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RESUMEN
El término endofito hace referencia a microorganismos que habitan dentro de un tejido
vegetal aparentemente sin ocasionarle dafios. Existen especies flngicas que han
desarrollado dicha relacién con sus hospederos, colonizandolos en todos o algunos de sus
tejidos. Bixa orellana es una de las especies menos estudiadas en cuanto a diversidad
enddfita fangica, por lo que el objetivo principal de este proyecto fue determinar la diversidad
de hongos enddfitos asociados a sus raices, en cuatro localidades de estudio: Macara,
Paltas, Jamboé y Los Encuentros (Provincias de Loja y Zamora Chinchipe, Ecuador). La
region ITS2 del ADNrn fangico fue analizada mediante la tecnologia Illlumina MiSeq, de la
cual se delimitaron 612 OTUs de hongos enddfitos. Las muestras de raices colectadas en la
localidad de Macara presentaron el mayor numero de OTUs y el menor numero se registro
en la localidad de Paltas. La Familia dominante de endéfitos fangicos en todas las
localidades fue Glomeraceae. Los resultados sugieren que las comunidades de hongos
enddfitos difieren significativamente entre las localidades, siendo los factores ambientales

distintos de cada localidad los que podrian explicar esta diferencia.

PALABRAS CLAVES: Achiote, Glomeromycota, Secuenciacion Illlumina, OTU.



ABSTRACT
The term endophyte refers to the microorganisms that inhabit a plant tissue without causing
apparent damage. Some fungal species have developed this relationship with their hosts
colonizing them in all or some of their tissues. Bixa orellana is one of the least studied
species in fungal endophyte diversity. The main objective of this project was to determine the
diversity of endophytic fungi associated with their roots, in four study locations: Macara,
Paltas, Jamboé and Los Encuentros (Provinces of Loja and Zamora Chinchipe, Ecuador)
The ITS2 region of the fungal ADNrn was analyzed by lllumina MiSeq technology, of wich,
612 OTUs of endophytic fungi were delimited. The roots collected in Macard has the major
OTUs number, while the minor was registered in Paltas. The dominant family of fungal
endophytes in all the studied locations was Glomeraceae. The results suggest that the
endophytic fungal communities differ significantly between the localities. The environmental

factors of each locality could explain this difference.

KEYWORDS: Achiote, Glomeromycota, lllumina sequencing, OTU.



INTRODUCCION

El término enddfito es empleado para definir a microorganismos que habitan dentro de un
tejido vegetal aparentemente sin ocasionar dafios sobre éste (Terhonen, Kerid, Sun, y
Asiegbu, 2014). Evolutivamente, las especies vegetales necesitan de ciertas relaciones de
asociacion con organismos especializados que contribuyen en su desarrollo y adaptacién
(Heredia, Alarcon, Hernandez, Ferrera, y Almaraz, 2014). Dentro del grupo de enddfitos,
existen especies fungicas que han desarrollado relaciones simbioticas con sus hospederos
habitandolos en todos los tejidos disponibles incluyendo hojas, tallos, corteza, flores, frutos,
raices y semillas (Sunitha, Nirmala Devi, y Srinivas, 2013). Entre el hongo endéfito y su
huésped, se desarrolla ademés una interaccion metabdlica (Schulz, Boyle, Draeger,
Rémmert, y Krohn, 2002).

Debido a que las especies de hongos endéfitos varian en cuanto a requerimientos nutritivos,
su presencia puede producir efectos fisiolégicos en el huésped, generando agotamiento de
algunos productos o acumulacion de otros (Gamboa, 2006). Por otra parte, también pueden
mejorar los mecanismos de defensa y resistencia de su hospedero mediante la secrecién de
metabolitos secundarios permitiendo asi la sobrevivencia de los dos organismos (Schardl,
Leuchtmann, y Spiering, 2004; Sunitha et al., 2013). Dicha relaciéon endofitica se establece
cuando los factores de virulencia del hongo y las defensas del hospedero estan en equilibrio,
por lo contrario, cuando se presenta un envejecimiento de la planta huésped o se encuentra

bajo estrés, el hongo puede actuar como patégeno (Sanchez-Fernandez et al., 2013).

La diversidad de hongos endéfitos varia dentro de los tejidos de la especie hospedera asi
como también entre los individuos de la misma especie geograficamente separados
(Saikkonen, 2007). Esta variacién de diversidad fungica puede estar atribuida a la ubicacién,
clima o edad del huésped (Uzma, Konappa, y Chowdappa, 2016), creando asi una enorme
diversidad, sin embargo, pocos de estos microorganismos han sido estudiados, generando
una alta expectativa sobre el descubrimiento de nuevas especies de hongos endofitos
(Zheng et al., 2015).

Se han realizado estudios de hongos endoéfitos asociados a muchas especies dentro de las
familias: Arecaceae (Rodrigues, 1994), Asteraceae (Gallo et al., 2009 ; Vieira, Johann,
Hughes, Rosa, y Rosa, 2014), Rubiaceae (Santamaria y Bayman, 2005), Orchidaceae
(Cevallos, Sanchez, Decock, Declerck, y Suéarez, 2016; Otero, Ackerman, y Bayman, 2002),
entre otros, sin embargo, el nimero de especies abordado es bajo. Una de las familias
menos estudiadas en cuanto a diversidad de hongos endéfitos ha sido Bixaceae, pues hasta
la fecha solo se ha emitido un primer reporte realizado en tejidos foliares de Bixa orellana

L.(Kannan, Ashwanandhini, Hemasindhu, Vinithkumar, y Senthamarai, 2017).
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La familia Bixaceae posee especies de gran interés entre las cuales destaca Bixa orellana L.
también conocida como "achiote" , "annatto" o "urucu" (Akshatha, Giridhar, y Ravishankar,
2011). Es originaria de América Central y de América del Sur (Shahid-ul-Islam, Rather, y
Mohammad, 2016), aunque es ampliamente cultivada en todos los paises tropicales
especificamente en Ecuador, Colombia, México, Per( y en paises de Africa y Asia (Raddatz-
Mota et al.,, 2017). B. orellana es cultivada principalmente por su alto contenido de
carotenoides como la bixina y norbixina que se extraen de sus semillas y constituyen uno de
los tintes naturales y no toxicos mas usados en la industria alimentaria, textil, pintura y
cosmética a nivel mundial (Louro y Santiago, 2016). Las multiples propiedades terapéuticas
que ofrece esta especie han sido atribuidas precisamente al alto contenido de carotenoides
gue posee (De Araujo Vilar et al., 2014), ademés que sus semillas presentan una alta
cantidad de tocotrienoles (Araque Espinoza, 2017; Frega, Mozzon, y Bocci, 1998; Rey,
2012), dichos compuestos son los de mayor actividad de la vitamina E y poseen
propiedades antioxidantes por lo que han mostrado potencial en tratamientos de
enfermedades como osteoporosis (Kuan, Chin, Hj, y Ahmad, 2018), diabetes (Kim et al.,
2016), enfermedades neurodegenerativas (Mohamed, Sayeed, Saxena, y Oothuman, 2018),
e inclusive se ha reportado una potente propiedad antitumoral (Husain et al., 2019; Tran,

Ramalinga, Kedir, Clarke, y Kumar, 2014).

Ante la falta de informacion y estudios realizados respecto a la diversidad fangica asociada a
esta especie, el principal objetivo del presente proyecto es determinar la diversidad de
hongos enddfitos asociados a las raices de Bixa orellana L. de cuatro localidades del Sur de
Ecuador. Los resultados obtenidos contribuiran al conocimiento de la diversidad de hongos
enddfitos ademas que constituiran un aporte a proyectos que se desarrollan con dicha

especie.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestreo

Este estudio se desarrolld6 como complemento de una investigacion previa: “Determinacion
del porcentaje de colonizacion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en plantaciones
de Bixa orellana” (Palacios, 2017), que a su vez fue parte del proyecto “Estudios de
coleccion, conservacién y aprovechamiento de especies vegetales de interés medicinal en la

region Sur del Ecuador” (Malagén et al., 2015).



Los sitios de estudio fueron cuatro, ubicados en las provincias de Zamora Chinchipe y Loja
(Ecuador) (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion de las cuatro localidades de Bixa orellana
estudiadas.

Fuente y elaboracion: Valeria Maza

En la provincia de Zamora Chinchipe, localizada en la region sur del Ecuador, los sitios
seleccionados para el estudio fueron: Jamboé (4°6'22” S y 78°56’40” O) y Los Encuentros
(3°51'25” S 'y 78°41°04” O).
Jambde perteneciente al cantbn Zamora, posee una temperatura media anual de 23,7 °C
con 1800—2200 mm de precipitacion al afio, la cobertura vegetal caracteristica de la zona
consta de bosques siempre verdes y una elevacion promedio de 1300 m s.n.m (GADP
Timbara, 2019).
La segunda localidad fue en la parroquia “Los Encuentros” perteneciente al cantén
Yantzaza, tiene un area de 47545 ha, de las cuales mas de la mitad (52,6%) corresponden a
Bosque Humedo Tropical (GADP Los Encuentros, 2015). La altitud varia de 820 a 827 m
s.n.m, la temperatura media anual es de 21,9 °C, alcanzando temperaturas méximas de
hasta 28 °C, la precipitacidén varia entre 2109 a 2537 mm registrando asi una alta incidencia
de lluvias (Poma, 2015).
Los sitios de estudio en la provincia de Loja fueron Paltas (3°50’ S y 79°45’ O) y Macara (4°
24°0” Sy 79°57°0” O). En el cantén Paltas debido a su topografia muy irregular, se evidencia
varios pisos climaticos entre los que sobresalen los climas frio, templado y subtropical
(Guaman, 2014), siendo su temperatura media anual de 18,6 °C. En las partes altas se
5



presentan temperaturas de hasta 12 °C y en las partes bajas 24 °C, la precipitacion oscila
entre 500 a 2000 mm al afio, en la zona predomina la formacion de Bosque Semideciduo
(GADP Lauro Guerrero, 2015).

En Macard, la precipitacion media anual varia entre 400 a 600 mm en las partes bajas y en
las partes altas incrementa de 800 a 900 mm. La temperatura varia entre los 14,2 °C hasta
35,4 °C, siendo la temperatura promedio en el afio de 25,5 °C (Alvarado y Chuquimarca,
2015). El tipo de vegetacion que predomina en esta localidad es el bosque seco semidenso
aunqgue también presenta bosques himedos densos e intervenidos (GAD Macard, 2014).

En cada localidad se seleccionaron al azar entre 15 y 16 individuos de B. orellana (Tabla 1).
Los individuos colectados estuvieron ubicados en distintos huertos familiares, junto a otras
especies. En la localidad de Jamboé, uno de los huertos era monoespecifico. En ninguno de

los huertos muestreados se utiliza agroquimicos.

Tabla 1. Caracterizacién de las localidades del estudio.

Nimero NUmero de huertos Temperatura
Localidad de en los que se Altitud (m) media anual Precipitacion (mm)
muestras colect6 muestras (°C)
Jamboé 16 5 984-1360 23,7 1800-2200
Los
15 7 791-867 21,9 2109-2537
Encuentros
Paltas 16 2 1360-1774 18,6 500-2000
Macara 16 2 657-815 25,5 400-900

Fuente y elaboracion: Valeria Maza

De la raiz de cada uno de los individuos seleccionados se colecté 30 raicillas, de 2 cm de

longitud aproximadamente, que se conservaron en etanol al 70% para su posterior uso.

Andlisis moleculares

Malagon et al. (2015), con el fin de determinar la diversidad de hongos enddfitos asociados
a la raiz de B. orellana realiz6 la extraccion de ADN de las 63 muestras con el método CTAB
(Murray y Thompson, 1980). Una vez efectuada la extraccion de ADN de las muestras de
raiz se realiz6 una PCR para la amplificacion de la region ITS2 de ADNrn usando los
cebadores ITS3/ ITS4 (White, Bruns, Lee, y Taylor, 1990), idéneos en estudios de barcoding
especialmente en hongos (Op De Beeck et al.,, 2014). Para la amplificacion de ITS2 se

utilizé un volumen final de 20 uL: con 0,5 uL de cada primer (a partir de una concentracién
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de 10 pMoal), 10 uL de mezcla de la polimerasa Phusion (Termo scientific, USA), 0,8 uL de
BSA (albumina de suero bovino, Promega, Madison, WI, USA) y 2 uL de ADN. Para la
amplificacion se realizo un ciclo de desnaturalizacion inicial a 98 °C por 30 s, 35 ciclos de:
desnaturalizacion a 98 °C por 10 s, anillamiento a 60 °C por 30 s y extension a 72 °C por 30
s y un ciclo de extension final a 72 °C por 10 min. Para evaluar el resultado de la PCR se
efectud una electroforesis en geles de agarosa al 1%. Las condiciones de la electroforesis
fueron: 120 V, 300 A por 20 min. Luego de verificar la amplificacion, las muestras fueron
purificadas con el kit Wizard® SV Gel and Clean-up System (Promega, Madison, WI, USA),
siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. La concentracion del ADN purificado se
midié en el Nanodrop 1000c (Termo scientific, USA) y se enviaron las muestras a secuenciar

mediante la tecnologia lllumina MiSeq (lllumina Inc.) en los laboratorios IMGM, Alemania.

Andlisis de Datos
El presente trabajo de fin de titulacion contempl6 el analisis de los datos, lecturas de 250

pares de bases (bp), sin procesar resultantes de la secuenciacion de nueva generacion.

La reconstruccion de las Unidades TaxonOmicas Operativas (OTUs) se realizé con el
algoritmo UPARSE implementado en el software USEARCH (Edgar, 2013). Primeramente,
las secuencias Unicas se obtuvieron ensamblando las lecturas de pares sobrepuestos con el
comando ‘fastq_mergepairs’, luego se aplicd un filtro de calidad a las muestras utilizando el
comando ‘fastq_filter’ con un umbral de error esperado de 0,5. La longitud de las secuencias
se establecié a 260 bp. Se aplicd el comando ‘derep_fullength’ para remover los “singletons”
y finalmente las secuencias con un 97% de homologia se agruparon en el mismo OTU con
el comando ‘cluster_otus’.

La asignacion taxonomica de las OTUs se la realiz6 utilizando el algoriimo BLASTN
(Altschup, Gish, Miller, Myers, y Lipman, 1990) en la base da datos del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI, National Center for Biotechnology Information), ademas
dicha asignacién fue establecida de acuerdo al sistema de clasificacibn propuesto por
Tedersoo et al. (2018).

Para evaluar la riqueza de especies de hongos endéfitos frente al esfuerzo de muestreo se
construyd una curva de acumulacion de especies en base a una matriz de
presencia/ausencia de las OTUs encontradas por cada sitio de estudio usando el software

EstimateS 9.1.0 (Collwell, 2013) con 100 permutaciones.

La rigueza estimada fue calculada con el indice de Chao 2, este se basa en datos de
presencia/ausencia y estima el numero de especies esperadas relacionando el nimero de

especies Unicas con las duplicadas (Chao, 1987).



La similitud de las distintas localidades en cuanto a la composicion de especies endofitas
fungicas fue determinada calculando los indices de Chao-Jaccard y de Chao-Sgrensen
(Chao, Chazdon, Colwell, y Shen, 2005) en EstimateS 9.1.0 (Collwell, 2013).

Para analizar si las comunidades de hongos enddfitos difieren en los sitios de estudio, se
realizé un analisis de similitud ANOSIM (Clarke, 1993) con 9999 permutaciones en el

software PAST (Hammer, Harper, y Ryan, 2001).

RESULTADOS

Una vez efectuada la reconstruccion de OTUs se obtuvieron un total de 1115 OTUs. Se
buscd la asignaciéon taxonémica de las 1115 OTUS y se eligieron aquellos que tuvieron una
similitud de secuencia y recubrimiento mayor o igual a 90%. De las 1115 OTUs se obtuvo un
total de 923 OTUs sobre dicho umbral (290%), de las cuales 612 pertenecieron al reino
Fungi, 160 a Bacteria, 121 al reino Plantae, 26 a Animalia y finalmente al reino Protista

pertenecieron 4 OTUs (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de OTUs detectados en las raices de
B. orellana asignados por reino.

Fuente y elaboracion: Valeria Maza

Diversidad global de OTUs de hongos endoéfitos
De las 612 OTUs se logré la asignacion taxondmica de 538 OTUs hasta nivel de Filo, 505
OTUs a nivel de Clase, 480 OTUs a Orden y 409 OTUs hasta Familia.

Se identific6 un total de siete filos en los que se distribuyen 538 OTUs, la mayoria de ellos
pertenecieron a Ascomycota (50,37%), Glomeromycota (30,85%) o Basidiomycota (17,29%),
mientras que poco representativos fueron los filos Mortierellomycota (0,74%), Mucoromycota
(0,37%), Monoblepharomycota y Entorrhizomycota (0,19% cada uno) (Figura 3). Para 74

OTUs no se pudo establecer identificacion a este nivel taxondémico.
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Figura 3. Numero de OTUs de hongos enddfitos asociados a la raiz de
B. orellana asignados por filos mas representativos.

Fuente y elaboracion: Valeria Maza

El filo Ascomycota presenté el mayor nimero de clases (diez), seguido por Basidiomycota
(ocho) y Mucoromycota (dos), mientras que los filos restantes (Entorrhizomycota,
Glomeromycota, Monoblepharomycota y Mortierellomycota) presentaron el mas bajo nimero
de clases (una clase cada uno), siendo un total de 23 clases en las que se distribuyeron los
OTUs identificados (505 OTUs). En 107 OTUs no se determiné su identidad hasta esta

categoria taxondmica.

Las clases mas representativas fueron Glomeromycetes con 151 OTUs (29,90%), seguida
por Dothideomycetes con 93 OTUs (18,42%), Sordariomycetes con 73 OTUs (14,46%) y
finalmente la clase Agaricomycetes con 70 OTUs (13,86%) (Figura 4).
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Figura 4. Numero de OTUs de hongos enddfitos asociados a la raiz de B. orellana
distribuidos en cada una de las clases identificadas

Fuente y elaboracién: Valeria Maza



A nivel de Orden, se identific6 480 OTUs, de estos 134 pertenecieron al orden Glomerales
perteneciente a la clase Glomeromycetes la cual a pesar de contar con solamente dos
ordenes es la mas predominante, seguida por la clase Dothideomycetes con siete 6rdenes
incluyendo al segundo orden mas frecuente (Plesporales) con 70 OTUs (Figura 5). Para 126
OTUs no se identific6 hasta este nivel, mientras que seis de ellos se presentaron bajo la
denominacion “incertae sedis”, término usado para referirse a organismos con una posicion

taxondémica no bien establecida dentro de la clasificacion (Baltazar y Gibertoni, 2009).

160
140
120
100
80
60
40
20
0

Numero de OTUs

Glomerales
Diversisporales
Pleosporales
Capnodiales
Otros ordenes
Agaricales
Polyporales
Otros 6rdenes
Hypocreales
Xylariales
Otros ordenes

Glomeromycetes Dothideomycetes Agaricomycetes Sordariomycetes

Figura 5. Distribucién de frecuencias de OTUs de hongos endofitos asociados a la
raiz de B. orellana pertenecientes a las clases mas representativas con sus érdenes
mas frecuentes.

Fuente y elaboracion: Valeria Maza

Los 409 OTUs asignados a nivel de Familia se distribuyeron en un total de 103 familias
siendo Glomeracea la predominante con 133 OTUs. En la gran mayoria, las OTUs se
asociaron a familias que no presentaban mucha incidencia, incluso familias Unicas que
ocurrian una vez (Anexo 1). Para 174 OTUs no se pudo identificar a este rango taxonémico

mientras que 29 OTUs se identificaron como “incertae sedis”.

Comparacién de la comunidad de hongos endéfitos entre localidades

De los 409 OTUs de hongos enddfitos asociados a la raiz de Bixa orellana asignados a nivel
de familia, se encontrd un total de 220 OTUs en Macara, 174 en Jamboé, 158 OTUs en los
Encuentros y 108 en Paltas.

En las cuatro localidades los filos mas representativos fueron Ascomycota, Glomeromycota

y Basidiomycota. El filo Ascomycota fue el mas frecuente con 113 OTUs en Macara y 74
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OTUs en Paltas, mientras que Glomeromycota fue el més incidente con 76 OTUs en

Jamboé y 72 OTUs en los Encuentros (Figura 6).

Los Encuentros

Jamboé

Paltas

Macara

0 20 40 60 80 100 120

Basidiomycota Glomeromycota Ascomycota

Figura 6. Frecuencia de OTUs asociados a las raices de B. orellana correspondientes a los
Filos mas representativos en cada localidad de estudio.

Fuente y elaboracion: Valeria Maza

En la localidad de Macara la clase dominante fue Glomeromycetes con 58 OTUs mientras
gue en Paltas la clase Dothideomycetes fue la mas representativa con 40 OTUs asociados a
este taxdn, para las localidades de Jamboé y Los Encuentros domindé Glomeromycetes con
76 y 72 OTUs respectivamente, para estas dos Ultimas localidades las clases que también
presentaron alta incidencia fueron Dothideomycetes y Agaricomycetes.

Aunque las OTUs estaban asociadas a una variedad de familias en cada una de las
localidades (Anexo 2), en todas estas la familia Glomeraceae fue la mas incidente (Figura
7).

Mdmero de OTUs

10 20 30 40 50 60 70

0
L

Los Encuentros Jamboé Macara Paltas

Figura 7. Numero de OTUs de hongos enddfitos pertenecientes
a Glomeraceae asociados a la raiz de Bixa orellana en las cuatro
localidades de estudio.

Fuente y elaboracién: Valeria Maza
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El nimero de OTUs observados en cada una de las localidades no fue representativo
puesto que presentan en Paltas 38%, Jamboé 40%, Los Encuentros 58% y Macara 66% de
la diversidad esperada.

En base al esfuerzo de muestreo realizado las curvas de acumulacion de las cuatro

localidades de estudio no llegaron a su asintota (Figura 8).
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Figura 8. Curvas de acumulacion de OTUs asociados a la raiz de B. orellana de las localidades de
estudio. a: Paltas; b: Macard; c: Jamboé; d: Los Encuentros.

Fuente y elaboracion: Valeria Maza

Un total de 15 OTUs se compartieron en los diferentes sitios, mientras que 88 OTUs fueron
exclusivos de Jamboé, 73 de Macard, 57 de Los Encuentros y 19 OTUs de Paltas (Figura
9).

Macara fue el sitio que mas OTUs compartié con otras localidades, con Paltas 80 OTUs y

con Los Encuentros 79 OTUs.
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Figura 9. Distribucion de OTUs endéfitos asociados a la raiz de B. orellana, por localidad
de estudio. El nimero total de OTUs de cada localidad se encuentra junto al nombre de la
misma. Los OTUs Unicos para cada sitio se presentan en negrita, los OTUs compartidos
entre localidades se encuentran de color blanco.

Fuente y elaboracion: Valeria Maza

De acuerdo a los indices de Chao-Jaccard y Chao-Sgrensen existe la méas alta similitud de
las comunidades enddfitas flungicas de las localidades de Macara y Paltas, la menor

similitud observada fue entre las localidades de Paltas y Jamboé (Tabla 2).

Tabla 2. Similitud entre los sitios de estudio representados con los indices Chao-Jaccard y Chao-
Sgrensen.

Comparacion Chao-Jaccard Chao-Sgrensen
Macara vs. Paltas 0,323 0,488
Macara vs. Jamboé 0,201 0,335
Macara vs. Los Encuentros 0,264 0,418
Paltas vs. Jamboé 0,128 0,227
Paltas vs. Los Encuentros 0,157 0,271
Jamboé vs. Los Encuentros 0,186 0,313

Fuente y elaboracion: Valeria Maza
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La diferencia en las comunidades de hongos endéfitos asociados a la raiz de B. orellana fue
altamente significativa (ANOSIM, p=0.0001), sin embargo de acuerdo al valor estadistico R
(0,138) no se pueden considerar totalmente diferentes pues para esto, el valor de R debe
ser elevado (0,75-1) (Schiller, 2003). Las comunidades de endoéfitos asociados a B. orellana
se diferenciaron significativamente en todas las comparaciones por pares, siendo la
localidad de Macara la que mas difiere con cada una de las localidades restantes (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacién entre cada uno de las localidades de estudio por pares.

Los Jamboé Macara Paltas
Encuentros
Los 0,0499  0,0005 0,0074
Encuentros
Jamboé 0,0499 0,0002 0,0165
Macara 0,0005 0,0002 0,0003
Paltas 0,0074 0,0165 0,0003

Fuente y elaboracion: Valeria Maza

DISCUSION

Bixa orellana posee una alta importancia econémica que radica en su uso en la industria
culinaria, cosmeética e inclusive médica (Fontinele et al., 2018), ya que se la ha usado para el
tratamiento de multiples enfermedades, usando diversas partes de la planta como las raices,
las hojas o semillas (Ulbricht et al., 2012), lo que hace de ésta, una especie de alto interés
de estudio. Hasta la fecha, este es el primer estudio que presenta la diversidad de hongos
enddfitos de las raices de B. orellana, pues actualmente solo se ha emitido un primer reporte
sobre la diversidad fungica enddfita de las hojas y tallo en esta especie (Kannan et al.,
2017).

En base a los resultados se encontraron OTUs pertenecientes no so6lo a hongos sino
también asociados a otros reinos. A pesar de que los cebadores usados fueron especificos
para el reino Fungi, se ha descrito que estos poseen un alto porcentaje de co-amplificacion
de secuencias pertenecientes a otros reinos (Martin y Rygiewicz, 2005).

A nivel de filo, 271 OTUs correspondieron a Ascomycota, siendo el filo con mayor frecuencia
asociado a la raiz de B. orellana, seguido por Glomeromycota y Basidiomycota. Estos filos

han sido los mas reportados como colonizadores de raices de varias especies (Buée et al.,

14



2009; Koyama, Maherali, y Antunes, 2019; Wehner et al., 2014), aunque generalmente
Ascomycota es el grupo dominante (Geisen et al., 2017; Gonzalez, Vilo, y Bascufian, 2017).

De acuerdo a las curvas de acumulacion de especies de las localidades muestreadas, el
esfuerzo de muestreo no fue el suficiente para reportar la riqueza de enddfitos estimada. Asi
mismo se encontré dominancia por muy pocos taxones, pues la mayoria de OTUs tenian
ocurrencias Unicas. Patrones similares se han encontrado frecuentemente en estudios que
tratan de reportar la comunidad endoéfita fungica (Gazis y Chaverri, 2010; Vaz et al., 2014,
2018).

Como se menciono anteriormente, Kannan et al. (2017), han realizado hasta el momento el
Unico estudio sobre la diversidad de enddfitos asociados a hojas y tallos de B. orellana. En
cuanto a diversidad fangica, en este describen que la colonizacién en la hoja fue dominada
por Pestallotiopsis sp.(Sporocadaceae), seguido de Phoma sp. (Didymellaceae), Phylosticta
(Botryosphaeriaceae) y Nigrospora sp (Trichosphaeriaceae); mientras, que el tallo estaba
dominado por Pestalotiopsis sp (Sporocadaceae ), seguido por Nigrospora sphaerica y

Chaetomium sp (Chaetomiaceae) (Kannan et al., 2017).

Muchos enddfitos fangicos son altamente especificos de su hospedador (Firakova,
Sturdikova, y Muckova, 2007; Ren, Lutzoni, Miadlikowska, Laetsch, y Arnold, 2012; Wehner
et al., 2014), asi como también entre especies vegetales que se encuentran estrechamente
relacionadas, ya que pueden compartir una fenologia y rasgos de la raiz similares (Davies et
al., 2013). Sin embargo, se ha demostrado que los hongos endéfitos no se presentan de
forma ubicua, sino que también exhiben especificidad de tejidos, lo que explica su inmensa

diversidad (Roy y Banerjee, 2018).

En relacion a lo indicado por Roy y Banerjee (2018), si bien en el presente estudio se
obtuvieron OTUs asociados a los géneros encontrados en las hojas y tallos de la especie,
estos no fueron frecuentes, lo que justificaria que la comunidad enddfita encontrada en las
raices de B. orellana difiera altamente de la reportada en otros tejidos de la especie. Wearn,
Sutton, Morley, y Gange (2012), encontraron que las comunidades endéfitas en huéspedes
pertenecientes a las familias Asteraceae, Polygonaceae y Plantaginaceae fueron mas
diversas en la raiz que en los tejidos de las hojas. De igual manera Geisen et al. (2017),
tampoco demostraron una superposicion de la composicion enddfita en las semillas y raiz de
Centaurea stoebe, pues la comunidad enddfita fue mayor en las semillas, demostrando asi
gue la similitud de las comunidades endodfitas tanto en diferentes especies de plantas
hospederas como en los drganos dentro de un mismo huésped es muy baja, afirmando que

la mayoria de los endofitos tienen una localizacion restringida en los tejidos de las plantas.
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Segun Koyama, Maherali, y Antunes (2019), la disposicion espacial de las plantas
hospedadoras individuales predicen la estructura de la comunidad fungica,
independientemente de la planta hospedera. Los hongos endéfitos se transmiten vertical y
horizontalmente en la planta hospedera por fragmentacion hifal y/o por esporas de planta a
planta (Vaz et al., 2018). Debido a esto, la micobiota que rodea a las especies vegetales
hospederas en cada area de estudio, es probablemente la responsable de los endoéfitos
fungicos que colonizan a los hospederos, independientemente de si corresponden a la
misma especie (Vaz, Da Costa, Raad, y Goes-Neto, 2013). Si bien, este postulado parece
contradecir al de la especificidad de la planta hospedera, es probable que, tanto la identidad
de la planta huésped, como su disposicion espacial en el campo, contribuyan a estructurar

las comunidades de hongos enddfitos.

Gran parte de la biomasa microbiana del suelo puede estar constituida por los hongos
micorrizicos arbusculares, mismos que tienen la capacidad de colonizar practicamente todos
los tipos de plantas angiospermas y gimnospermas en todos los ecosistemas y suelos (De
Carvalho, Tavares, Cardoso, y Kuyper, 2010; Smith y Read, 2008). En este estudio, en
todas las localidades la clase Glomeromycetes con la familia Glomeraceae fue la mas
incidente. En Los Encuentros, Jamboé y Macara se hallé la mayor cantidad de OTUS de la
familia Glomeraceae y con menor intensidad en Paltas. Estos resultados coinciden con los
expuestos por Palacios (2017), quien mediante tinciéon y cuantificacién de porcentaje de
colonizacién encontré el mayor porcentaje de hongos micorrizicos arbusculares en las

raices de B. orellana la localidad de Los Encuentros y en menor porcentaje en Paltas.

Aungue la comunidad fungica sea capaz de dispersarse y colonizar sus hospederos, esta
sujeta a variables ambientales que a su vez seleccionan a los que se adaptan mejor a las
condiciones ambientales locales (Hanson, Fuhrman, Horner-Devine, y Martiny, 2012). En los
bosques tropicales humedos las comunidades endoéfitas son mas diversas que en los
bosques secos tropicales (Banerjee, 2011) o inclusive bosques boreales (Arnold y Lutzoni,
2007). Suryanarayanan, Murali, y Venkatesan (2002), afirman que las comunidades de
endofitos en los arboles de bosque siempre verde poseen la mayor diversidad de especies
gue cualquier otro tipo de bosque, siendo la temporada de lluvias la época en que mas
numero de enddfitos se presentd, concluyendo que la variacion encontrada entre sitios esta
fuertemente asociada con los factores ambientales, ademas que la riqueza de enddfitos
disminuye en elevaciones altas y sitios secos, siendo las tasas mas altas de infeccion en los
sitios himedos y de baja elevacion (Ren et al., 2012; Zimmerman y Vitousek, 2012). Este
patrén se refleja en los presentes resultados ya que, de las cuatro localidades estudiadas,
Paltas fue donde se recuperd el menor nimero de OTUs siendo esta localidad la que mayor

altitud (1360-1774 m s.n.m) y baja temperatura presenta de todas las localidades
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muestreadas (18,6 °C). Por otro lado, Macara presenté el mayor numero de OTUs de
hongos enddfitos, coincidiendo con lo expuesto anteriormente, ya que esta localidad tiene
bajas altitudes (657-815m) y temperaturas de 25,5 °C. Si bien las localidades de Jamboé y
Los Encuentros también presentan temperaturas elevadas, fueron en las que se encontré un
alto numero de OTUs en comparacion con Paltas que presenta una marcada diferencia, por
lo que se cree que la variacion que se encontrd en los sitios esta fuertemente asociada a los

factores ambientales.
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CONCLUSIONES

Este estudio reportd por primera ocasion los hongos endoéfitos asociados a la raiz de B.

orellana, especie de gran interés en multiples campos.

La familia de hongos endéfitos mas incidente en las muestras de todas las localidades de

estudio fue Glomeracea perteneciente a la clase Glomeromycetes.

La composicion de la comunidad enddfita fangica de las raices de Bixa orellana vario
significativamente entre las localidades de estudio, el elevado valor de disimilitud entre estas
radica en la alta presencia de taxones raros poco frecuentes en cada uno de los sitios de
estudio, sugiriendo que cada localidad posee una comunidad caracteristica de hongos

endofitos.

Los factores ambientales caracteristicos de cada localidad podrian explicar las diferencias

de esta diversidad en las diferentes localidades.

Considerando que al menos cada individuo vegetal alberga al menos un tipo de enddfito, y
gue muy pocos de estos han sido estudiados se postula que la oportunidad de encontrar
nuevas especies de hongos endoéfitos interesantes entre la inmensa variedad de plantas

presentes en diferentes ecosistemas es excelente.
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Anexo 1. Namero de OTUs de hongos enddfitos asociados a las raices de B. orellana, identificados

por familia.

Niumero Ndmero
Familia de Familia de
OTUs OTUs

Acaulosporaceae 8 Marasmiaceae 1
Agaricaceae Massarinaceae 3
Amphisphaeriaceae Melanommataceae 3
Aspergillaceae Metschnikowiaceae 1
Bionectriaceae Microdochiaceae 1
Bolbitiaceae Morosphaeriaceae 4
Botryosphaeriaceae Mortierellaceae 4
Brachybasidiaceae Mycenaceae 8
Bulleribasidiaceae Mycosphaerellaceae 2
Ceratobasidiaceae Myrmecridiaceae 3
Ceratocystidaceae Myxotrichaceae 1
Chaetomellaceae Nectriaceae 7
Chaetomiaceae Neopyrenochaetaceae 3
Cladosporiaceae Nigrogranaceae 1
Clavariaceae Ophiocordycipitaceae 2
Clavicipitaceae Orbiliaceae 3
Corticiaceae Periconiaceae 1
Crepidotaceae Phaeococcomycetaceae 1
Cucurbitariaceae Phaeosphaeriaceae 12

Cyphellophoraceae
Cystobasidiaceae
Cystofilobasidiaceae
Debaryomycetaceae
Dermateaceae
Diaporthaceae
Dictyosporiaceae
Didymellaceae
Didymosphaeriaceae
Dipodascaceae
Entolomataceae
Entorrhizaceae
Filobasidiaceae
Geastraceae
Gigasporaceae
Glomeraceae
Glomerellaceae
Helotiaceae
Herpotrichiellaceae
Hyaloscyphaceae
Hydnodontaceae
Hygrophoraceae
Hypoxylaceae
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Physalacriaceae
Plectosphaerellaceae
Pleosporaceae
Pleurotheciaceae
Polyporaceae
Psathyrellaceae
Pseudopyrenochaetaceae
Ramalinaceae
Rhynchogastremataceae
Saccharomycodaceae
Saccotheciaceae
Sarcosomataceae
Schizoparmaceae
Schizophyllaceae
Sebacinaceae
Serendipitaceae
Sporidiobolaceae
Sporocadaceae
Stachybotryaceae
Steccherinaceae
Sympoventuriaceae
Teratosphaeriaceae
Thyridariaceae
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Hysterangiaceae
Irpicaceae
Lachnocladiaceae
Lasiosphaeriaceae
Lentitheciaceae
Lichtheimiaceae
Lophiostomataceae
Lycoperdaceae
Magnaporthaceae
Malasseziaceae

ONRPRPRPRRLRNRRER

Trichocomaceae
Tricholomataceae
Trichomeriaceae
Trichosphaeriaceae
Tubeufiaceae
Umbelopsidaceae
Verrucariaceae
Wallemiaceae
Xylariaceae
Incertae sedis

Sin identificacion

W N FP FPDNPPWWW

N
(o]

174

TOTAL: 612 OTUs

Anexo 2. Familias de hongos enddfitos asociados a la raiz de B. orellana presentes en las zonas de
estudio: Macara, Paltas, Jamboé y Los Encuentros.

Jamboé

Encuentros

Acaulosporaceae
Agaricaceae
Aspergillaceae
Bionectriaceae
Brachybasidiaceae
Chaetomellaceae
Cladosporiaceae
Clavariaceae
Clavicipitaceae
Crepidotaceae
Cucurbitariaceae
Cyphellophoraceae
Cystofilobasidiaceae
Debaryomycetaceae
Dermateaceae
Didymosphaeriaceae
Entolomataceae
Entorrhizaceae
Geastraceae

Magnaporthaceae
Malasseziaceae
Melanommataceae
Morosphaeriaceae
Mortierellaceae
Mycenaceae
Nectriaceae
Orbiliaceae
Periconiaceae
Phaeococcomycetaceae
Phaeosphaeriaceae
Pleosporaceae
Polyporaceae
Psathyrellaceae
Ramalinaceae
Rhynchogastremataceae
Schizophyllaceae
Serendipitaceae
Sporidiobolaceae

Acaulosporaceae
Agaricaceae
Amphisphaeriaceae
Aspergillaceae
Bulleribasidiaceae
Ceratobasidiaceae
Ceratocystidaceae
Cladosporiaceae
Clavicipitaceae
Cucurbitariaceae
Cystobasidiaceae
Debaryomycetaceae
Diaporthaceae
Dictyosporiaceae
Didymellaceae
Entolomataceae
Entorrhizaceae
Gigasporaceae
Glomeraceae

Melanommataceae
Metschnikowiaceae
Microdochiaceae
Morosphaeriaceae
Mortierellaceae
Mycenaceae
Nectriaceae
Ophiocordycipitaceae
Orbiliaceae
Phaeosphaeriaceae
Physalacriaceae
Plectosphaerellaceae
Pleurotheciaceae
Polyporaceae
Psathyrellaceae
Ramalinaceae
Rhynchogastremataceae
Serendipitaceae
Sporidiobolaceae

Gigasporaceae Sporocadaceae Glomerellaceae Sporocadaceae
Glomeraceae Stachybotryaceae Herpotrichiellaceae Stachybotryaceae
Helotiaceae Sympoventuriaceae Hydnodontaceae Steccherinaceae
Herpotrichiellaceae Thyridariaceae Incertae sedis Thyridariaceae
Incertae sedis Trichomeriaceae Lasiosphaeriaceae Tricholomataceae
Lachnocladiaceae Trichosphaeriaceae Magnaporthaceae Trichosphaeriaceae
Lasiosphaeriaceae Tubeufiaceae Malasseziaceae Tubeufiaceae
Lichtheimiaceae Verrucariaceae Marasmiaceae Umbelopsidaceae
Lycoperdaceae Massarinaceae Wallemiaceae
Macara Paltas
Aspergillaceae Mortierellaceae Aspergillaceae Myxotrichaceae
Bionectriaceae Mycenaceae Bionectriaceae Nectriaceae
Bolbitiaceae Mycosphaerellaceae Botryosphaeriaceae Neopyrenochaetaceae

Botryosphaeriaceae
Brachybasidiaceae
Bulleribasidiaceae

Myrmecridiaceae
Myxotrichaceae
Nectriaceae

Bulleribasidiaceae
Cladosporiaceae
Clavicipitaceae
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Orbiliaceae
Periconiaceae
Phaeosphaeriaceae



Ceratobasidiaceae
Cladosporiaceae
Clavariaceae

Clavicipitaceae
Corticiaceae
Cucurbitariaceae
Cyphellophoraceae
Cystobasidiaceae
Debaryomycetaceae

Dermateaceae
Diaporthaceae
Didymellaceae
Didymosphaeriaceae
Dipodascaceae
Entolomataceae
Entorrhizaceae
Filobasidiaceae
Glomeraceae

Neopyrenochaetaceae
Nigrogranaceae
Ophiocordycipitaceae

Orbiliaceae
Periconiaceae
Phaeosphaeriaceae
Plectosphaerellaceae
Polyporaceae

Psathyrellaceae
Pseudopyrenochaetacea
e

Ramalinaceae
Rhynchogastremataceae
Saccharomycodaceae
Sarcosomataceae
Schizoparmaceae
Schizophyllaceae
Serendipitaceae
Sporidiobolaceae

Helotiaceae Sporocadaceae
Herpotrichiellaceae Stachybotryaceae
Hyaloscyphaceae Steccherinaceae
Hydnodontaceae Sympoventuriaceae
Hypoxylaceae Teratosphaeriaceae
Hysterangiaceae Thyridariaceae
Incertae sedis Trichocomaceae
Irpicaceae Tricholomataceae
Lophiostomataceae Trichomeriaceae
Magnaporthaceae Trichosphaeriaceae
Malasseziaceae Tubeufiaceae
Massarinaceae Wallemiaceae
Morosphaeriaceae Xylariaceae

Cucurbitariaceae
Cyphellophoraceae
Debaryomycetaceae

Diaporthaceae
Didymellaceae
Glomeraceae
Incertae sedis
Lentitheciaceae
Malasseziaceae

Massarinaceae
Melanommataceae
Morosphaeriaceae

Mortierellaceae

Mycenaceae
Mycosphaerellaceae
Myrmecridiaceae

Plectosphaerellaceae
Pleosporaceae

Polyporaceae
Pseudopyrenochaetacea
e

Ramalinaceae
Rhynchogastremataceae
Saccotheciaceae
Sarcosomataceae
Serendipitaceae

Sporidiobolaceae
Steccherinaceae
Teratosphaeriaceae
Trichocomaceae
Trichomeriaceae
Trichosphaeriaceae
Xylariaceae
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