientos de P. africana 33 y 33
presentaron actividad frente a la bacteria fitopatdgena X. campestres (halos de
2mm y 3,5mm respectivamente). La inhibicion producida por los metabolitos
fungicos fue pequefia en comparacion con la producida por la ampicilina (0,2g/ml)
frente a las bacterias y con la de ketoconasol (2%) frente a los hongos (Tabla 12).
En cuanto a la toxicidad de los metabolitos producidos por los hongos enddfitos,
se observé que todos los aislamientos estudiados presentaron toxicidad leve,
excepto S. opuntiae (115') que no presento toxicidad frente a A. salina.

Figura 24 . Lophiostoma sp. (aislamiento 246)

~ ‘/:ﬂc \ T :‘y ‘ ’

A) aspecto macroscoépico del crecimiento en agar-malta, B) aspecto microscépico, micelio y clamidosporas
(flecha), C) halos de inhibicion producido por los metabolitos de este hongo frente a S. aureus.
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Tabla 12. Medidas de los halos de inhibicion del crecimiento microbiano (mm)

producidos por los metabolitos fungicos extraidos y toxicidad de los mismos sobre

Artemia salina

METABOLITOS Bacterias Hongos Toxicidad (a)
Cepas de hongos Esco Stau Xaca Erca|Caal Cogl Asfu FuoOX | (Artemia salina)
Alternaria alternata 101 - 2,5 - - - - - - LT
Colletotrichum gloesporioides 205 - 5 0,5 - - - - - LT
Coniochaeta velutina 221 0,5 1 - - - - - - LT
Daldinia sp. 241 0,5 0,5 - - - - - 1 LT
Lentinus tigrinus 207 - - 1 - - - - - LT
Lophiostoma sp. 246 1 10 1 1 2,5 2 2 1 LT
Micelio esteéril 235 - - 0,5 - 1 - - - LT
Morinia pestalozzoides 34 - - - - - - - - LT
Pestalotiopsis guepinii 104 - 1,5 - - - - - - LT
Pestalotiopsis guepinii 104" - - - - - - - - LT
Phomopsis sp. 203 - 05-1 - - - - - - LT
Phomopsis sp. 21 - - - - - - - LT
Preussia africana 33 1 1 2 - - - - - LT
Preussia africana 33' 1 1 3,5 - - - - - LT
Preussia australis 17 1 05-1 - - - - - - LT
Sclerostagonospora opuntiae 115 - 1 - - - - - - LT
Sclerostagonospora opuntiae 115' - - - 1 - - - NT
Sclerostagonospora opuntiae 145 - 3 - - - - - - LT
Xylaria digitata 225 - - - 0,5 - - - - LT
Control negativo ( acetona) - - - - - - - -
Control positivo para bacterias (Ampicilina 0,2g/ml) 15 37 15 29
Control positivo para hongos (Ketoconasol 2%) 14 10 8 3

(a) = Toxicidad en A. salina, segun el % de mortalidad corregido (% de sobrevivientes en

el blanco - % de sobrevivientes en los tratamientos). 0 - 9% = No Téxico (NT), 10 — 49% =
Levemente Toxico (LT), 50 — 89% = Toxico (T), 90 - 100% = Muy Téxico (MT)
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5.5. Evaluacion de la capacidad entomopatogénica de  endofitos.

Se obtuvo un aislamiento de M. anisopliae (Figura 25) en xilema de

E. uruguayensis.

Figura 25 . Metarhizium anisopliae (aislamiento 238)

Se observan detalles de: A) Esporodoquio, B) Conidi6foros, y C) Conidios

5.5.1. Evaluacién de la capacidad patogénica frente a hormigas:

La cepa de M. anisopliae aislada presentd6 una importante capacidad
entomopatogénica frente a hormigas de la especie A. lundi en las evaluaciones
realizadas en laboratorio.

Se produjo una répida y exitosa infeccion de las hormigas a partir de esporas, y
las primeras muertes se produjeron a los 3 dias posteriores a la inoculacion de las
mismas, provocando el 100% de mortalidad de las hormigas infectadas en 7 dias
(Figura 26).

En las hormigas sin inocular, usadas como control, se registré sélo una muerte a

los 7 dias.
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Figura 26 . Mortalidad de hormigas A. lundi provocada por la inoculacion con

M. anisopliae.

Efecto de la inoculacion de hormigas con
Metarhizium anisopliae
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En las hormigas muertas se observo micelio de M. anisopliae emergiendo de las
articulaciones, donde ademas se produjo la esporulacidon (Figura 27). A partir de
ellas se reaislo M. anisopliae confirmandose este hongo como el agente causal de

la muerte de las hormigas.

Figura 27 . Emergencia de micelio de M. anisopliae en hormigas muertas
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5.5.2. Caracterizacion enziméatica: determinacion de proteasas y quitinasas

La tabla 13 muestra la caracterizacion enzimética de la cepa de M. anisopliae
aislada como enddfito. Se observo una actividad enzimatica (AE) importante para
proteasas y quitinasas (Figura 28).

Las proteasas se produjeron rapidamente, observandose los halos de clareado a
las 48 hs (AE = 1,86). En cambio, para quitinasas los halos se produjeron a los 7
dias de incubacion, observandose una actividad enzimatica mayor a los 14 dias
(AE = 1,16).

Tabla 13. Actividad enzimatica proteolitica y quitinolitica de M. anisopliae

Aislamiento Tiempo de Proteasas Quitinasas
incubacion (dias) (AE) (AE)
2 1,86 -
Metarhizium anisopliae 238 7 1,28 1,11
14 - 1,16

Figura 28 . Se observan halos de clareado alrededor del micelio de M. anisopliae,

indicando actividad enziméatica para proteasas (A) y para quitinasas (B)
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6. DISCUSION

El estudio de los hongos endofitos se realiz6 mediante la técnica de aislamiento de
microorganismos a partir de fragmentos de O6rganos y tejidos de plantas
desinfectados superficialmente e inoculados en agar. Si bien esta técnica de
cultivo de los organismos permite la deteccion de una parte de la composicion y
rigueza especifica de la comunidad fungica, la importancia del cultivo se ve
reforzada para realizar estudios de produccion de metabolitos secundarios con
bioactividad, produccion de toxinas, actividad enzimatica, preferencia por
hospedero e interacciones entre organismos (Unterseher & Schnittler 2009). Es
por ello que se empled esta metodologia tradicional de aislamiento y cultivo de los
hongos enddfitos, aceptando que la biodiversidad de los hongos aislados es
menor que la realmente presente en las comunidades endofiticas de las plantas
(Hyde & Soytong 2008).

Se utilizé el concepto de morfotipo (Bills 1996) para el agrupamiento de unidades
taxondmicas dado que un numero importante de aislamientos permanecieron

estériles al final del estudio dificultando su identificacion.

Las curvas de abundancia relativa de especies mostraron que la mayor parte de
los hongos endofitos presentes en ramas y hojas de las plantas nativas E.
uruguayensis, M.cisplatensis y M. atropurpureum fueron recuperados con este
meétodo de aislamiento cuando se inocularon entre 60 y 90 segmentos, variando
en los diferentes tejidos. Esto indicé que 100 segmentos de cada tejido fueron
suficientes para representar la comunidad fangica presente en ellos y por lo tanto,

el esfuerzo de muestreo fue adecuado.
Las especies dominantes en la comunidad endofitica, y que estuvieron presentes

en las 3 especies de plantas fueron Phomopsis spp., Xylaria sp. y N. sphaerica,

estas especies son comunmente aisladas como endofitos.
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Hydde & Soytong (2008) citan a Colletotrichum sp., Phomopsis sp., Phyllosticta
sp., Y Xylaria sp. como hongos enddfitos tipicos, con rapido crecimiento en medio
de cultivo.

La composicion de la comunidad fungica fue diferente en las tres especies de
plantas lo que podria indicar que existe preferencia de los hongos por especie
hospedera. Algunos estudios previos muestran que las comunidades de hongos
endofitos son influenciadas por sus hospederos, por ejemplo Arnold et al. (2001)
concluye que los hongos endofitos se separan de acuerdo con la especie
hospedera. Sun et al. (2008) por su parte mostraron que la composicion de
endofitos era diferente en 6 plantas medicinales y Kernaghan & Patriquin (2011)
indicaron que los hongos endoéfitos en raices de éarboles boreales forman
ensambles diferentes en los distintos hospedantes.

Fundamentalmente se diferenci6 la comunidad fdngica asociada a E.
uruguayensis, con 14 taxa exclusivos y 14 compartidos con las otras plantas. Esta
planta ademdas se caracteriza por crecer en monte riberefio, donde se realizo el
muestreo de la misma, mientras que el muestreo de las otras 2 especies de
plantas se realiz6 en monte serrano. Por lo tanto, ademas de la especie, esta
variable pudo haber influido en la diferente composicion de la comunidad
endofitica de E. uruguayensis. Las especies dominantes en esta planta fueron C.
gloeosporioides, Phomopsis sp. y Xylaria sp., no siendo ninguna de ellas

exclusiva.

Dentro del género Colletotrichum se encuentran tanto patdégenos habituales, como
endofitos foliares de numerosas plantas terrestres habiéndose registrado su
presencia en mas de 2200 plantas (Farr & Rossman 2009).

El género ha sido tema de numerosos estudios que tienen que ver principalmente
con su papel como patégeno de plantas (Bailey & Jeger 1992 y Cannon et al.
2008), pero es también un enddfito foliar con un amplio espectro de hospedantes
(Lodge et al. 1996, Cannon y Simmons 2002, Gamboa y Bayman 2001, Lu et al.
2004, Duran et al. 2005, Morakotkarn et al. 2007, Osono 2008). En Uruguay C.
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gloeosporioides fue aislado como enddfito en plantas de Eucalyptus spp. (Bettucci
et al. 1999).

Como agentes patdégenos de plantas, Colletotrichum spp. pueden causar
antracnosis, podredumbre de frutos pre- y post- cosecha, damping-off y
enfermedades de flor y plantas de semillero (Bailey y Jeger 1992). Este hongo es
un descomponedor frecuente de los tejidos de frutos indehiscentes, participando
en la degradacion de los mismos y facilitando la liberacion de las semillas.

Por otro lado, se ha observado que C. gloeosporioides aislado frecuentemente
como enddfito en hojas de Theobroma cacao confiere beneficios a la planta, por
ejemplo, reduciendo la incidencia de enfermedad producida por Phytophthora
palmivora (Mejia et al. 2008). Rojas et al. (2010) estudiaron Colletotrichum spp.
presentes en plantas de Theobroma cacao y compararon aislamientos obtenidos
a partir de sintomas con los aislamientos endofiticos, encontrando diferencias a
nivel molecular que permitieron separarlos en grupos diferentes.

A su vez C. gloeosporioides ha sido encontrado como enddfito y también como
saprofito en Magnolia lilifera (Promputtha et al. 2007), y los analisis de secuencias
sugieren que existe una intima asociacion filogenética entre los aislamientos
endofiticos y los saprofiticos. Lo mismo ocurre con el teleomorfo Glomerella
cingulata (Stoneman) Spauld & Schrenk. Esta asociacion filogenética entre
especies endofiticas y saprofiticas indica que los aislamientos pueden tener similar
origen y que tienen la habilidad de cambiar su estrategia ecoldgica durante la
senescencia de los tejidos del hospedero.

Los aislamientos de C. gloeosporioides obtenidos en este estudio no produjeron
metabolitos fitotdxicos, en cambio el aislamiento de C. acutatum produjo una
lesion leve solamente en torno a las heridas realizadas en las hojas. En cuanto a
la capacidad de producir enzimas se observé que estos aislamientos presentaron
actividad pectinolitica y celulolitica importantes para la degradacion de los
componentes de los tejidos vegetales. Estas caracteristicas indicarian que los
aislamientos de Colloetotrichum spp. obtenidos de las plantas nativas tendrian una

estrategia de vida endofitica y saprofitica.
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Arivudainambi et al. (2011) aislaron C. gloeosporioides de la planta medicinal Vitex
negundo, y los extractos obtenidos a partir de este hongo en cultivo exhibieron
actividad antimicrobiana frente a bacterias y hongos, inhibiendo cepas de
S. aureus resistentes a meticilina, penicilina y vancomicina.

El extracto obtenido a partir del cultivo de C. gloeosporioides 205 aislado de E.
uruguayensis presenté actividad antimicrobiana frente a S. aureus y también,
aunque muy leve, frente Xanthomonas axonopodis. Esto confirma que esta
especie aislada como endofito en numerosas plantas es capaz de producir
metabolitos con bioactividad, y podria ser considerada como “especie creativa”, tal
como Dreyfuss y Chapela (1994) consideraron a los géneros Acremonium,
Aspergillus, Fusarium y Penicillium basandose en la produccion de numerosos

metabolitos bioactivos.

El género Phomopsis (Sacc.) Bubak, es anamorfo de Diaporthe Nitschke y
contiene taxa importantes desde el punto de vista fitopatolégico, con un extenso
rango de hospederos y amplia distribucion geografica (Uecker 1988; Crous &
Groenewald 2005; Rossman et al. 2007). Diaporthe / Phomopsis constituyen un
complejo fungico con alta diversidad genética. El estudio de las especies de
Diaporthe fitopatdgenas es muy importante por su capacidad de producir
enfermedades en diferentes plantas, por ejemplo en vid, girasol, soja y varias
enfermedades asociadas a frutos y arboles ornamentales. Se han encontrado
ademas especies de Diaporthe como endoéfitos en ramas y hojas sanas, y como
saprofitos en hojarasca y restos de madera (Udayanga et al. 2011). Phomopsis
spp. es comunmente aislado como endofito en plantas de zonas tropicales y
templadas. Promputtha et al. (2005) encontraron que la mayoria de los
aislamientos endofiticos de M. lilifera correspondian al género Phomopsis, muchos
de estos fueron aislados como morfoespecies de endofitos que permanecieron
estériles siendo identificados por métodos moleculares. Ademas estuvo presente
como saprofito y los estudios filogenéticos mostraron una estrecha asociacion
entre los aislamientos endofiticos y saprofiticos, indicando que podrian ser las

mismas especies.
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En este trabajo, 9 de los 12 aislamientos del complejo Diaporthe/Phomopsis
presentaron actividad enziméatica celulolitica y pectinolitica, 2 de ellos ademas
presentaron actividad ligninolitica, reflejando la capacidad de degradar
compuestos estructurales de las plantas y la capacidad de crecer en forma
saprofitica. Pero 4 aislamientos (Phomopsis sp. 217, 213 y 226 y “Phomopsis
micheliae” 202) presentaron solamente actividad enzimatica para pectinasas y no
para celulasas ni ligninasas, lo que llevaria a pensar que esos aislamientos
podrian ser patdégenos latentes caracterizados por producir pectinasas y
proteinasas (Brett 1990b, Choi et al. 2005); pero sin embargo ninguno de estos 4
aislamientos produjeron metabolitos fitotoxicos, por lo tanto no se puede concluir
sobre su posible patogenicidad con los estudios realizados.

También, algunas especies de Phomopsis son capaces de producir metabolitos
con actividad antimicrobiana (Horn et al. 1995). El aislamiento de Phomopsis 203,
obtenido de E. uruguayensis present0 actividad inhibitoria muy leve frente a
S. aureus mientras que Phomopsis 21, aislado de M. atropurpureum, no presento
actividad inhibitoria frente a ninguno de los microorganismos estudiados. Por otro
lado, ninguno de los aislamientos de Phomopsis spp. obtenidos a partir de flores y
frutos de E. uruguayensis presentaron actividad inhibitoria frente a las mismas

especies de bacterias y hongos estudiados (Ruiz 2012).

Xylaria, el otro género muy frecuente en estas Myrtaceae, se encuentra presente
como endofito en casi todas las plantas tropicales y en menor medida en los
arboles de zonas templadas (Bayman et al. 1998; Dreyfuss & Petrini 1984;
Rodrigues et al. 1993; Fisher & Petrini 1990; Petrini & Petrini 1985; Boddy &
Griffith 1989). Las especies encontradas con mayor frecuencia no son las mismas
gue las encontradas en otras plantas nativas pertenecientes a la familia Myrtaceae
en Uruguay (Bettucci et al. 2004). Los miembros de la familia Xylariaceae son bien
conocidos por su funcién como descomponedores de madera y restos vegetales;
por ejemplo X. digitata causa el 16% de la pérdida de peso en madera de 4lamo
(Rajagopalan 1996). Petrini et al. (1995) y Whalley (1996) postulan que las

especies de Xylaria enddfitas permanecen latentes hasta la senescencia de los
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tejidos del hospedero, momento en el cual comienzan la descomposicion de los
tejidos. Esto les otorga ventaja frente a otros saprotrofos competidores, en la
colonizacién temprana y el maximo aprovechamiento del recurso. Aunque las
Xylariaceae sean conocidas por su actividad descomponedora, Promputtha et al.
(2007) no aislaron Xylaria sp. como saprofito en hojas de M. lilifera pero si
obtuvieron aislamientos como endofitos en estas hojas, y las especies de Xilaria
aisladas como endofitos presentaron habilidad de producir enzimas degradadoras,
indicando que estan adaptadas para una vida saprofitica.

El total de los aislamientos pertenecientes a Xylariales obtenidos en las tres
plantas, representan un porcentaje importante de la comunidad fungica (12 %) y
presentaron en general una importante actividad de los tres complejos enzimaticos
estudiados, pectinasas, celulasas y ligninasas, lo que se corresponde con su
actividad descomponedora confirmando su adaptacion a la vida saprofitica. A
diferencia de los otros aislamientos Xylaria sp. 120 provoco amarillamiento en el
disco de hoja a partir del cual fue aislado, por ello fue incluido en el estudio de
fitotoxicidad y se observé que era capaz de producir metabolitos fitotdxicos,
provocando una lesion importante en las hojas en la zona donde se colocé el
extracto con los metabolitos obtenidos a partir del cultivo de este hongo, pudiendo

tratarse de un patégeno latente.

N. sphaerica es un endofito (Lorenzi et al. 2006; Duran et al. 2005) que también ha
sido considerado patégeno (Verma & Gupta 2008) en numerosas plantas
provocando manchas foliares. En nuestro pais fue aislado como endoéfito de hojas
de Eucalyptus spp. y de Acca sellowiana (Berg.) Burret (Bettucci et al. 2004). El
género Nigrospora se caracteriza por ser capaz de producir metabolitos
secundarios tales como nigrosporinas fitotoxicas y antibacterianas (Tanaka et al.
1997), lactonas herbicidas tales como la phomalactona (Kim et al. 2001) y
compuestos con actividad antifungica (griseofulvinas) (Zhao et al. 2012).

Todos los aislamientos de N. sphaerica obtenidos de las 3 plantas produjeron
enzimas celuloliticas, ninguno de ellos produjo ligninasas y solamente un

aislamiento (113) obtenido de M. cisplatensis fue capaz de producir pectinasas.
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Este aislamiento ademas produjo metabolitos fitotdxicos que provocaron necrosis
en los tejidos de las hojas donde fue aplicado el extracto crudo conteniendo los
metabolitos. Ambas capacidades permitirian suponer que este aislamiento
corresponde a un posible patdégeno latente capaz de producir manchas en hojas

de plantas.

Si bien algunos estudios previos han sugerido que la composicion de especies y la
frecuencia de enddfitos varia con los diferentes tejidos de la planta hospedera
(Suryanarayanan & VijayKrishna 2001; Kumar & Hyde 2004; Sun et al. 2012),
nuestros resultados en plantas nativas mostraron que los tejidos no tuvieron un
efecto significativo sobre la composicion de la comunidad de enddfitos.

Sun et al. (2008) indic6 que las comunidades de hongos endéfitos eran diferentes
en ramas y hojas en seis especies de plantas medicinales, en este estudio solo se
observo diferencia en la composicion de la comunidad endofitica de hojas y ramas
en M. atropurpureun, donde las hojas estuvieron caracterizadas por
G. mangiferae, y las ramas por M. pestalozzoides y Preussia sp.

En M. cisplatensis y en E. uruguayensis no se observaron diferencias en la
composicion de los ensambles fangicos en hojas y ramas.

De todos modos, para entender completamente el efecto del hospedero, de los
organos y de tejidos sobre la estructura de la comunidad endofitica, y poder
determinar si existe preferencia en cada caso, deben realizarse estudios en mas

especies de plantas nativas.

G. mangiferae (anamorph: Phyllosticta capitalensis Henn) ha sido encontrada
como endofito y se la ha aislado de numerosas plantas (Baayen et al. 2002). Este
hongo fue confundido durante mucho tiempo con el patdgeno de citricos causante
de la mancha negra Guigniardia citricarpa Kiely (anamorph: Phyllosticta citricarpa
McAlpine), pero con técnicas moleculares se logré0 separar ambas especies
(Bonants et al. 2003; Van Gent-Pelzer et al. 2007). Estas especies difieren
ademas en la capacidad de producir enzimas hidroliticas, especialmente las

pectinasas, lo cual podria estar asociado con las diferentes estrategias usadas por
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ambas especies para infectar, colonizar e inducir o no sintomas de enfermedad en
plantas de citrus. El patégeno G. citricarpa penetra directamente en los tejidos y
permanece latente por 4-6 meses, luego de este periodo se producen las lesiones
en los frutos (6rganos ricos en pectinas) mostrando que las enzimas pectinoliticas
no estan involucradas en la invasién primaria pero si con el desarrollo de los
sintomas de enfermedad, mientras que en el caso de G. mangiferae, las
pectinasas pueden ser importantes para la colonizacion endofitica y de tejidos
senescentes o muertos ( Romao et al. 2011).

Los aislamientos de G. mangiferae obtenidos en este trabajo no evidenciaron una
actividad pectinolitica importante en cultivo a las 72 horas de incubacion,
presentando importante actividad ligninolitica. En cuanto a la fitotoxicidad, los
extractos obtenidos en cultivo produjeron una lesion muy pequefia Unicamente en
el borde de las perforaciones realizadas. Esto concuerda con la caracteristica

estrategia de vida endofitica que presenta esta especie.

M. pestalozzoides es un coelomycete perteneciente a las Amphisphaeriaceae que
ha sido aislado de ramas muertas de Artemisia camphorata Vill. (Berlese &
Bresadola 1889) y en forma endofitica se encontré en ramas de Sedum sediforme
(Jacg.) Pau. (Collado & Arenal 1998). Collado et al. 2006 encontraron un
compuesto con actividad antifingica en extractos de M. pestalozzioides (F-
090354) en cultivo, que denominaron moriniafungina y es un analogo a la
sordarina. La moriniafungina es un inhibidor de la sintesis de proteinas en
eucariotas que tiene mayor espectro antimicético y un valor de concentraciéon
inhibitoria minima menor que la sordarina (Basilio et al. 2005). No observaron
produccion de moriniafungina por el hongo endofitico Morinia longiappendiculata
Collado & Platas en cultivo, ni por cepas taxonOmicamente relacionadas como
Bartalinia, Truncatella y Pestalotiopsis spp. En este estudio, los extractos
obtenidos a partir de aislamientos de M. pestalozzoides en cultivo, no presentaron

actividad inhibitoria frente a bacterias ni a hongos.
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El género Preussia Fuckel; pertenece a la familia Sporormiaceae (ascomycetes
bitunicados) y comprende especies de suelo, madera y restos vegetales (Cain
1961; Ahmed & Cain 1972; Arx & van der Aa 1987; Arenal

et al. 2004; 2005). Arenal et al. 2007 aislaron una nueva especie de Preussia
como enddfito de diferentes especies de plantas mediterraneas, esta nueva
especie, Preussia mediterranea Arenal, Platas & Pelaez es similar a P. australis,
P. africana y Preussia similis (R.S. Khan & Cain) Arenal y fue descrita
exclusivamente de un grupo de aislamientos endofiticos aislados de plantas
colectadas en diferentes localidades geograficas en Espafia.

Peterson et al. (2009) aislaron especies de Preussia a partir de heces de Koala
cuya Unica dieta consiste enteramente en hojas de Eucalyptus sp., las que
contienen lignina, celulosa, taninos y aceites esenciales, las heces por lo tanto
constituyen un sustrato recalcitrante compuesto por fibras muy lignificadas,
celulosa y fenoles. Algunos hongos coprofilos son capaces de producir enzimas
para degradar estos sustratos complejos (Anh et al. 2007) y algunas otras
especies tales como Podospora anserina (Rabenh.) Niessl y Sporormiella vexans
(Auersw.) S.I. Ahmed & Cain también son capaces de producir metabolitos con
propiedades antibacterianas y antifungicas (Wang et al. 1997; Soman et al. 1999).
Nuestros aislamientos de Preussia sp. produjeron en general celulasas, ligninasas
y uno de ellos producia también pectinasas. En cuanto a la produccion de
metabolitos con bioactividad, un aislamiento de P. australis y 2 de P. africana
presentaron actividad inhibitoria frente a bacterias (E. coli, S. aureus y X.
axonopodis). Estos resultados indican que los hongos pertenecientes a este
género deberian tenerse en cuenta para la busqueda de organismos productores

de metabolitos bioactivos.

El porcentaje de colonizacién fungica fue mayor en la corteza de las ramas que en
las hojas, similares resultados fueron obtenidos en otros estudios de hongos
endofitos (Wang &Guo 2007; Guo et al. 2008; Sun et al. 2008). Esto puede ser
causado por las diferencias en la estructura de las ramas y los tejidos de las hojas

0 porque las ramas permanecen mas tiempo en la planta que las hojas, pudiendo
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acumular mas propagulos fungicos por infecciones repetidas (Fisher et al. 1986;
Wang & Guo 2007; Guo et al. 2008; Sun et al. 2011).

A pesar de las diferencias en el porcentaje de colonizacion de los 6rganos, la
diversidad estimada segun el indice de Shannon (H’) fue similar en hojas y ramas
en cada una de las plantas estudiadas, dado que para dicho calculo se toma en
cuenta el numero total de especies fungicas que fueron aisladas y la equidad o
uniformidad en sus abundancias. La diversidad de la comunidad fangica en las
plantas estudiadas estuvo dentro del rango de diversidad encontrado en otras
Mirthaceae nativas (A. sellowiana, B. salicifolius y M. glaucescens). La comunidad
fungica mas diversa fue la asociada a M. atropurpureum (H'= 2,949) ya que

valores de 3 6 4 son interpretados como “diversos” (Gliessman 2002)

El andlisis semicuantitativo de enzimas endocelulasas, pectinasas y ligninasas,
permite determinar la capacidad de los hongos enddfitos aislados de descomponer
los polimeros que forman la pared celular de las plantas, y en base a este estudio
tratar de comprender la funcién de estos hongos y determinar la capacidad de
cambiar su estrategia de vida endofitica a saprofitica o patogénica.

Dado que la produccion de enzimas por un hongo en la naturaleza determina su
capacidad patogénica o degradadora (Archer & Word 1995), Sieber et al. (1991)
sostienen que la produccion de celulasas y pectinasas juntas en el endofito
Leptostroma podria implicar que el hongo esté bien equipado para la penetracion
en las células vegetales y la descomposicion de tejidos muertos. Brett (1990a)
sefialé que las principales enzimas que participan en los ataques de tejidos vivos
de las plantas por microorganismos eran enzimas pectinasas, inducidas tanto en
hongos patégenos como en bacterias. Las sustancias pécticas se encuentran
predominantemente en la pared primaria de las células vegetales y en la laminilla
media. Si un enddfito solamente produce pectinasas implica que podria ser un
patogeno latente, mientras que los hongos que producen celulasas, hemicelulasas
y ligninasas, estarian capacitados para degradar los componentes de la pared
celular y por lo tanto tendrian la habilidad de competir con otros hongos en hojas y

ramas muertas (Carroll & Petrini 1983). Practicamente todos los hongos enddfitos
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aislados (98%) presentaron actividad para alguno de los tres complejos
enzimaticos estudiados, el 84% de los aislamientos produjeron endocelulasas,
60% produjeron pectinasas y 51% de los enddfitos aislados produjeron ligninasas.
La mayoria de los aislamientos endofiticos presentaron capacidad degradadora de
acuerdo con la actividad enzimatica observada, en general produjeron 2 de las
enzimas estudiadas o las 3. Esto confirma que los hongos endofitos son capaces
de pasar a un estilo de vida saprofitica y degradar los componentes de la pared
celular de los vegetales. Solamente 4 aislamientos pertenecientes al complejo
Diaporthe/Phomopsis produjeron Unicamente enzimas pectinasas, dejando abierta
la posibilidad que esos aislamientos pudieran corresponder a patégenos latentes.
En cuanto a la actividad celulolitica y ligninolitica se destacan los aislamientos
correspondientes a las Xylariales y los Basidiomycetes Lentinus tigrinus y
Phlebiopsis gigantea que presentaron una fuerte actividad ligninolitica. Estos
Basidiomycetes descomponedores de madera, aislados con muy baja frecuencia
(1 aislamiento de cada especie), no han sido aislados como enddfitos en otras
Myrtaceae nativas, pero si se aislaron como colonizadores latentes en xilema y
corteza de las ramas y troncos de Eucalyptus spp. en Uruguay (Simeto et al.
2005). Ademas se han observado comunmente las fructificaciones de L. tigrinus
alrededor de los tocones de los arboles cortados (Alonso et al. 2012). Estos
hongos son activos productores de enzimas oxidativas extracelulares y han sido
usados para degradar lignina de madera de E. globulus y E. grandis (Bettucci et al.
1998) y para el blanqueo de pasta de celulosa de Eucalyptus spp. (Speranza
2003).

En cuanto a la evaluacion del efecto fitotdxico de los extractos obtenidos a partir
de los hongos en cultivo, sobre los tejidos vivos de hojas de E. uruguayensis. La
presencia de sintomas como necrosis, decoloracion o manchas, indicaria que
esos hongos enddfitos son capaces de producir metabolitos fitotdxicos y por lo
tanto podrian ser patdgenos latentes. A pesar que los aislamientos seleccionados
para este estudio pertenecian a géneros de hongos que incluyen especies

fitopatdgenas, muy pocos aislamientos fueron capaces de provocar necrosis en
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las hojas. N. sphaerica 113 y Xylaria sp. 120 fueron los aislamientos que
provocaron los sintomas mas evidentes. Ademas, Xylaria sp. 120 producia
clorosis cuando el micelio emergia de los discos de hojas inoculadas y crecia en el
medio de cultivo. Otros 7 aislamientos presentaron fitotoxicidad muy leve.

En general, la mayoria de los hongos enddfitos no presentaron capacidad de
producir metabolitos fitotoxicos, y muy pocos podrian ser considerados patégenos
latentes. Este aspecto es importante considerando que las plantas nativas podrian
ser un reservorio de patdégenos que pudieran afectar plantaciones forestales de

Myrtaceae fundamentalmente.

Algunos géneros de hongos aislados comunmente como enddfitos, incluyen
especies productoras de una gran cantidad de nuevos compuestos. De acuerdo
con esto, para la evaluacion de la produccion de metabolitos con actividad
inhibitoria, se seleccionaron aquellos aislamientos pertenecientes a géneros y
especies previamente conocidos por ser productores de metabolitos bioactivos. La
mayoria de los aislamientos endofiticos seleccionados con este criterio (16 de 19)
presentaron algun tipo de actividad inhibitoria frente a uno o varios de los
microorganismos patogenos estudiados. Se destaco el aislamiento Lophiostoma
246 (posiblemente Lophiostoma hysterioides Curr. ex Cooke) por presentar
actividad inhibitoria frente a todos los microorganismos estudiados. El género
Lophiostoma, ha sido citado como productor potencial de compuestos con
bioactividad (Miao & Qian 2005). Este hongo aislado de la corteza de rama de E.
uruguayensis emergio tardiamente del fragmento de tejidos inoculado en
comparacion con los deméas enddfitos aislados. Ademas presentd un escaso
desarrollo en el medio de cultivo y permanecid estéril, formando numerosas
clamidosporas. Estas caracteristicas indican una clara adaptacion de este hongo a
la vida endofitica. Por otro lado este aislamiento present6 actividad enzimética
para celulasas, pectinasas y ligninasas indicando que es capaz de degradar los
compuestos vegetales siendo probablemente un hongo muy competitivo.

También C. gloeosporioides 205, S. opuntiae 145 y A. alternata 101 presentaron

buena actividad inhibitoria frente al patégeno humano S. aureus. Por otro lado, los
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aislamientos de P. africana 33 y 33’ presentaron actividad frente a la bacteria
fitopatdgena X. campestris.

Rodrigues et al. (2000) consideraron a Pestalotiopsis guepinii como “especie
creativa”, pero en nuestro caso esta especie se aisldo con muy baja frecuencia. El
aislamiento 104 presentd actividad inhibitoria muy leve frente a S. aureus,
mientras el aislamiento 104’ no presento actividad inhibitoria. De cualquier modo
esta especie es importante por ser capaz de producir metabolitos con otros tipos
de bioactividad, por ejemplo algunos aislamientos producen Taxol, un importante
metabolito anticancerigeno (Strobel et al. 1997).

En la busqueda de nuevos metabolitos que pudieran ser aplicados para el control
de microorganismos patogenos, resulta importante determinar si dichos
metabolitos pudieran presentar actividad toxicogénica. Con esta finalidad se aplico
a los extractos fungicos obtenidos a partir de los hongos enddfitos en cultivo, el
ensayo de toxicidad sobre Artemia salina. Un extracto resultd no toxico (NT) y
todos los restantes fueron levemente toxicos (LT).

La deteccidon de endoéfitos capaces de producir metabolitos con actividad
antimicrobiana frente a patdégenos humanos y de plantas y a su vez con toxicidad
leve o0 no toxicos, confirma que los hongos enddfitos de plantas nativas son una

buena fuente para la busqueda de nuevos metabolitos con bioactividad.

El aislamiento del hongo entomopatdégeno Metarhizium anisopliae como enddfito
en xilema de E. uruguayensis, es importante dado que este organismo es utilizado
para el control biolégico de insectos plaga. Por ejemplo, suspensiones de conidios
de M. anisopliae var. acridum aplicados con pulverizador han sido utilizadas para
el control de la langosta en Africa (Langewald & Kooyman 2007).

Metarhizium spp. son enddéfitos comunmente encontrados en varios ecosistemas.
Se lo encuentra en el suelo, asociado a las raices de las plantas y es patdgeno de
numerosos insectos. Es posible que la capacidad endofitica y la patogenicidad de
Metarhizium estén asociadas para transferir nitrégeno a la planta via el micelio del
hongo. Behie et al. 2012, encontraron que Metarhizium podia parasitar y matar

insectos del suelo y transferir el nitrdgeno derivado a las plantas via el micelio y la

82



asociacion endofitica. EI hongo en contrapartida recibiria de la planta fuentes
carbonadas.

El hongo se adhiere a las raices mediante adhesinas (Wang & St. Leger 2007).
Luego de la adhesion germina y forma estructuras especializadas de infeccion,
apresorios, que se diferencian a partir del apice de los tubos germinativos durante
la penetracion.

Las funciones de adhesion estan reguladas por dos genes distintos (mad 1 —-MAD
1 adhesidén a insectos - y mad 2 MAD 2 adhesién a la epidermis de plantas).

Los apresorios maduros producen estructuras delgadas denominadas “peg” que
rompen la cuticula del insecto por combinacion de presion mecénica y enzimas
quitinoliticas y lipoliticas. Los apresorios secretan enzimas proteoliticas
extracelulares que solubilizan la cuticula del insecto a partir de la cual el hongo se
nutre (Zhang Xia & Li 2011) e invade la hemolinfa produciendo metabolitos
secundarios que a su vez son probablemente factores de virulencia (Fang et al.
2009). En la hemolinfa el hongo produce blastosporas inhibiéndose las enzimas
gue le permitieron atravesar la cuticula. Cuando los nutrientes se van agotando el
hongo que ha acumulado sustancias de reserva vuelve a adoptar la forma
filamentosa y a segregar las lipasas y quitinasas para atravesar la cuticula en el
insecto muerto. Una vez alcanzada la parte externa esporula y estd en
condiciones de volver a infectar otros insectos o penetrar las raices de las plantas.
El aislamiento M. anisopliae 238 infectdé exitosamente hormigas, provocando la
muerte de todas ellas en 7 dias y esporulando en el exterior del insecto de donde
fue reaislado. La caracterizacion enzimética de esta cepa de M. anisopliae mostré
gue es capaz de producir proteasas y quitinasas, ambas consideradas factores de

virulencia, indicando una importante capacidad entomopatogénica.
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7. CONCLUSIONES

-Practicamente todos los taxa aislados pertenecen al grupo de Ascomycetes,
encontrandose solamente 2 aislamientos pertenecientes a Basidiomycetes.

Las especies aisladas con mayor frecuencia son enddfitos tipicos que ya han sido
aislados de numerosas plantas, incluso de otras Myrtaceae nativas.

Los Basidiomycetes aislados son hongos descomponedores de madera que se

encuentran comunmente en plantaciones forestales en nuestro pais.

-Existen diferencias en los ensambles fungicos de las 3 especies de plantas
estudiadas, esto podria indicar que existe preferencia por el hospedero. Por el
contrario los organos y tejidos no tuvieron un efecto significativo sobre la
composicion de la comunidad de enddfitos indicando que no existe preferencia por
organos, excepto en M. atropurpureun donde se observo diferencia en la

composicion de la comunidad endofitica de hojas y ramas.

-La mayoria de los aislamientos endofiticos presentaron (de acuerdo con la
actividad enzimatica observada) capacidad de degradar los componentes
estructurales de la pared celular de los vegetales, confirmando que los hongos
endofitos son capaces de pasar a un estilo de vida saprofitica. Destacandose en

este aspecto Xylariales y Basidiomycetes.

-Muy pocos aislamientos podrian ser considerados patdgenos latentes en base a
la capacidad de producir metabolitos fitotoxicos y pectinasas. Esos aislamientos
pertenecen a N. sphaerica 113, Xylaria sp. 120 y también algunos aislamientos
correspondientes al género Phomopsis, que se obtuvieron principalmente de E.
uruguayensis. Este aspecto es importante considerando que algunas Myrtaceae
nativas podrian ser un reservorio de patdgenos que pudieran afectar a las

plantaciones forestales.
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- Se encontraron especies flngicas capaces de producir metabolitos con actividad
antimicrobiana frente a patdogenos humanos y de plantas y a su vez con toxicidad
leve 0 no toxicos. Se destacd el aislamiento de Lophiostoma sp. 246, que
probablemente corresponda a la especie L. histerioides. Esto confirma que los
hongos endofitos de las Myrtaceae nativas pueden ser una fuente de metabolitos
secundarios con algun tipo de bioactividad, ofreciendo una oportunidad para la

busqueda de nuevos medicamentos y agroquimicos.

-La presencia de especies con capacidad antagonica frente a microorganismos, y
de entomopatdégenos, dentro de la comunidad de hongos endofitos, indica que los
endofitos de plantas nativas ademés de ser una buena fuente para la basqueda de
metabolitos bioactivos, también lo son para la seleccion de cepas antagonistas

aplicables en el control biologico de enfermedades y plagas.
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8. PERSPECTIVAS

-Continuar con el estudio de los hongos enddfitos en otras especies de plantas
nativas, para entender el efecto del hospedero, de los 6rganos y de tejidos sobre
la estructura de la comunidad endofitica, y poder determinar si realmente existe

preferencia de los hongos para la colonizacion de los mismos.

-Realizar un estudio mas amplio de la capacidad enzimética que presentan los
hongos enddfitos, incorporando mas aislamientos de otras plantas nativas y
sumando al estudio otras enzimas como por ejemplo amilasas, xilanasas,
mananasas y proteasas entre otras, que permitan concluir con mayor profundidad
sobre la funcion ecolégica de los endéfitos en la degradacién de los biopolimeros

vegetales asi como su posible patogenicidad.

-Profundizar el estudio de los metabolitos con actividad antimicrobiana producidos
por los hongos enddfitos, separar las fracciones activas, e identificar cuales son

los compuestos con bioactividad presentes en los extractos fangicos.

-Continuar con la evaluacion de la capacidad entomopatogénica de la cepa de M.
anisopliae aislado como enddfito frente a otros insectos considerados plaga, y
realizar evaluaciones de aplicacibn a campo en hormigueros con el fin de
determinar la capacidad de este aislamiento para el control biolégico de las

hormigas.
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Anexo I: Lista de hongos enddfitos identificados por métodos moleculares

Taxa

Secuencias

e . . . Maxima
Identific. Coincidencia mas cercana Cobertura identidad
Anthostomella  sp. Sacc. Anthostomella eucalyptorum o o
ITS (AM922205.1) 92% 97%
Ascomycota (Fungal endophyte) ITS - LSU Fungal endophyte (EF420054.1,LSU) 100% (LSU)  98% (LSU)
ITS Ascomycota (HQ008925.1) 99% 99%
Coniochaeta velutina (Fuckel) Cooke ITS - LSU Eglrjl)ochaeta velutina (FJ167402.1, 100% (LSU) 100% (LSU)
Conoplea fusca Pers. ITS-LSU Conoplea fusca (EU552114.1, LSU) 100% (LSU) 99% (LSU)
Corynespora sp. Gussow Corynespora cassiicola o o
ITS (GQ407100.1) 56% 100%
Daldinia  sp. Ces. & De Not. ITS - LSU ESaILtJj)lnla childiae (EF562505.1, 85% (LSU) 94% (LSU)
Diaporthe  sp.  Nitschke Diaporthe phaseolorum o o
ITS (HQ328006.1) 100% 99%
Guignardia mangiferae A.J. Roy TS Guignardia mangiferae 100% 100%
(HM751801.1)
Lecythophora fasciculata J.F.H. Lecythophora fasciculata o o
Beyma) E. Weber, Gorke & Begerow IS (GQ377492.1) 100% 99%
ITS - LSU '(Eé{g‘gfggf‘ ff‘ssfj';“'ata 100% (LSU)  100% (LSU)
Lentinus tigrinus (Bull.) Fr. ITS - LSU I(:$gr]]_léz;lgrll_nllj§U) 100% (LSU) 100% (LSU)
Lophiostoma sp. Ces. & De Not Lophiostoma hysterioides
ITS-LSU (AB619019.1, LSU) 98% (LSU) 99% (LSU)
(GQ254683.1, ITS) 100% (ITS) 91% (ITS)
Lophiostoma cynaroidis o o
IS (EU552138.1) 97% 93%
Metarhizium anisopliae (Metschn.) Metarhizium anisopliae o o
Sorok in IS (JN379352.1) 100% 100%
Microdiplodia hawaiiensis Crous Microdiplodia hawaiiensis o o
IS (EU715661.1) 98% 99%
Morinia pestalozzioides Berl. & Bres. Morinia pestalozzioides o 0
ITS (AY929325.1) 100% 99%
Neofusicoccum australe (Slippers, Neofusicoccum australe
Crous & M.J. Wingf.) Crous, Slippers & ITS 99% 99%
. (EU375516.1)
A.J.L. Phillips
Neofusicoccum parvum (Pennycook &
Samuels) Crous, ITS Neofusicoccum parvum (1Q647911.1) 100% 100%
Slippers & Phillips
Paraconiothyrium fungicola Verkley & Paraconiothyrium fungicola o o
Wicklow IS (AY642532.1) 99% 99%
Peyronellaea australis Aveskamp, Peyronellaea australis o o
Gruyter & Verkley IS (GU237915.1) 99% 100%
Pezizavaria  (Hedw.) Fr. ITS Pezizavaria  (AF491556.1) 100% 100%
Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jdlich ITS Phlebiopsis gigantea (JQ781782.1) 100% 100%
“Phomopsis micheliae” C.Q. Chang, Z.D. “Phomopsis micheliae” o o
Jiang & P.K. Chi IS (AY620820.1) 100% 98%
Phomopsis  spp. (Sacc) Bubak ITS Phomopsis  sp. (EF687936.1) 100% 99%
ITS Phomopsis sp. (JN418789.1) 100% 99%
ITS Phomopsis sp. (JN153070.1) 100% 99%
ITS Phomopsis sp. (FJ009548.1) 96% 99%
ITS Phomopsis sp. (JN153071.1) 100% 99%
ITS Phomopsis sp. (JQ936281.1) 100% 97%
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Pleosporales Luttr. ex M.E. Barr

Preussia africana
Pelaez

Arenal, Platas &

Preussia australis (Speg.) Arx

Preussia minima (Auersw.) Arx

Preussia  sp. Fuckel

Sarcosomataceae Kobayasi

Sclerostagonospora opuntiae (Ellis &
Everh.) Huhndorf

Sporormiella  sp. Ellis & Everh.

Xylaria acuta Peck

Xylaria digitata (L.) Grev.

Xylaria enteroleuca (Speg.) P.M.D.
Martin

Xylaria hypoxylon (L.) Grev.

Xylaria  sp. Hill ex Schrank

Xylariales (Amphisphaeriaceae) G.
Winter

Xylariales (Xylariaceae) Tul. & C.
Tul.

ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS-LSU
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS

ITS

ITS

ITS
ITS
ITS -LSU
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS
ITS -LSU
ITS -LSU

Pleosporales (EF672298.1)
Uncult. Pleosporales (GU911134.1)
Uncult. Pleosporales (GU910876.1)
(EU551195.1)
(9Q354929.1)
(IN418768.1)
(EU551297.1)
(GQ2037444.1,LSU)
Preussia sp. (JQ354929.1)
Preussia sp. (JN159709.1)
Preussia sp. (JN225886.1)
Preussia sp. (HQ130702.1)
Preussia sp. (HQ607945.1)

Preussia sp. (HQ607932.1)
Sarcosomataceous endophyte
(AF485074.1)
Sclerostagonospora opuntiae
(DQ286768.1)
Sclerostagonospora opuntiae
(FJ605260.1)

Sporormiella

Preussia africana
Preussia africana
Preussia africana
Preussia australis

Preussia minima

sp. (HQ829154.1)
(AY544676.1, LSU)

(GU322456.1)
(FJ205471.1)

Xylaria acuta

Xylaria digitata

Xylaria enteroleuca
(FJ205467.1)

Xylaria hypoxylon (FJ205468.1)
Xylaria  sp. (EU010000.1)
Amphisphaeriaceae (DQ872671.1)
Amphisphaeriaceae (JN545792.1)
Xylariales (HE608800.1)

Xylariaceae (DQ272570.1)
Xylariaceae (HM595600.1, LSU)
Xylariaceae (FJ425708.1, LSU)

100%
99%
100%
100%
100%
94%
100%

100% (LSU)
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%
100%
99%
100%
100% (LSU)
100%
100%
100%
100%
100%
100%
99%
100%
100% (LSU)
100% (LSU)

99%
99%
99%
100%
100%
99%
100%
99% (LSU)
100%
100%
99%
99%
97%
99%
98%
99%
98%
99%
98% (LSU)
99%
99%
100%
99%
100%
99%
99%
97%
97% (LSU)
99% (LSU)
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Anexo Il. Andlisis de correspondencias. Contribucién de las
especies a la inercia de los ejes.

IILA.) Analisis de correspondencias con las 3 plantas.

Con 20 spp. (Transformados con log+1)(Figura 16 )
)
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e Dimension 1; Eigenvalue: ,06259 (60,54% of Inertia)
Eigenvalues and Inertia for all Dimensions (plantas-1.sta)
Input Table (Rows x Columns): 3 x 20
Total Inertia=,10339 Chi?=10,007 df=38 p=1,0000
Singular Eigen- Perc. of Cumulatv Chi
Values Values Inertia Percent Squares
1 ,250182 ,062591 60,54027 60,5403 6,058099
2 ,201981 ,040796 39,45973 100,0000 3,948627
Column Coordinates and Contributions to Inertia
Input Table (Rows x Columns): 3 x 20
Standardization: Row and column profiles
Column Coordin. Coordin. Relat Inertia  Cosine? Inertia  Cosine?
Number Dim.1  Dim.2 Mass Quality Inart Dim.1 Dim.1 Dim.2 Dim.2
ALT 1 ,197801 -,024449 ,052087 1,000000,0200132588 ,984952 ,000763 ,015048
AUR 2 -,021821 -,235917 ,039727 1,000000,0215680302 ,008483 ,054197 ,991517
CoG 3 -,439544 -,018739 ,055550 1,000000,1039941485 ,998186 ,000478 ,001814
GUI 4 ,198202 -,052395 ,053264 1,000000,0216533488 ,934683 ,003584 ,065317
LEC 5 ,164573 -,052021 ,049586 1,000000,0142881492 ,909160 ,003289 ,090840
MOR 6 ,021018 -,425640 ,048458 1,000000,085122030P ,002432 ,215194 ,997568
NEP 7 -,220357 -,132696 ,045947 1,000000,0294(85645 ,733877 ,019831 ,266123
NSP 8 ,002998 -,115387 ,057016 1,000000,00734D0@® ,000674 ,018607 ,999326
PAR 9 ,037626 ,101080 ,047075 1,000000,005297 0@®1,121697 ,011790 ,878303
PHA 10 -,220895 -,045934 ,040854 1,000000,0201051849 ,958552 ,002113 ,041448
PHO 11 -,592713 ,296414 ,057097 1,000000,24252048 ,799938 ,122967 ,200062
PLE 12 ,310788 ,383241 ,048810 1,000000,114945323F ,396731 ,175725 ,603269
PAF 13 ,183852 -,051827 ,051614 1,000000,01821%/8p4 ,926384 ,003398 ,073616
PAU 14 -,021821 -,235917 ,039727 1,000000,0215880302 ,008483 ,054197 ,991517
PRE 15 ,267833 -,082336 ,064660 1,000000,0491041@ ,913655 ,010745 ,086345
SCL 16 ,175404 273959 ,040854 1,000000,04181®082 ,290744 ,075160 ,709256
SOR 17 ,056989 -,179423 ,043965 1,000000,015010R2%1 ,091639 ,034693 ,908361
XYL 18 -,297845 ,130279 ,053824 1,000000,0550196285 ,839402 ,022392 ,160598
XAM 19 , 305736 ,379163 ,048458 1,000000,1111952368 ,394010 ,170764 ,605990
ME 20 -,053269 ,008590 ,061427 1,000000,00173®788 ,974657 ,000111 ,025343
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Row Coordinates and Contributions to Inertia
Input Table (Rows x Columns): 3 x 20
Standardization: Row and column profiles

Row  Coordin. Coordin. Ralat Inertia  Cosine? Inertia  Cosine?

Number Dim.1  Dim.2 Mass Quality Inart Dim.1 Dim.1 Dim.2 Dim.2
Eu 1 -,372352 ,106349 ,286340 1,000000,415317 2;634,924577 ,079383 ,075423
Mc 2 ,251685 ,190756 ,344354 1,000000,332183 (348%35149 ,307141 ,364851
Ma 3 ,054022 -,260326 ,369305 1,000000,252500 2047,041286 ,613476 ,958714

I1.B.) Andlisis de correspondencias con érganos(hoja, rama
las 3 especies de plantas. Con 20 spp.
(Transformados con log+1) Ejes 1 — 2 (Figura 17 )
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Dimension 1; Eigenvalue: ,04744 (42,71% of Inertia)
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Dimension 2; Eigenvalue: ,02785 (25,07% of Inertia)

Andlisis de correspondencias con érganos(hoja, rama
especies de plantas. Con 20 spp. (Transformados con
Ejes 1 — 3 (Figura 18)
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Dimension 3; Eigenvalue: ,02259 (20,34% of Inertia)
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Eigenvalues and Inertia for 3 Dimensions (6rgangs.1.sta)
Input Table (Rows x Columns): 6 x 20
Total Inertia=,11107 Chi2=18,351 df=95 p=1,0000
Cumulatv  Chi

WN -

Singular  Eigen- Perc. of
Values  Values Inertia
,217805 ,047439 42,70890
,166876 ,027848 25,07109
, 150291 ,022587 20,33538

Column Coordinates and Contributions to Inertia
Input Table (Rows x Columns): 6 x 20
Standardization: Row and column profiles
Column Coordin. Coordin. Coordin.

ALT
AUR
COG
GUI
LEC
MOR
NEP
NSP
PAR
PHA
PHO
PLE
PAF
PAU
PRE
SCL
SOR
XYL
XAM
ME

Number

©Co~NOuhgNE

Dim.1 Dim.2 Dim.3
-,130439 ,037055 ,174196
,041222 -,127965 ,136231
,406792 ,020555 ,031219
-,075768 -,059185 ,262123
-,119545 -,082148 -,147717
-,073951 -,365742 -,221843
,166970 -,078913 ,127149
-,026212 -,192043 ,107480
-,044115 ,057741 -,208921
,128013 -,035626 ,017569
,545756 ,199002 -,105784
-,267321 ,327804 -,036708
-,174721 -,012945 -,257886
,041222  -,127965 ,136231
-,204504 -,054237 ,209751
-,130964 ,193463 -,024910
-,065516 -,142472 -,179251
,236499 ,088299 ,065744
-,269829 ,317131 ,015263
-,041991 -,049003 -,107160

Percent
42,7089
67,7800
88,1154

Mass
,050852
,041432
,056318
,049363
,047208
,050495
,045076
,054048
,045258
,042093
,061379
,052257
,049558
,041432
,063006
,044192
,045076
,048625
,053124
,059206

Row Coordinates and Contributions to Inertia
Input Table (Rows x Columns): 6 x 20
Standardization: Row and column profiles

EuH
EuR
Mc H
Mc R
MaH
Ma R

Row

Coordin. Coordin. Coordin.

Number Dim.1 Dim.2 Dim.3

1

2
3
4
5
6

,347759 ,079897 ,003590 ,153717
,271069 ,064608 -,083878 ,149412
-,186070 ,114934 ,116565 ,178530
-,235815 ,204202 -,071356 ,167649
-,008444 -,201105 ,222206 ,187021
-,119907 -,238755 -,234765 ,163671

Mass

Squares

7,837469

4,600771

3,731725

Relative Inertia
Quali Inertia Dim.1
976196 8622 ,018239
772417 6917 ,001484
969013 1B73196455
,864069 0008 ,005974
42857842503 ,014221
,98634386866 ,005821
,732022 8027 ,026491
,902465 6482 ,000783
,798953 4982 ,001857
4415783 6304 ,014541
,980285653® ,385377
9672787606 ,078718
,96402814986 ,031891
772417 7691 ,001484
,99027G0842 ,055546
,99949€@1983 ,015978
9570824052 ,004079
,511125 2888 ,057330
,986061 4208 ,081533
40178120760 ,002201
Relative Inertia

Quali Inertia Dim.1
,874892 4791,391873
, 782645536 ,231426
, 7705083122 ,130295
,8873914166 ,196520
,9437930365 ,000281
,9790B@0376 ,049605

Cosine?
Dim.1

,340833
,035829
,960900
,063634
,142903
,028623
,405943
,012624
,031779
,379264
,837472
,383451
,302769
,035829
,466600
,310560
,072424
,420100
,413521
,045274

Cosine?
Dim.1

,830942
,679047
434334
,481905
,000749
,111284

Inertia
Dim.2
,002507
,024363
,000854
,006209
,011440
,242555
,010080
,071579
,005418
,001919
,087287
,201642
,000298
,024363
,006656
,059395
,032856
,013614
,191858
,005105

Inertia
Dim.2

,035237
,022396
,084688
,251034
,271611
,335034

Cosine?
Dim.2

,027505
,345270
,002453
,038828
,067481
, 700134
,090675
,677599
,054442
,029375
,111349
,576597
,001662
,345270
,032820
,677700
,342490
,058561
571217
,061656

ertia Cosine?
mi3 Dim.3

,068316
,034043
,002430
,150156
,045605
,110021
,032263
,027642
,087455
,000575
,030409
,003117
,145915
,034043
122722
,001214
,064122
,009305
,000548
,030100

,607859
,391318
,005659
,76160
281
gb75
,235405
21224
21273
,00714
,0B146
W72
5359
30131
5008
JEL12
1312

,032464
3132
5048

Cosine2erta Cosine?
mi3 Dim.3
,000088 ,000089

Dim.2

,043861
,038576
,165719
,361361
424630
441216
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[I.C.) Analisis de correspondencias con tejidos y 6rganos
3 especies de plantas. Con 20 spp.
(Transformados con log+1) (Figura 19)
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e Dimension 1; Eigenvalue: ,02487 (30,25% of Inertia)
Eigenvalues and Inertia for 3 Dimensions (tejidumgtl.sta)
Input Table (Rows x Columns): 12 x 20
Total Inertia=,08222 Chi2=23,657 df=209 p=1,0000
Singular Eigen- Perc. of Cumulatv Chi
Values Values Inertia Percent Squares
1 , 157704 ,024870 30,24740 30,2474 7,155658
2 , 127619 ,016287 19,80773 50,0551 4,685934
3 , 115230 ,013278 16,14860 66,2037 3,820291
Column Coordinates and Contributions to Inertia
Input Table (Rows x Columns): 12 x 20
Standardization: Row and column profiles
Column Coordin. Coordin. Relat Inertia  Cosine? Inertia  Cosine?
Number Dim.1  Dim.2 Mass Quality Inart Dim.1 Dim.1 Dim.2 Dim.2
ALT 1 -,128465 -,004776 ,050433 ,336746 ,0301023488 ,336281 ,000071 ,000465
AUR 2 ,020108 -,083619 ,044412 ,285839 ,013977 72R0,015626 ,019067 ,270214
COG 3 ,252943 -,032152 ,053193 ,454689 ,092501 84(86,447459 ,003376 ,007230
GUl 4 -,091197 -,025511 ,049993 ,112366 ,0485246708 ,104211 ,001998 ,008155
LEC 5 -,037377 ,057045 ,047961 ,046056 ,058908 6942,013834 ,009583 ,032223
MOR 6 -,003873 -,275336 ,050089 ,580896 ,079518)080 ,000115 ,233155 ,580781
NEP 7 ,038140 -,088516 ,046841 ,292387 ,018100 74M2,045785 ,022534 ,246602
NSP 8 ,004436 -,161916 ,052410 ,486677 ,034362040100,000365 ,084365 ,486312
PAR 9 -,000117 ,037149 ,046841 ,042863 ,018342 0000,000000 ,003969 ,042863
PHA 10 ,021555 -,060898 ,045024 ,120533 ,0189590880 ,013419 ,010252 ,107114
PHO 11 444265 ,180490 ,056792 ,864529 ,183716 7(80,742051 ,113597 ,122478
PLE 12 -,122559 ,200120 ,048359 ,457967 ,070722202 ,124917 ,118913 ,333050
PAF 13 -,056522 ,115660 ,044645 ,467868 ,019235780 ,090193 ,036670 ,377674
PAU 14 -,011734 -,090951 ,045458 ,385057 ,0120780262 ,006304 ,023089 ,378753
PRE 15 -,237780 ,000291 ,063268 ,523859 ,08304B830% ,523859 ,000000 ,000001
SCL 16 -,061996 ,117351 ,045893 ,627567 ,015666/0@® ,136932 ,038805 ,490635
SOR 17 -,008389 -,109752 ,046737 ,309573 ,02224H138 ,001798 ,034567 ,307775
XYL 18 ,187278 ,060431 ,050969 ,419517 ,057221 8081 ,379955 ,011429 ,039562
XAM 19 -,211041 ,243520 ,054148 ,807926 ,0846406988 ,346528 ,197160 ,461398
ME 20 -,006921 -,103801 ,056533 ,195090 ,0381420109 ,000863 ,037400 ,194227

de las
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Row Coordinates and Contributions to Inertia
Input Table (Rows x Columns): 12 x 20
Standardization: Row and column profiles

Row  Coordin. Coordin. Relat Inertia  Cosine? Inertia  Cosine?

Number Dim.1  Dim.2 Mass Quality Inart Dim.1 Dim.1 Dim.2 Dim.2
EuL 1 , 171415 -,000809 ,079517 ,371530 ,0764863989 ,371522 ,000003 ,000008
EuP 2 ,279244 ,110836 ,080715 ,716264 ,1237060/253618781 ,060882 ,097484
EuC 3 ,295366 ,071945 ,083292 ,755165 ,12397012%2,712870 ,026472 ,042296
EuX 4 -,000685 -,038798 ,072829 ,057603 ,0231530Q01 ,000018 ,006731 ,057585
McL 5 -,174758 ,058200 ,082161 ,501819 ,06755708%Q ,451719 ,017087 ,050100
McP 6 -,103038 ,102317 ,090363 ,264475 ,087618B5D3 ,133166 ,058084 ,131309
McC 7 -,195179 ,219934 ,093765 ,672598 ,1466013623 ,296330 ,278483 ,376268
Mc X 8 -,015261 -,010280 ,072651 ,017409 ,01718@0680 ,011975 ,000471 ,005434
MalL 9 -,140364 -,098828 ,087958 ,392281 ,0803689609 ,262267 ,052747 ,130014
MaP 10 -,012757 -,180035 ,096907 ,499715 ,0768XW634 ,002497 ,192859 ,497219
MaC 11 -,006679 -,241500 ,085354 ,452108 ,13400153 ,000346 ,305651 ,451763
Ma X 12 -,046856 ,010750 ,074487 ,049239 ,04251@6505 ,046777 ,000529 ,002462
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