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RESUMEN

Los hongos enddfitos son microorganismos que habitan en el interior de
las plantas sin causar efectos negativos inmediatos. De esta relacion se
producen muchos beneficios que han sido estudiados en diferentes plantas, la
mayoria de interés agricola, pero también ecoldgico e industrial, entre otros.
Los metabolitos que se extraen de los endofitos han mostrado tener actividad
antipatégena, antimicrobiana, promotora del crecimiento de las plantas,
inclusive, actividad anticancerigena. Con respecto a Malesherbia auristipulata,
planta endémica andina en peligro critico, existen antecedentes que indican
efectos antibacterianos, analgésicos, antiinflamatorios y antioxidantes
asociados a esta especie. Estos antecedentes justifican el desarrollo de un
analisis sobre la existencia de microorganismos enddfitos en esta planta y el

posible rol que cumplirian en la relacion planta-hospedero.

Palabras clave: endéfitos, hongos endofitos, Malesherbia auristipulata,

microorganismos, metabolitos.



SUMMARY

Endophytic fungi are microorganisms that inhabit the interior of plants
without causing immediate negative effects. This relationship produces many
benefits that have been studied in different plants, the majority of agricultural
interest, but also ecological and industrial, among others. The metabolites that
are extracted from the endophytes have shown to have antipathogenic,
antimicrobial, plant growth promoter, inclusive, anticancer activity. Concerning
Malesherbia auristipulata, an Andean endemic plant in critical danger, research
results indicate antibacterial, analgesic, anti-inflammatory, and antioxidant
effects associated with this species. These antecedents justify the
development of an analysis on the existence of endophytic microorganisms in
this plant and the possible role that they would play in the plant-host

relationship.

Key words: endophytes, endophytic fungi, Malesherbia auristipulata,

microorganisms, metabolites.
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INTRODUCCION

El 17 septiembre de 1683, Anton van Leeuwenhoek dejaba el primer
registro de microorganismos, especificamente, bacterias observadas bajo un
primitivo microscopio; el investigador los describi6 como “pequefios
animalculos” y, a partir de sus hallazgos, se transformo6 en el padre de la
microbiologia experimental. Han pasado 300 afios desde entonces y los
avances cientificos han sido el resultado de nuevos progresos técnicos, tal
como la mejora de la calidad de los microscopios; situacion que ha permitido

descubrimientos del mundo microbiano (Montafio et al., 2010).

Los microorganismos 0 “pequefios animalculos” son los seres mas
simples que habitan en la tierra; estos actian y coexisten con el resto de los
seres vivos en los distintos ecosistemas. Para ellos, las plantas presentan un
habitat ecolégico complejo, espacial y temporalmente diverso en el que
pueden desarrollarse. Las asociaciones simbioticas entre microorganismos y
plantas son antiguas y fundamentales y, a lo largo de los afios, se han descrito
algunos ejemplos de simbiosis complejas y muy especificas entre estos dos

grupos (Stone et al., 2000).

Dentro de los microorganismos existen aquellos denominados
endofitos, los cuales son un grupo intrincado de organismos asociados con
diversos tejidos y organos en las plantas. Con el paso del tiempo, se han
convertido en objeto de creciente interés para micélogos, ecologos y
fitopatélogos, definidos mas comunmente como aquellos organismos cuyas
“[...] infecciones son imperceptibles, los tejidos del hospedador infectados son
al menos transitoriamente sintomaticos, y se puede demostrar que la
colonizacion microbiana es interna [...]” (Stone et al., 2000). En general, las
infecciones endofiticas pasan desapercibidas, los tejidos infectados del
hospedador son asintomaticos —transitoriamente— y, a su vez, se puede

demostrar que la colonizacién microbiana es interna.

No es un secreto afirmar que los avances técnicos han propiciado
muchos descubrimientos cientificos, en principio, para resolver necesidades
primarias. De ahi que se creen herramientas y mecanismos que permiten
transformar la realidad y comenzar un proceso civilizador que hasta hoy no ha
cesado en su evolucion (Alvarez, 1990). Dentro de estas mejoras se ha
permitido el estudio de los distintos tipos de microorganismos, entre ellos, los

endofitos y su relacion con las plantas.

Malesherbia auristipulata Ricardi (1965) es una planta xerdfita, perenne,

endémica de algunas quebradas de la precordillera de la regién de Arica y
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Parinacota, visualizada en la Cuesta el Aguila en el sector de Quebrada de
Cardones. En la actualidad, su estado de conservacién es “en peligro critico”
y la causa principal es la pérdida de habitat por actividad antrépica. Incluso, a
la fecha, en el lugar donde se encuentra concentrada la poblacion de
Malesherbia auristipulata se ha instalado una empresa que realiza trabajos
viales con maquinarias. Es vital su conservacion, puesto que segun la
investigacion de Erazo (2006), se han utilizado especies del género
Malesherbia para tratar enfermedades respiratorias y en su estudio detalla
efectos antibacterianos, analgésicos, antiinflamatorios y antioxidantes de la

parte aérea de esta especie.

En el presente trabajo se revisa y evalla la existencia de enddfitos
asociados a Malesherbia auristipulata, microorganismos que contribuyen en
su proceso de adaptacion y supervivencia en ambientes extremadamente
inhospitos, tal como el que habita. Este conocimiento puede tener valor

ecologico, socioeconémico y cultural para la regiéon y el pais.

El aislamiento e identificacién de microorganismos endofitos asociados
a esta planta, explica parte de su estrategia de supervivencia en un ambiente
exigente, asi como su establecimiento y desarrollo. Este trabajo teoriza que la
sobrevivencia de M. auristipulata depende de la presencia e interaccion
positiva de microorganismos endofitos asociados. Ademas, debido a que el
sustrato en el que se establece es un suelo arido marginal (categoria IV — V
en el sistema de clasificacibn de suelos) y con escasas y esporadicas
precipitaciones estivales (SRK Consulting, 2009), deja entrever una mayor

diversidad de microorganismos en las raices que en el resto de la planta.
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ANTECEDENTES

Microorganismos

El registro de los microbios se inicié formalmente hace més de 300 afios
cuando Leeuwenhoek, comerciante holandés de tejidos, describia por primera
vez los microorganismos que observé en muestras de agua de lluvia e
infusiones bajo un primitivo microscopio que el mismo fabricé. Durante varias
décadas, Leeuwenhoek comunico sus descubrimientos a la Royal Society de
Londres a través de una serie de cartas que se difundieron en las
“Philosophical Transactions”. La primera representacion de las bacterias se

encuentra en un dibujo reproducido en 1683 (Zuckerberg, 2001).

Los microorganismos son los seres mas primitivos y numerosos que
existen en la tierra, dado que colonizan todo ambiente (suelo, agua y aire) y
tienen la capacidad de usar diferentes fuentes de energia. Participan en todos
los ecosistemas y se encuentran en interaccibn continua con plantas y
animales. Los microorganismos son clave para el funcionamiento de los
sistemas bioldgicos y el mantenimiento de la vida sobre el planeta, en tanto
gue participan en procesos metabdlicos, ecoldgicos y biotecnoldgicos. Podria
decirse que gran parte de la actividad biologica esencial que permite la vida
depende de los microorganismos (Montafio et al., 2010). Otro de sus éxitos
evolutivos radica en que pueden vivir solos 0 en asociacion con otros seres
vivos. En las plantas viven hongos y bacterias sin causar dafio, por ejemplo,
los hongos micorricicos ubicados en las raices del 97 % de éstas (Martinez y
Martinez, 2004).

Relacion entre microorganismos y plantas

Los microorganismos forman parte fundamental del planeta y
constituyen un componente esencial de las redes tréficas en los ecosistemas,
en la medida que contribuyen a la regeneracion de nutrientes e interactian
con una amplia gama de organismos (De la Cruz et al., 2015). Por lo que las
poblaciones microbianas pueden interactuar entre si y con las plantas de
manera beneficiosa, neutra o perjudicial. Las asociaciones pueden ordenarse
evolutivamente y, de esta manera, cada categoria responde a patrones
evolutivos distintos, lo que conlleva a mayor especificidad (Hilje, 1984). Desde
gue Hiltner (1904) lo definio, se han realizado grandes avances que reconocen
el papel de los microorganismos rizosféricos en el crecimiento de las plantas
(Bowen y Rovira, 1999).
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Relaciones benéficas

Los procesos benéficos ocurren cuando se establecen interacciones
positivas entre los microorganismos al momento de colonizar, en el que hay
un beneficio de por medio. Estos se clasifican en protocooperacion o
sinergismo, simbiosis o0 mutualismo y comensalismo (Gardner et al., 1983). Asi
pues, existe una tendencia a alcanzar mayor especificidad en orden:

comensalismo, protocooperacion y mutualismo (Hilje, 1984).
Protocooperacion

La protocooperacion, también conocida como sinergismo, es la
asociacion facultativa entre dos especies, en el que ambas se benefician.
Cabe aclarar que no es una relacion obligatoria dependiente, por lo tanto, se
habla de una cooperacién (Sanchez, 2007). Un caso ilustrativo es el de los
peces limpiadores o casos donde microorganismos eliminan compuestos
toxicos que favorecen a sus asociados, los cuales hacen uso de estos como
fuente de carbono. Esta interaccion es comun en el suelo y raices vegetales e

influyen en su productividad en el sistema agricola (Ramadan et al., 2016).
Simbiosis

La simbiosis o mutualismo hace referencia a la asociacion entre
individuos de dos 0 mas especies, en el que ambas partes obtienen beneficios,
ya sea de manera temporal o permanente. Cada uno se convierte en
indispensable para la vida del otro (Hilje, 1984). Este tipo de vinculo es muy
evolucionado y estable (Ingraham y Ingraham, 1998).

Comensalismo

Cuando existe una relacion entre individuos de dos 0 mas especies y
donde, al menos uno de los asociados se beneficia y, sin embargo, la otra
parte no es perjudicada de manera adversa. Esta es una relacion
unidireccional, continua o transitoria y siempre facultativa. La asociacién tiende
a ser duradera y estable debido a una evolucién extensiva (Hilje, 1984; Brewer,
1979).

Relacién neutra o relaciones neutras

El neutralismo hace referencia a la conexion entre dos o més individuos
gue interactlan; en este proceso ninguna de las partes recibe beneficio ni se
perjudica. No existe accion reciproca, por ejemplo, una poblacion de plantas

epifitas y una de roedores que interactian en el mismo habitat, pero estos no
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se benefician ni perjudican (Campos, 2003). Este tipo de interaccién no suele
ocurrir, pero, es mas probable que se presente entre poblaciones microbianas
con capacidades metabdlicas distintas que en grupos con capacidades
metabdlicas similares. El neutralismo ocurre entre poblaciones microbianas

que estan distantes en el espacio (Atlas y Bartha, 2002).
Relaciones antagénicas

Hace referencia a las relaciones entre individuos que implica un dafio a
una de las partes. Estos se encuentran clasificados en amensalismo,

depredacion, parasitismo y competencia (Sanchez, 2007).
Competencia

Este surge cuando, dos o mas poblaciones, utilizan un mismo recurso
para su existencia, lo cual tiende a producir separaciones ecologicas de
poblaciones estrechamente relacionadas, conocido como principio de
exclusion competitiva (Campos, 2003).

Amensalismo

Cuando una poblacion microbiana produce una sustancia inhibidora
(toxinas) para las otras poblaciones, sin obtener ventaja de la situacion o verse
afectada por ella misma. Un caso ilustrativo es que bajo un arbol de ciprés no
hay desarrollo de vida vegetal, lo cual no produce efectos negativos o positivos

para el arbol (Campos, 2003).

Cuando se siembra una muestra de suelo en agar nutritivo, bacterias,
actinomicetos y hongos generan una o mas colonias, las cuales, a su vez,
ocasionan zonas claras sin crecimiento o halo de inhibicién. Esta evidencia
indica la sintesis de un metabolito por parte de esa poblacion o colonia, lo que

evita el crecimiento de otros en baja concentracion (Sanchez, 2007).
Depredacion

Interaccion generalmente de corta duracién entre individuos de dos o
mas especies (depredador-presa), en el que una de las partes es devorada
por completo o parcialmente. Una de las interrelaciones microbianas comunes
en el suelo, rizosfera, rizoplano y hojas de las plantas, usada mucho en el
control biolégico de plagas y enfermedades agricolas. Las bacterias son
susceptibles al ataque de predadores como protozoarios que afectan de

manera negativa a sus poblaciones (Sanchez, 2007).
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Parasitismo

Relacién de dos o més individuos, en el que uno de ellos se beneficia
(parasito) a costa de otro (huésped). Es importante aclarar que el parasito
depende fisica 0 metabdlicamente del huésped viéndose éste afectado, pero
que solo rara vez muere (parasitosis). Existen grupos microbianos que tienen
parasitos que viven sobre o dentro de sus células, como es el caso de los
bacteriéfagos, distribuidos en el suelo y la rizosfera de plantas (Sanchez,
2007).

Microorganismos endofitos

Enddfitos, palabra que etimologicamente significa “dentro de la planta”,
proviene del prefijo griego endon-dentro y phyton-vegetal. Aunque el uso de
este término es variable, en general, es empleado para referirse a
microorganismos que residen en los tejidos internos de una planta sin causar
efectos inmediatos o negativos (Schutz y Boyle, 2006; Hergholi et al., 2013).
De forma especifica, es definido como aquellos organismos cuyas “[...]
infecciones pasan desapercibidas, los tejidos del hospedador infectado son al
menos transitoriamente asintomaticos, y se puede demostrar que la
colonizacion microbiana es interna [...]” (Stone et al., 2000). La definicion de
enddfito indica y se describe como un “estado momentaneo”, por lo que ésta
incluye a aquellos con estrategia de ciclo de vida distinto (estrategia de

sobrevivencia) (Schulz y Boyle, 2006).

El primero en proponer el concepto enddfito fue Anton de Bary (1866),
aunqgue fue hasta 1898, cuando se registré por primera vez hongos endofitos
luego de observar cuadros toxicolégicos en animales por el consumo de
semillas o partes aéreas de Lolium arvense, L. temulentum, L. linicolum y L.
remotum (Poaceae) infectados con hongos Clavicipitaceos (Guerin, 1898). No
fue hasta 1977 en que Bacon asocio la presencia del hongo Neotyphodium
coenophialum a la intoxicacion de ganado, llamada “sindrome de verano”,

debido al consumo de Festuca arundinaceae (Poaceae).

Incluso el concepto puede incluir fitopatogenos en alguna etapa de
desarrollo, por lo que algunos autores han agregado ciertos puntos a la
definicion. Kloepper y colaboradores (1992), defini6 a los colonizadores
enddfitos sin vincularlos al concepto fitopatdogeno; en contraste, Petrini (1991),
debido a nuevos hallazgos, concluyo que el dictamen planteado de endofitos
ya no era sostenible y propuso que la definicion se ampliara con lo propuesto
por Carroll (1986). Este ultimo investigador restringié el uso a aquellos

organismos que causan infecciones asintomaticas dentro de los tejidos
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vegetales y, de esta manera, excluyé a hongos fitopatbgenos y mutualistas
como los de tipo micorricicos. En este sentido, Petrini (1991) indicé lo

siguiente:

[...] Que la definicion de Carroll se amplie para incluir a todos los
organismos que habitan los 6rganos de las plantas que, en algun
momento de su vida, pueden colonizar los tejidos internos de las plantas

sin causar un dafio aparente a su huésped.

De acuerdo con la delimitacion, estos se encuentran principalmente en
espacios intercelulares de los tejidos y, con menor frecuencia,
intracelularmente y en tejidos vasculares, sin causar alteraciones (Hurek et al.,
1994). MacCulley (2002), indic6 que los organismos enddfitos ingresan dentro
de la planta por los estomas, heridas o areas de emergencia de raices

laterales.

Con todo lo anterior —y al existir discrepancias con el término—, en la
actualidad son varios los autores que utilizan la definicion de endéfitos como
aguellas bacterias y hongos que pueden ser detectados en un momento
particular dentro de los tejidos de plantas aparentemente saludables (Schulz y
Boyle, 2006).

Incluso, se ha propuesto también que los microorganismos asociados a
planta constituyen un segundo genoma vegetal. Lo anterior, debido a que el
microbioma se encuentra fuertemente influenciado por el genoma de la planta
y puede considerarse como una extension para formar un segundo genoma o

colectivamente para formar un pangenoma (Turner et al., 2013).

La diversidad y densidad poblacional de los endofitos depende de

diversos factores abioticos y biéticos (Perez et al., 2010).
Hongos endoéfitos

Los hongos enddfitos son los microorganismos mas frecuentes (Staniek
et al., 2008). Estos, al igual que las bacterias endodfitas, colonizan los tejidos
de las raices inter e intracelularmente y, a menudo, sistémicamente (Schulz y
Boyle, 2006). Ademas, son de gran diversidad y polifiléticos; aunque en su
mayoria pertenecen al phylum Ascomycota, se han descubierto en
Basidiomycota, Zygomycota y Oomycota (Huang et al., 2001).

En Lolium temulentum L., de 80 a 100 % de los granos presentan una
especie de hongo, siempre situado en los restos de la nucellus (nucela), fuera

de la capa de aleurona del endospermo (Freeman, 1904). Recientes estudios
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indicarian que cada planta estudiada alberga por o menos uno o mas
endofitos (Kusari et al., 2012).

Un hito en la historia de la investigacion de enddfitos, fue el
descubrimiento del hongo endofitico Neotyphodium coenophialum como
organismo causante de la “toxicosis de Festuca”; un sindrome que padece el
ganado alimentado con Festuca arundinacea (Bacon et al., 1977). Mas tarde
se descubrio que estas plantas infectadas contenian varios alcaloides toxicos
y que las especies de Neotyphodium podrian ser beneficiosas para sus
plantas hospedantes, al defenderlas de ciertos herbivoros, lo que aumenta su

tolerancia a los factores de estrés bioticos y abidticos (Schardl et al., 2004).

Se ha observado que la composicién de especies enddfitas es muy
diferente entre la zona templada y el tropico (Rodrigues y Petrini, 1997). Uno
de los taxones endofitos mas comunes en los tropicos corresponde a la familia
Xylariaceae, la cual también es frecuente en zonas templadas, pero como
descomponedores de madera, mas no como endofitos (Rodrigues y Samuels,
1990).

Estos hongos se han clasificado en dos grupos principales basados en
diferencias evolutivas, taxonomia, plantas hospedantes y funciones
ecologicas: Clavicipitaceo que pueden infectar solo a algunas especies de
gramineas; y no Clavicipitaceo que se encuentran en los tejidos asintomaticos

de briéfitas, helechos, gimnospermas y angiospermas (Rodriguez et al., 2009).
Endofitos Clavicipitaceos

Los endofitos Clavicipitaceos comprenden un numero pequefio de
especies filogenéticamente relacionadas, exigentes en cultivo y se encuentran
limitados a algunos pastos de estacion fria y célida (Bischoff y White, 2005).
Se ubican dentro de los brotes de las plantas, lo cual forma infecciones
intercelulares sistémicas. Clay y Schardl (2002), identificaron tres tipos de
endofitos Clavicipitaiceos que abarcan desde especies sintomaticas y
fitopatdgenas, es decir, del Tipo |, endoéfitos de interaccion mixta del tipo 1l y
asintomaticos tipo Ill. Estos ultimos (tipo 1ll) son de mayor interés, puesto que

son los que se desarrollan al interior de la planta sin manifestar sintomas.
Endéfitos no Clavicipitaceos

Los enddfitos no Clavicipitaceos son muy diversos y representan un
ensamblaje polifilético de hongos principalmente ascomicetos con una
variedad de funciones ecolégicas y, a menudo, poco definidas o desconocidas.

Arnold y Lutzoni (2007) sefialaron que se han recuperado endoéfitos no
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Clavicipitdceos de todas las especies de plantas terrestres, tanto en los

tropicos hasta la tundra.

Cada vez se hacen mas evidente los roles ecolégicos, su diversidad,

las aplicaciones potenciales, incluso, la capacidad de muchos hongos para

cambiar entre estilos de vida endofiticos y de vida libre. Poco a poco, esto ha

incentivado el entusiasmo entre los expertos en el &rea: cientificos, ecélogos,

fisiblogos, micélogos, etc. (Selosse et al., 2008; Vasiliauskas et al., 2007).

Basado en las caracteristicas y su importancia ecoldgica, estos

representan al menos tres grupos o clases funcionales diferentes. En la

siguiente Tabla 1 se exponen las respectivas categorias.

Tabla 1. Grupo y clases de hongos enddfitos.

Criterio Clavicipitaceos  No Clavicipitaceos
Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
Rango de Reducido Extenso Extenso Extenso
Hospederos
Tejidos que Tallosyrizomas Tallos, hojas Tallos, hojas, Raices
colonizan y rizomas corteza, flores,
frutos
Colonizacion  Extensiva Extensiva Limitada Extensiva
in planta
Biodiversidad Baja Baja Alta Desconocida
in planta
Transmision*  Vertical y \Vertical y Horizontal Horizontal
horizontal horizontal
Funcién Incrementan la Incrementan Inducen Inhiben el
ecoldgica biomasa de la la biomasa resistencia a crecimiento
planta, confieren de la planta; las de patdgenos
tolerancia a la confieren enfermedades, y producen
sequia y tolerancia al proteccion metabolitos
producen estrés bidtico contra los secundarios
metabolitos y abidtico y herbivoros y tdxicos para
secundarios protegen modifican la los
téxicos para los contra los sensibilidad al herbivoros
herbivoros hongos estrés abiotico
patbégenos mediante la
por accion produccion de
de los metabolitos
metabolitos  secundarios

secundarios

*Transmision de hongos enddfitos en las plantas a través de las semillas, y
horizontal, se adquieren del medio ambiente.

Fuente: Sanchez et al., 2013.
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Importancia y beneficios de microorganismos endofitos

En primera instancia, hay que aclarar que los endéfitos de las plantas
evitan que los microorganismos fitopatdgenos colonicen al hospedero vegetal,
al ejercer una actividad protectora (Arnold et al., 2003). Ademas, traen consigo
ciertas ventajas: estimular el crecimiento de las plantas; aumentar la
resistencia a enfermedades; mejoran la capacidad de las plantas para resistir
el estrés ambiental y contribuyen a reciclar los nutrientes. Por lo tanto, se ha
demostrado que la relacion de enddfitos y planta es muy beneficiosa (Sturz y
Nowak, 2000).

Igualmente, se ha llegado a mencionar el potencial que poseen estos
organismos enddfitos y su bateria de enzimas y metabolitos secundarios
(Singh et al., 2011), puesto que sus derivados se pueden usar en aplicaciones
biotecnoldgicas (Tomita, 2003). Ademas, tienen gran importancia para la
industria farmacéutica por sus actividades antimicrobianas, anticancerigenas
y antivirales (Selim et al., 2012) y en la industria de los combustibles (Singh et
al., 2011).

Aunque la simbiosis es facultativa para las plantas (es decir, que las
plantas pueden vivir sin el enddfito), la asociacion graminea-enddfito es
considerada de tipo simbidtico-mutualista (Siegel et al., 1987; Clay y Schardl,
2002). Por un lado, los endéfitos se benefician de la asociacion al obtener
nutricion y dispersion, pero su supervivencia y multiplicacion depende
fuertemente de la aptitud ecoldgica de la planta hospedante (Siegel et al.,
1987).

Los enddfitos Clavicipitaceo de clase 1 (Tabla 1) con frecuencia
aumentan la biomasa vegetal, confieren tolerancia a la sequia y producen
sustancias quimicas que son tdxicas para los animales y disminuyen la
herbivoria (Clay, 1988). Sin embargo, los beneficios conferidos por estos
hongos parecen depender de la especie huésped, el genotipo del huésped y
las condiciones ambientales (Saikkonen et al., 1999; Faeth y Sullivan, 2003;
Faeth et al., 2006).

Un aspecto Unico de los endéfitos no Clavicipitaceo de clase 2 (Tabla
1), es su capacidad para conferir tolerancia al estrés especifico del habitat a

las plantas hospedantes (Rodriguez et al., 2008).
Relacion hongo endoéfito-planta hospedera

La relacién entre los hongos endofitos y su planta hospedera puede ir

desde el mutualismo hasta la patogénesis (Rodriguez et al., 2009; Strobel et
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al., 2004). Los organismos producen metabolitos secundarios potencialmente
toxicos. En ese sentido, mientras la planta produce defensas mecanicas y
bioquimicas, el endofito genera factores de virulencia como exoenzimas y

metabolitos fitotoxicos (Schulz y Boyle, 2005).

No obstante, para lograr la coexistencia, dependiendo de la virulencia
del hongo y de las defensas de la planta, se instaura entre ellos una relacién
de antagonismo balanceado. La defensa de las plantas obedecera a los
factores ambientales y, asimismo, estd mediada por la etapa de desarrollo de
ambos organismos. Cuando los factores de virulencia del hongo y las defensas
de la planta estan en equilibrio, se establece una relacion endofitica. En
contraste, cuando se presenta la senescencia del hospedero o se encuentra
bajo estrés, el balance se torna a favor del hongo y éste se expresa como
patégeno, presentandose asi los sintomas de enfermedad (Schulz y Boyle,
2005).

Control bioldgico

Los endofitos foliares pueden reducir la herbivoria al producir alcaloides
toxicos para insectos y vertebrados (Schardl, 2001). Es asi como se determiné
que Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Rhodotorula rubra,
Epicoccum nigrum, Cryptococcus sp., Penicillum sp. y Fusarium
graminearum, actuaron como protectores de plantas contra herbivoros (Larran
et al., 2002; Geris et al., 2003). Asi mismo, en orquideas se demostré el rol
que cumplen los endéfitos en la proteccion de la planta frente a ataques de
fitopatdgenos por sintesis de metabolitos secundarios o gracias al
mejoramiento nutricional, debido a la disponibilidad de nutrientes (Bayman y
Tupac, 2006; Schulz, 2006).

Los hongos enddfitos pueden actuar como insecticidas, dado es el caso
de Acremonium coenophialum contra pulgones (Schizaphis graminum vy
Rhopalosiphum padi) y chinche del algodoncillo (Oncopeltus fasciatus)
(Johnson et al., 1985). El hongo Claviceps purpurea posee una importante
actividad insecticida contra Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) con
una tasa de mortalidad del 90 % (Shi et al., 2013).

El extracto de Emericella nidulans (Aspergillus nidulans), A. oryzae, A.
tamarii y A. versicolor aplicado tépicamente sobre larvas de Spodoptera litura
mostré actividad insecticida; A. versicolor evidencié la méxima actividad
insecticida (43,3 %) (Abraham et al., 2015).
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Crecimiento vegetal

Diversos estudios detallan la proteccion y relacion que existe entre el
huésped y su hospedero. De esta forma, Waller y colaboradores (2005),
indicaron un aumento de tolerancia al estrés salino y resistencia a
enfermedades en plantas, debido a la existencia de enddfitos en la raiz. La
rizosfera es el ambiente mas facilmente influenciado y existe un flujo de
diversos compuestos organicos y productos de fotosintesis que son exudados

por la raiz (Barea y Azcon, 1982).

Para mantener o mejorar el desempefio ecofisiolégico y supervivencia
de las plantas, la aplicacion de hongos endofitos a las raices se considera una
estrategia beneficiosa en diferentes especies de arboles y arbustos. En
ambientes extremos con condiciones de estrés ambiental (estrés hidrico) se
han manifestado los beneficios en términos de supervivencia y crecimiento a
la vegetacion que se asocia a ellos (Gamboa et al., 2003). Un ejemplo es la
Antartida, que posee bajas temperaturas y un marcado déficit hidrico y
nutricional, donde sin embargo, se desarrolla Dechampsia Antartica (Pasto
antartico) y Collobantus quitense (Clavel antéartico) (Chwedorzewska, 2009).
Por esto mismo, se podria esperar que enddfitos asociados a raices de plantas
antarticas puedan beneficiar a otras especies expuestas a condiciones

estresantes y que formen asociaciones con ellos.

Asi, los enddfitos promueven el crecimiento vegetal al estimular el

desarrollo de las plantas (Hallmann et al., 1997).

Al respecto, Bacon (1993) asegur6 que estos microorganismos
aumentan la retencibn de agua y reciclan nutrientes en las plantas, pero
ademas, producen un retraso en la floracién y mayor retencién de hojas.

Gracias a esto las plantas fijan mas carbono.

Los enddfitos pueden promover activa o pasivamente el crecimiento de
las plantas a través de diversos mecanismos. Lo anterior, en la medida de que
los metabolitos endofiticos brindan una variedad de aptitud para las plantas al
aumentar la resistencia a estrés bibtico y abiotico, ademas de mejorar su
crecimiento. Muchos enddfitos tienen la capacidad de solubilizar el fosfato,
mejorar la absorcién de fésforo (P), fijacidn de nitrégeno, produccion de
sider6foros y hormonas vegetales, tal como auxina, etileno, abscisinas,
giberelinas y acido indolacético (IAA); elementos imprescindibles para la
regulacion del crecimiento de las plantas (Goodman et al., 1968; Barraquio et
al., 1997, Firakova et al., 2007).
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El enddfito fangico, Cladosporium sphaerospermum de la planta
Glycine max. (L) Merr. (Soja) produce GAs, GA4 y GA7 (acido giberélico;
fitohormona que regula el crecimiento de las plantas). De forma general, se
encarga de inducir el crecimiento de plantas de arroz y soja (Hamayun et al.,
2009).

Las asociaciones endofiticas pueden proteger la nitrogenasa del dafio
inducido por el oxigeno, dado que proporcionan grandes cantidades de
carbono organico a las bacterias y las protegen de la competencia de otras
rizobacterias (Danhorn y Fuqua, 2007), como por ejemplo Gluconacetobacter

diazotrophicus.
Mecanismos de proteccién de cultivos

Los hongos enddfitos pueden inducir resistencia a enfermedades. Los
mecanismos de resistencia inducida por endéfitos se encuentran relacionados
con el estado nutricional del hospedador y por el aumento de la aptitud de las
plantas; este proceso, sin duda, mejora su tolerancia al estrés abidtico (Aguilar
y Barea, 1996). De esta forma, Cryptosporiopsis cf. quercina y Colletotrichum
sp., son eficaces contra fitopatbgenos como Rhizoctonia cerealis,
Phytophthora capsici, Pyricularia oryzae y Gaeumannomyces graminis (Lu et
al., 2000).

La produccién de compuestos organicos volatiles que produce el hongo
Muscodor yucatanensis, aislado de Bursera simaruba, corresponde a un
mecanismo de defensa directa. El extracto de compuestos volatiles del micelio
de M. yucatanensis y derivados del medio de cultivo, son mortales para
Alternaria solani, Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici y P. parasitica
(Rubalcava et al., 2010).

Los beneficios que tienen los endofitos se pueden clasificar como
directos e indirectos. Los mecanismos directos (Novak, 1998) se vinculan con
la planta, tal como promocién del crecimiento vegetal, la cual ayuda a la
tolerancia contra tensiones causadas por estrés ambiental; entre ellas:
giberelinas, auxinas, citoquinas, acido abscisico, etileno, produccion de acidos
organicos, fijacion de nitrégeno, entre otros (Verna et al., 2001). En contraste,
los beneficios indirectos incluyen: accion antagonica, inhibidora o el control
biolégico de fitopatdogenos; induccion de resistencia sistémica de la planta a
hongos, bacterias, virus patdgenos como agentes de bioproteccion,
produccion de antibidticos; liberacion de enzimas como quitinasa y glucanasas
(Sessitsch y Clément, 2010). No obstante, algunos compuestos pueden

entrecruzarse entre directos e indirectos, lo que les permite actuar de ambas
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formas: mejorar y nutrir a la planta al mismo tiempo que controla fitopatdgenos
(Glick, 2014).

Actividad anticancerigena y antimicrobiana

El taxol, es un diterpenoide altamente funcional usado como farmaco
contra el cancer. Este se aisl6 por primera vez de la corteza del tejo
occidental, Taxus brevifolia. Durante la division celular, el taxol previene la
despolimerizacion de la tubulina. Cabe mencionar, que la produccion de taxol
de diferentes géneros de endofitos por fermentacion es un método mas
econdémico (Page et al., 1999; Wani et al.,, 1971). Este farmaco, se ha
encontrado en muchos géneros de hongos endofiticos (Alternaria, Fusarium,
Monochaetia, Pestalotia, Pestalotiopsis, Pithomyces y Taxomyces) (Strobel et
al.,, 1996). El hongo enddfito Aspergillus terreus mostré un efecto citotoxico

contra la linea celular de cancer HepG2 (Suja et al., 2014).

Hongos enddfitos como Phaeosphaeria avenaria, Leptosphaeria sp.,
Fusarium sp., Phoma chrysanthemicola, Cladosporium sp., Cylindrocarpon
sp., Saussurea involucrata, Fusarium solani, Cordyceps memorabilis,
Phomopsis longicolla y Dothideomycetes, presentan actividad antimicrobiana
contra bacterias patdgenas humanas, tales como Micrococcus luteus,
Enterococus shirae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Shigella flexneri, Staphylococcus epidermidis,
Candida tropicalis, C. albicans, Cryptococcus neoformans, Aspergillus
fumigatus y Salmonella typhi (Lv et al., 2010; Tayung et al., 2011; Erazo et al.,
2006).

Fitorremediacion

La fitorremediacion, es la eliminaciébn asistida por plantas de
xenobidticos y metales pesados del suelo (Ma et al., 2011); este proceso
dependera de la tolerancia de los microorganismos y, a su vez, la planta
obedeceréa a la acumulacion de contaminantes mientras produce gran cantidad

de biomasa.

Un estudio llevado a cabo en Festuca arundinacea Schreber.y F.
pratensis Huds., infectados con los hongos endofiticos Neotyphodium
coenophialum y N. uncinatumy, y plantas no infectadas, demostré que, al ser
cultivadas en suelo contaminado con petroleo, las plantas infectadas con
endofitos producian mas biomasa en brotes y raices en comparacion con las

plantas no infectadas (Soleimani et al., 2010).
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Endé6fitos como vector de genes

Al respecto, Gamboa (2006) destaco el siguiente planteamiento:

Los hongos en comparacion a las plantas huéspedes, son mas
manipulables genéticamente, por lo que Clay (comunicacioén personal)
sugiere que en lugar de transformar la planta se pueden transformar sus
enddfitos, inocularlos y obtener la expresion en la planta. Algunos
cultivos tropicales importantes carecen de sistemas de transformacion
genética, por lo que esta ruta podria ser una alternativa viable. Sin
embargo, todavia no existe evidencia de transmision vertical de

enddfitos en plantas tropicales.
Metabolitos

Los endofitos son una fuente rica de metabolitos secundarios con
importancia multiple (Strobel y Daisy, 2003). Investigaciones recientes (Huang
etal., 2001; Erazo et al., 2006; Kusari et al., 2012; Barrales y De la Rosa, 2014)
demuestran la gran capacidad que tienen los hongos enddfitos para producir
compuestos activos, los cuales confieren proteccién también al ataque de
patégenos herbivoros y de microbios. Esto constituye asi una nueva via para
la obtencion de diversos precursores o moléculas novedosas de utilidad en la
agricultura (Sanchez et al., 2013). Es justo decir, que muchos enddfitos tienen
el potencial de sintetizar varios metabolitos bioactivos que pueden usarse
directa o indirectamente como agentes terapéuticos contra numerosas
enfermedades (Strobel et al., 2004).

Las sustancias producidas por hongos endoéfitos tienen su origen en
diferentes vias biosintéticas; entre ellas: isoprenoides, policétidos vy
aminoacidos. Estas pertenecen a diversos grupos estructurales como
terpenoides, esteroides, xantonas, quinonas, fenoles, isocoumarinas,
benzopiranonas, tetralonas, citocalasinas y enniatinas (Schulz et al., 2002).
Estas moléculas bioactivas representan un depésito quimico para el
descubrimiento de nuevos compuestos para su uso en las industrias
farmacéutica y agroquimica, como es el caso de los antibidticos, antioxidantes,

inmunomoduladores, anticancerigenos y antiparasitarios.

En general, los microorganismos poseen gran potencial genético y
metabalico. De ahi que indagaciones recientes han reconocido la contribucién
de estos en la evolucion y mantenimiento de todos los demas seres vivos

(Guerrero y Berlanga, 2009). En comparacion con otros microorganismos
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endofiticos, los hongos enddfitos producen una gran cantidad de metabolitos

secundarios (Zhang et al., 2006).

Los géneros Burkholderia y Pseudomonas han sido ampliamente
estudiados por la produccién y emision de su diversa gama de productos
metabdlicos secundarios, los cuales incluyen antibiéticos como las fenazinas,
el 2,4-diacetilfloroglucinol, compuestos orgénicos volatiles antifingicos como
el &cido cianhidrico, el dimetildisulfuro o la dimetilhexadecilamina (Hernandez
et al., 2015).

Ocasionalmente, se han descubierto endofitos que producen
metabolitos secundarios de la planta huésped con valor o potencial
terapéutico; algunos ejemplos incluyen paclitaxel entendido como taxol (Stierle
et al., 1993; Barrales y De la Rosa, 2014), podofilotoxina (Eyberger et al.,

2006), azadiractina (Kusari et al., 2012), entre otros.
Colonizacién: infeccion y propagacion

A pesar del planteamiento de que las bacterias son procariotas y los
hongos eucariotas, ambos entes comparten muchos atributos de sus
asociaciones con plantas hospedadoras. Un caso ilustrativo se fundamenta en
que ambos colonizan los tejidos de las raices inter e intracelularmente y, a
menudo, sistémicamente (Hallmann et al., 1997; Hinton y Bacon, 1995). En la
Tabla 2, se observa la diferencia entre la interaccion que tienen las bacterias
y hongos endofitos con las plantas, especificamente, en raices y las
caracteristicas de cada interaccion.
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Tabla 2. Caracteristicas de la interaccion de endéfitos bacterianos frente

a hongos con las raices de las plantas.

Criterios

Bacterias

Hongos

Espectro del huésped

Modo y lugar de
infeccion

Fuente nutricional
durante la primera
etapa de la infeccion

Fuente nutricional
durante la colonizacion,
por ejemplo: durante
una condicién de
“‘estado estable”

Crecimiento en raiz

Crecimiento desde las
raices hasta el brote

crecimiento sistémico
en raices
tejido colonizado

Estructuras
especializadas para el
acceso a los nutrientes

Estado fisiolégico

Resultado de la
interaccion

Beneficios para el
simbionte microbiano

Amplia, depende del
habitat, anfitrion,
temporada.

Pasivo ocurre a través
de heridas y otras
aberturas de tejido; por
el contrario sucede con
enzimas y vectores, por
ejemplo, insectos.

Exudados del
hospedador, células
muertas de la corteza y
restos vegetales.

Componentes del
simplasto y apoplasto.

Densidad de
colonizacioén inter e/o
intracelularmente
lentas y bajas.

Si

Posible

Principalmente tejido
intercelular, también
vascular.

Nodulos, glandulas.

Pocos datos
disponibles.

Comensalismo,
mutualismo o
patogenicidad latente.

Un suministro confiable
de nutrientes y
proteccion contra el
estrés ambiental,
transferencia pasiva y
propagacion entre
huéspedes a través de
vectores, por ejemplo,
insectos.

Amplia, depende del
habitat, anfitrion,
temporada.

Activo: a través de
estomas, pared celular
o heridas.

Material de
almacenamiento en las
esporas, células de la
corteza muerta, restos
vegetales, exudados
del hospedador.

Componentes del
simplasto y apoplasto.

Inter e/o intracelular, a
menudo extensa.

A veces

Posible

Generalmente
dentro del
vascular.

A veces

no
tejido

Antagonismos
equilibrados,
interaccioén activa
Comensalismo,
mutualismo 0
patogenicidad latente.

Un suministro confiable

de nutrientes y
proteccion contra el
estrés ambiental;
ventajas para la
reproduccion y
colonizacion en la
senescencia del

hospedador.
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Beneficios potenciales
para el simbionte
vegetal

Reproduccion

Induce resistencia,
crecimiento mejorado
(fijacion de N,
fitohormonas), sintesis
de metabolitos
antagonistas de
patdgenos vegetales y
parasitos.

Usualmente
transferencia pasiva y
propagacion entre
hosts a travées de
vectores; insectos, pero
también pseudomonas
activas.

Induce resistencia,
crecimiento  mejorado
(fitohormonas,  mejor
acceso a minerales y
nutrientes), sintesis de
metabolitos

antagonistas para
depredadores y

antagonistas.

Activa y pasiva después
de la senescencia del
hospedador, a veces
con vectores.

Fuente: Schulz y Boyle, 2006.

En general, los hongos enddfitos, a través de la produccion de esporas

externas, se transmiten de planta a planta horizontalmente y se dispersan por
aire; de esta forma, logran infectar otras plantas. Sin embargo, existe una
forma de dispersion menos frecuente que ocurre mediante semillas infectadas,
es decir, de generacidon a generacion las plantas transmiten sus endofitos
verticalmente (Selosse y Schardl, 2007). Por otra parte, las especies
asexuales son transmitidas verticalmente mediante la colonizacién de las
estructuras propagativas, tallos, tubérculos, rizomas, hojas o brotes (Schardl
et al., 2004).

La transmisiéon de endéfitos Clavicipitaceos (Clase 1), es
principalmente vertical y las plantas maternas son las encargadas de
transmitir los hongos a la descendencia a través de infecciones de
semillas (Saikkonen et al., 2002). Por lo general, las plantas colonizadas
albergan un aislado-genotipo fungico dominante (Wille et al.,1999). En
contraste, los enddfitos Clavicipitaceos de tipo Il se transmiten
verticalmente a través de semillas, pero muchos retienen un micelio
epifilo donde se forman los conidios, lo que sugiere la posibilidad de
transmision horizontal (Rodriguez et al., 2009). Tadych y colaboradores
(2007), probaron que las conidias epifitas se liberan de los conidioforos
solo en el agua, lo que indica que pueden esparcirse entre plantas a

través de la lluvia o el rocio.
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Con respecto a los no Clavicipitaceos, las tres clases tienen amplio
rango de hospedadores (Tabla 1). Los de clase 2 pueden crecer en tejidos
superficiales y subterraneos. Por el contrario, los endofitos de tipo 3y 4 se
limitan a los tejidos superficiales y las raices, respectivamente. Cabe
mencionar que la colonizacion de los tejidos del huésped también es diferente.
Asi pues, los enddfitos de clase 3 forman infecciones muy localizadas,
mientras que los de clase 2 y 4 son capaces de una colonizacion extensa de

tejidos.

En general, la diversidad de enddfitos clase 2 en plantas individuales es
muy limitada en comparacion con la de clase 3, en que la diversidad puede ser
extremadamente alta. Sin embargo, la diversidad de clase 4 no se ha
estudiado en profundidad. La diferencia en la biodiversidad vegetal de la
segunda y tercera clase de endodfitos puede reflejar la diversidad en la
colonizacion del hospedador y los métodos de propagacion. Aunque los
miembros de estos dos tipos se extienden horizontalmente, el segundo tipo de
enddfitos también pasa a través de las semillas o rizomas (Rodriguez et al.,
20009).

Malesherbia auristipulata

El género Malesherbia, endémico de Sudamérica, fue propuesto por
Ruiz y Pavon (Beltran et al., 2018), e incluido inicialmente como
Malesherbiaceae. Actualmente, es el tnico miembro dentro de Passifloraceae.
Su distribucion contempla regiones aridas y semiaridas como Perd, Chile y
Argentina. Varios afios después que Ruiz y Pavdn presentaran la descripcion
del género, se realizaron nuevas recolecciones de Malesherbia en lugares
cercanos a los puertos como Valparaiso, Coquimbo y Copiap6, para su
posterior descripcién (Bull, 2020).

No se puede ignorar a Gay (1846), naturalista francés, quien fue
comisionado para explorar Chile. Su publicacion contenia ocho especies y tres
de ellas descritas por él. Posterior a esto, Rodulfo Philippi (Rodriguez vy
Marticorena, 2019) descubridé y describié 15 especies mas; después Karl
Friedrich Reiche (1898), como se cité en Bull (2020), al observar la cantidad
de plantas descritas del género Malesherbia, reordené la nomenclatura del
grupo. De esta manera, proporciond a Chile un total de 18 especies. Unos
afios mas tarde, Werdermann describiria el material de Berlin y tres nuevas

especies endémicas de Malesherbia en el “norte amplio”, en el que se incluyen
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las regiones de Arica y Parinacota, Tarapacé y Antofagasta. Es justo decir que

estas especies comparten similitudes a los taxones peruanos.

Sin embargo, Ricardi reordendé el grupo y ofrecié la referencia
taxondmica mas influyente al respecto y, desde luego, fue el encargado de
describir a Malesherbia auristipulata (Ricardi, 1965; Ricardi, 1967). En
contraste, Gengler-Nowak (2002) desarrolld un estudio filogenético y
biogeografico del género y, asimismo, clasifico el subgénero. Ademas, dirigid
un estudio fenético detallado sobre los taxones anuales, en el que afirmo el

siguiente planteamiento:

El género Malesherbia, vive en una variedad de habitats aridos en el
desierto costero del Pacifico y los Andes adyacentes de Perq, Chiley la
vecina Argentina. Los taxones con distribuciones en Peru y Chile son
raros; por esta razoén, el género proporciona un excelente estudio de
caso para la biogeografia de esta regién del oeste de Sudameérica [...].
La mayoria de las especies modernas parecen haber evolucionado en

respuesta a las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno.

En septiembre de 2019, en el 16° Proceso de Clasificacion de Especies
Silvestres liderado por el Ministerio del Medio Ambiente, se evaluaron 101
especies de animales, hongos o liquenes y plantas; dentro de esta ultima
categoria pertenece Malesherbia auristipulata. Luego de evaluar varios puntos
en la reunién, se reclasifico la especie en la categoria “en peligro critico” (CR),
segun los criterios UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza) versién 3.1. Uno de los puntos corresponde a que el nimero de
individuos registrados es menor a 100 siendo el umbral 250. En este sentido,
existe una disminucion continua estimada a partir de la destruccion del habitat
por trabajos viales, extraccion de aridos y la estructura poblacional con 90 %
de los individuos maduros en una subpoblacion (Ministerio del Medio
Ambiente, 2019).
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Morfologia de Malesherbia auristipulata

Es un arbusto lefioso, de 40-80 cm de alto, ramificado desde la base,
hirsuto, glanduloso y vellosidades en sus hojas. Hojas sésiles oblongas o
lanceoladas de 3,5-4,5 de largo y 8-12 mm de ancho, algunas con tallos
axilares desarrollados. Ademas, posee margen de la hoja con Iébulos
dentados; tallos foliosos con ramas terminadas en racimos de flores;
inflorescencia en racimo simple terminal; flores numerosas, persistentes,
axilares, caedizas cuando maduran los frutos; sépalos rojos, casi lineales,
erectos, de 7-9 mm de largo; y pétalos rojos, oblongo-lineales del mismo

tamafio que los sépalos (Figura 1) (Ricardi, 1967).

Figura 1. Eje floral de Malesherbia auristipulata. Fuente: elaboracion propia,
20109.

Habitat

Se encuentra en la region de Arica y Parinacota, en quebradas y
hondonadas pedregosas hasta alrededor de 2500 msnm., especificamente,
por el sector de Cuesta El Aguila, quebrada de Cardones. En la Figura 2, se
detalla la distribucibn de Malesherbia auristipulata representada por los
lugares de colecta realizados por Bull-Herefiu (2020), indicado con puntos
anaranjados. A lo largo de los afios se han descubierto especimenes en
distintos puntos, como en el camino al portezuelo de Chapiquifia: el 17 de
febrero de 1960, V. Behn s.n. Camino a Putre a unos kilometros del oriente de

planta Quiborax, en el lecho de quebrada si se camina desde puente hacia el
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poniente. Asimismo, el 14 de agosto de 2016, Bull-Herefiu y S. en Cuesta El
Aguila; el 12 de marzo de 1998 Belmonte por la region Arica, llano al pie de la
cuesta de El Aguila y, por otra parte, el 3 de mayo de 1972 Ricardi, Weldt y
Quezada (Bull, 2020).

l \ 71°W 70°W 69°W 68°W

Figura 2. Distribucion geografica de Malesherbia auristipulata indicada con
puntos naranjas. Cada punto indica una coleccion de herbario. Fuente: Bull,
2020.

La Direccion Meteoroldgica de Chile SRK Consulting (2009), clasifico el
area de estudio de la poblacion de Malesherbia auristipulata en la regién de
Arica y Parinacota con un clima Desértico Marginal de Altura (BWH), el cual
predomina en las zonas proximas a la cordillera por sobre los 2000 m de altura.
Esta zona se caracteriza por una masa de aire inestable que, debido a los
efectos de la altura, produce nubosidad de desarrollo vertical que, a su vez,
origina precipitaciones durante casi todos los veranos. A pesar de no ser tan
abundantes como para eliminar la caracteristica desértica, se crean
condiciones para la existencia de una incipiente vegetacion estacional. Las
temperaturas muestran un régimen relativamente frio con un promedio no
superior a los 10° C. Ademas, la planta se halla bajo exposicion solar directa,
sin proteccién a excepcion de los roquerios cercanos en los que crece (Figura
3). La relacion que existe entre la planta y las rocas es concreta, las rocas van
a proveer un ambiente especial para su protecciéon y desarrollo. Estas actdan
como captadores y retenedores de humedad, por lo que la planta adquiere un
microclima perfecto de sombra, humedad, regulando temperatura, ademas
disminuyen las pérdidas de agua por evaporacion y protegen y controlan la

erosion.
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Figura 3. Ejemplar de Malesherbia auristipulata de no mas de 2 metros de
altura en ambiente arido pedregoso a 1830 msnm., en Cuesta El Aguila
protegido por el roquerio. Fuente: elaboracién propia, 2019.

Una importante caracteristica del clima de la zona norte de Chile es la
variacion interanual que presentan las precipitaciones. Los registros de
precipitacion advierten periodos de uno a mas afios secos. La duracion e
intensidad de los lapsos tiende a variar en el espacio geografico y posee una
fuerte influencia sobre la vegetacion (Dillon y Rundel, 1990; Mufioz et al.,
2001).

En la Figura 4, se observa a través de la plataforma de Google Earth, el
lugar donde se concentra la poblacién de Malesherbia auristipulata en el sector
de Cuesta El Aguila, Quebrada de Cardones. En ella ademas se aprecia la
intervencién humana con instalaciones y maquinaria a diciembre del afio 2019,

fecha en que fue actualizada la imagen del programa Google Earth Pro.
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Figura 4. Localizacién de la concentracion general de la poblacion de
Malesherbia auristipulata entre diciembre y marzo en el sector Cuesta el Aguila
(linea roja fina continua). Se observan las instalaciones de la Empresa a cargo
de las obras viales (lado superior derecho indicado con una flecha). Fuente:
elaboracién propia, 2020.

Durante el afio 2019 y 2020 se han estado realizando obras de
construccion de caminos para la conectividad terrestre, trabajos en la Ruta
Internacional 11-CH que buscan reponer 31 kilbmetros de la ruta destruidos
por efecto de las lluvias de verano de los dltimos afios. Se contemplan dos
tramos, el primero desde el kilbmetro 170 al 191 actualmente en ejecucion. El
segundo tramo, comprende desde el kilbmetro 60 al 70 y que ademas cuenta
con la reposicion de tres puentes en el sector El Aguila - Cuesta Cardones
(Intendencia region de Arica y Parinacota, 2019). Durante el afio 2020 se ha

estado realizando todo el segundo tramo (Belmonte, comunicacion personal).

La poblaciéon de Malesherbia auristipulata que se desarrolla en la
hondonada que se observa en las Figuras 3 y 4, estan siendo objeto de una
fuerte intervencion antrépica por parte de la Empresa constructora, la que se
ha agudizado entre los afios 2019 y 2020 (Figura 5 Ay B; Figura 6). Ademas,
los trabajos en ruta no han continuado, lo que se extenderan al menos durante
todo 2021 y 2022.
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Figura 5. Comparacion de las instalaciones durante 2019 y 2020 in situ en el
habitat de Malesherbia auristipulata. A. fotografia tomada en 2019. B fotografia
tomada en 2020. Fuente: A. elaboracién propia y B. Belmonte, 2020.

Figura 6. Huella que evidencia el paso de maquinaria pesada que atraviesa la
hondonada donde habita Malesherbia auristipulata. Fuente: elaboracion
propia, 2019.
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Etnobotéanica

Las plantas, de vital importancia para el hombre, permiten satisfacer sus
necesidades de supervivencia de distintas formas, ya sea como alimento,
ornamento, para producir calor o para el cuidado de la salud, en la
construccion, produccion de tintes, entre otros (Alban, 1998). El uso de estas
tiene relacion con las creencias y patrones de comportamiento de los seres
humanos de acuerdo con su rol social. Esto cobra importancia, en la medida
en que, a partir de investigaciones que cuantifiquen el conocimiento tradicional
asociado a la flora, se pueda identificar especies vegetales que merezcan
estudios mas profundos, dandole validez y confiabilidad a los datos

proporcionados por expertos (Castafieda, 2011).

Los métodos de investigacion cuantitativos proporcionan un enfoque
adicional para conocer las plantas consideradas mas importantes para el
humano, en el que se jerarquizan las plantas utiles con base al uso que le

otorga un grupo humano (Martinez, 1991).
Trascendencia de Malesherbia auristipulata

Erazo y colaboradores (2006), evaluaron la accién antimicrobiana,
analgésica, antiinflamatoria y antioxidante de la parte aérea de Malesherbia
auristipulata. Determinaron que la actividad antimicrobiana del exudado
resinoso de la parte aérea de M. auristipulata mostré una mezcla activa frente
a bacterias Gram (+): Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y
Mariniluteicoccus flavus y menos activa frente a bacterias Gram (-):

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella aviatum y Escherichia coli.

También revelaron la presencia de una mezcla de acidos grasos
poliinsaturados, siendo el acido y-linolénico el mas abundante y el principal
compuesto responsable de esta actividad. Igualmente, se profundizé acerca
de las propiedades antiinflamatorias y analgésicas per os (administracién oral)
de M. auristipulata. La investigacion exhibié componentes activos que podrian
disminuir las actividades de ciclooxigenasa o lipoxigenasa; enzimas que
permiten la sintesis de sustancias enddégenas proinflamatorias como

prostaglandina E2 o leucotrienos, respectivamente.

El extracto de diclorometano mostré actividad antioxidante, de este
diclorometano bioactivo mas extractos resinosos, se obtuvo [-sitosterol,
kaempferol y una mezcla de acidos grasos altamente saturados (siendo el
acido palmitico el mas abundante). La presencia de los acidos grasos

polinsaturados principalmente acido y-linolénico, explica las actividades
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antimicrobianas. La accién antioxidante del extracto de diclorometano estaria
provocada por el kaempferol. Los efectos antiinflamatorios y analgésicos in
vivo, confirman el uso medicinal como antiasmaticos de algunas especies de

Malesherbia.
Métodos de laboratorio

Con el fin de detectar y cultivar hongos enddfitos, se han desarrollado
diversas metodologias. Los procedimientos tradicionales consisten en la
seleccion del material vegetal fresco y visiblemente sano, desinfeccion
superficial del tejido vegetal, aislamiento en medios artificiales, purificacion de
colonias emergentes e identificacion de los endofitos de acuerdo con la
morfologia (Schulz et al., 1993; Stone et al., 2004). Para aislar endofitos existe
una gran variedad de técnicas, aunque ningun método es universal. Desde
ese punto de vista, todo depende en general de la planta. Una vez
desinfectado el material, se inoculan los fragmentos vegetales en medio de
cultivo. Algunos de los medios idoneos son: agar agua (AA), agar papa
dextrosa (PDA), agar extracto de levadura, agar acido humico vitaminado,

Luria Bertani (LB), entre otros.

A continuacion, se describe el método utilizado en el laboratorio de
Patologia vegetal de la Universidad de Tarapaca, adaptados de los
procedimientos propuestos por el Dr. Andrea Campisano, especialista en

microorganismos endofitos (Hergholi et al., 2013; Pancher et al., 2012).
Aislamiento y cultivo puro de bacterias y hongos

Aislamiento, es el proceso en el que se separa uno 0 mMAas
microorganismos presentes en un sustrato, en este caso, hospedero (planta)
forzandolos a crecer en medios de cultivo artificiales. Sin embargo, esto no es
factible para todos los microorganismos. Existen algunos que no pueden
cultivarse en medios artificiales, e.g., organismos biotréficos (parasitos
obligados), solo se desarrollan sobre tejido vivo de su hospedante
(Montealegre, 1991).

Cultivo puro

Es aquel que contiene una sola especie o tipo de microorganismos, por
lo tanto, se ha obtenido a partir de una sola célula (cultivo axénico). En un
cultivo puro, no necesariamente todas las células que lo componen tienen que
ser exactamente iguales, puesto que es factible que algunas de ellas sufran

mutaciones y se diferencien de las restantes (Montealegre, 1991). Es
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necesario aclarar que los cultivos axénicos son muy extrafios en la naturaleza,
puesto que, en general, los medios naturales como el agua, suelo e incluso en
el cuerpo humano existen cultivos mixtos que consisten en muchas y

diferentes especies de forma conjunta.
Recuento en placa

Este es el método mas comun para medir la cantidad de
microorganismos y determinar el tamafio de una poblacién bacteriana, la
técnica mide la cantidad de células viables. El recuento supone que cada tipo
de bacteria crecerda y se dividira para producir una sola colonia. Para reflejar
esta realidad, el recuento de placas suele registrarse como unidades
formadoras de colonias (UFC) (Tortora et al., 2007).

Observacion microscopica de organismos

Este corresponde a la primera etapa del estudio de los microorganismos
y del diagnéstico, en la medida de que su observacién permite determinar
ciertas caracteristicas de los microorganismos, por ejemplo: de qué forma se
encuentran agrupados, cual es la forma de cada microorganismo, su
disposicion, si presenta 0 no ciertas estructuras, su movilidad, etc.
(Montealegre, 1991).

Materiales e instrumentos de laboratorio para aislamiento de endofitos

Para realizar la metodologia de extraccion y aislamiento de endofitos se
deben tener los siguientes insumos: vasos precipitados de 500-1000 mL,
pinzas para manejar las muestras, tubos Falcon y Eppendorf (1,5 mL), tijeras,
pistilos, puntas, asas de niquel-cromo o rastrillo, mechero de alcohol, papel
parafilm, bisturi, hipoclorito de sodio al 2 %, alcohol al 70 % y 95 %, agua
destilada esterilizada, placas de Petri con medios de cultivo como Agar-Agar
(AA), Agar-Papa-Dextrosa (APD), medio de cultivo de Rhyzobium Agar Usal
(aislamiento y cultivo de Rhizobia) para bacterias endofiticas y Rhizobacterias
(MRZ) segun patente modificada en la Universidad de Salamanca (USAL),
medio Luria Bertani (LB), etc., suero fisiologico, porta objetos, guantes de
nitrilo, cubre boca y papel absorbente.

En cuanto a los instrumentos, son necesarios equipos, tales como
camara de flujo laminar (Streamline, modelo ESCO CLASS Il BSD de USA);
balanza analitica precisa (modelo BJ610C de USA); autoclave (modelo
Phoenix Luferco AD-75 de Brasil); microscopio o6ptico (marca Olympus,
modelo CX22 de USA); agitador magnético (marca HILAB, modelo MS 400
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Aleman); destilador de agua (marca Pobel, modelo Desa 700, Espafia); equipo
de esterilizacién, tal como horno Pasteur (marca Memmert modelo 48 L,
Aleman); estufa de cultivo (Binder Modelo BD 11 Aleman); un contador

manual.

Recoleccién de muestras

La experiencia desarrollada en Arica, indica que se deben colectar
minimo tres muestras de la especie vegetal a estudiar, definiendo espacial y
temporalmente la colecta. Por ejemplo, Malesherbia auristipulata de la Cuesta
El Aguila en la region de Arica y Parinacota (GPS 19 k 408834.00 m E,
7956287.00 m S a 1830 msnm., Figura 7). Los materiales que se usan para
extraer las muestras deben estar esterilizados. Al menos dos de estas
debiesen ser planta completa (incluyendo raiz), si se consideran las
caracteristicas fisiolégicas y botanicas de la planta al momento de su
recoleccion. Claro esta, se deben seleccionar sin que tengan aparentes
enfermedades para trabajar con una planta sana y, de esta manera, tener en
cuenta la presencia de microrganismos enddfitos activos cuando la planta se
encuentra en ciertos estados de desarrollo. Una vez colectada la muestra se

deposita en un lugar desinfectado para su traslado a laboratorio.

Figura 7. Localizacion de muestra de Malesherbia auristipulata recolectadas a

1830 msnm., en sector Cuesta El Aguila. Fuente: elaboracién propia, 2019.
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Indicaciones para el trabajo en laboratorio

Antes de aislar los microorganismos enddfitos, es importante que los
mesones y area de trabajo esté en condiciones aptas (asepsia) y el personal
cuente con los implementos de proteccibn necesarios para evitar
contaminacion en las muestras, como también se debe evitar el transito

constante entre sectores de laboratorio.

El material vegetal se debe lavar y disectar en un sector de lavado vy,
solamente, se ingresa al lugar de trabajo los trozos del material ya cortados.
Por lo que una vez recolectada la muestra de Malesherbia auristipulata, se
realiza en laboratorio —especificamente en el sector de lavado— la desinfeccion
de los distintos tipos de cortes de la planta: raiz, tallo, hoja y flor. Cada corte
pasa a ser una muestra, por ende, estas se depositaran en una primera
instancia dentro de un vaso de precipitado con alcohol al 95 % (Figura 8). Es
vital que se procure cubrir en su totalidad la muestra seleccionada durante 2
minutos. Luego, se extrae para depositarla en otro con solucién de hipoclorito
de sodio al 2 % por otros 2 minutos. Por ultimo, se sumerge en solucion de
alcohol al 70 % por 2 minutos. Con este proceso se asegura la desinfeccién

externa total y se evitan riesgos de contaminacion externos.

La muestra se deposita en un nuevo vaso de precipitado con agua
destilada estéril. A partir de este momento se trabaja dentro de la camara de

flujo laminar (Hergholi et al., 2013).

Figura 8. Tratamientos de desinfeccion realizados a las muestras de
Malesherbia auristipulata. 2 minutos en alcohol al 95%, 2 minutos en
hipoclorito de sodio al 2% y 2 minutos en alcohol al 70%. Al lado izquierdo el

cronometro para tomar el tiempo. Fuente: elaboracién propia, 2019.
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Procedimiento para medios de cultivo para hongos (APDy AA) y
bacterias (MRZ y LB)

Una vez que la cdmara se encuentra desinfectada y esterilizada con luz
ultra violeta, las muestras se llevan a su interior para su diseccion. En las
muestras de tallo, se hacen cortes verticales en el centro de ellos y se
depositan las muestras en medios de cultivo de APD (Agar-Papa-Dextrosa) y
AA (Agar-Agua). Para aislar bacterias, se usa los medios MRZ (Rhizobium
Agar USAL), después de seguir el mismo procedimiento anterior; sin embargo,
para LB estas muestras se deben moler en un mortero, conteniendo 1,5 ml de
agua destilada estéril mientras se muele el material. Luego se extrae 200 uL
de sobrenadante, el cual se deposita en medio de LB esparciendo con asa tipo

rastrillo.

De forma similar, en el caso de las muestras de raiz, se eliminan los
extremos y bordes de esta y, sumado a esto, se extrae un trozo de la zona
interna o del centro y se disponen en medios de cultivo de APD y AA. Para
bacterias se sigue el mismo procedimiento que el descrito en el tallo. En
contraste, para el caso de las flores y hojas, se aplastan las muestras con un
mortero y se ponen los trozos en los distintos medios. Para las bacterias se

vuelve aplicar el procedimiento sefalado.

A medida que se realiza cada procedimiento, las placas se deben cerrar
con papel film para impedir el ingreso de agentes externos, luego se rotula
cada placa para identificar la muestra (fecha, tipo de muestra). Para finalizar
este procedimiento, se dejan en un lugar donde permaneceran un par de dias

(Figura 9). Estas placas seran denominadas a partir de ahora como placas

madres.

Figura 9. Placas con muestras de plantas en el proceso de extraccién de
endofitos. Fuente: elaboracion propia, 2019.
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Rotulado

El rotulado corresponde a la identificacion o clave que es asignada a
cada muestra depositada en las placas de Petri. Esto dara informacion del
endofito. Cada investigador rotula sus muestras con la informacién necesaria
y otorgandole informacion en forma de clave; en general, esto contiene de
manera basica el nombre del experto, el nUmero de muestra, i.e., cada planta
recolectada llevara un numero de identificacion (1, 2, 3, etc.) conveniente.
Cabe aclarar que el niumero de muestra se refiere a cada planta. También se
escribe el lugar donde se recolect6 la muestra (el que puede o no llevar clave),
el tejido, el medio de cultivo y la fecha. Si él o la investigadora lo consideran,
puede agregar otras observaciones que se incluirdn en el cddigo de las
muestras. Esta informacion ayudara, posteriormente, a formar el codigo de la

placa madre y sus aislamientos derivados.

Por ejemplo: nombre de investigador(a): Alexandra Vielma, planta 1 de
Malesherbia auristipulata (muestra 1): M1, localizacion Cuesta El Aguila: CA,
Tejido Tallo: T, medio de cultivo: APD. Entonces, para rotular el codigo seria:
CAM1T(APD). Se prosigue de la misma forma con el resto de las muestras
(Tabla 3).

Tabla 3. Ejemplo de cddigos asignados por muestra.

Caddigo Muestra Parte tejido Medio Lugar
CAM1T(APD) 1 Tallo APD Cuesta Aguila
CAM1R(APD) 1 Raiz APD Cuesta Aguila

CAM2H(AA) 2 Hoja AA Cuesta Aguila
CAM2T(AA) 2 Tallo APD Cuesta Aguila
CAM2R(LB) 2 Raiz LB Cuesta Aguila
CAM3T(APD) 3 Tallo APD Cuesta Aguila

Fuente: elaboracion propia, 2019.
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Observacion e Identificacion de poblaciones de hongos y o bacterias

Pasados unos dias, es posible detectar crecimiento de
microorganismos en las placas con las muestras (Figura 10). El crecimiento
no debe ser tal que las poblaciones entren en mayor contacto, ya que al
momento de aislar al microorganismo se hara mas facil el evitar
contaminaciones entre los mismos endéfitos. Con un marcador, a medida que
se van diferenciando colonias —ya sea de hongos y/o bacterias— se marcan
sobre la placa para poder identificarlos facilmente al momento de aislar cada

uno.

Figura 10. Ejemplo de la disposicion de muestra de raiz de Malesherbia
auristipulata. Placa con material fungico en crecimiento rotulada. Fuente:

elaboracion propia, 2019.

Aislamiento y cultivo puro de hongos

Una vez marcadas todas las placas con hongos, se procede
nuevamente a desinfectar y esterilizar la cAmara de bioseguridad (donde se
trabajard). Enseguida, se depositan las placas con las muestras y con un asa
de siembra esterilizada se extrae una pequefia cantidad de micelio o esporas
del hongo seleccionado previamente y, al mismo tiempo, se depositan tres

lugares distintos de una nueva placa de Petri con medio de cultivo APD, en el

43



gue se forma una especie de triangulo (Figura 11). Este hongo llevar4 un
nuevo cédigo que continuard con el de la placa madre (Tabla 4). La placa se
sella con papel parafilm y se escribe en ella el nuevo cadigo vy, luego, se deja
en un lugar con condiciones optimas de luz y temperatura, de preferencia una

incubadora para acelerar la esporulacion y crecimiento del hongo.

Figura 11. Placa Petri con aislamiento de enddfitos y crecimiento fungico en
medio de cultivo PDA a temperatura ambiente. Fuente: elaboracion propia,
20109.

El procedimiento se realiza con cada placa madre en el que se haya
marcado un hongo endéfito. EI medio de cultivo empleado a partir de este
punto sera APD, por lo que el nuevo cdodigo ya no incluird el medio utilizado

originalmente (placa madre).

Tabla 4. Ejemplo rotulacion de hongos en placa de Petri en aislamiento

de hongos enddfitos.

Cddigo Muestra Parte Medio Hongo lugar
tejido o]
bacteria
CAM1HI1T (APD) 1 Tallo APD 1 Cuesta El Aguila
CAM1H2T (APD) 1 Tallo APD 2 Cuesta El Aguila
CAM2H1H (APD) 2 Hoja APD 1 Cuesta El Aguila
CAM2H2H (APD) 2 Hoja APD 2 Cuesta El Aguila
CAM2H3H (APD) 2 Hoja APD 3 Cuesta El Aguila

Fuente: elaboracién propia, 2019.
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Reaislamiento

Si al pasar los dias en las placas de hongos enddfitos aislados se
observa contaminacion, ya sea externa o cruzada con otros hongos endofitos,
se debe volver a realizar el procedimiento anterior para obtener una muestra

pura.

Cultivo monosporico

Cuando el hongo aislado ha crecido y esporulado, se procede a obtener
un cultivo monospérico que garantiza la autenticidad y pureza del aislamiento,
lo cual entrega consistencia a la informacién que se genere posterior a este
proceso. Para este procedimiento, se utilizan unas gradillas con tubos
Eppendorf, 5 tubos para cada hongo aislado, micropipetas, agua destilada, un
agitador vortex y bisturi o asa, mechero para esterilizar el bisturi o las asa vy,
por ultimo, la camara de flujo laminar (CFL).

Una vez el material dentro de la CFL se toman cinco tubos, al primero
se le agrega 1000 pl (1 ml) de agua destilada estéril con la micropipeta y 900
pl (0,9 ml) a los otros cuatro. Enseguida, se coge una de las placas con los
hongos aislados esporulados con un asa o un bisturi esterilizado; se extrae
una pequefia muestra del hongo y se deposita en el tubo nimero 1 que
contiene 1 ml de agua destilada; se tapa el tubo y se agita durante varios
segundos en el vortex hasta que se homogeniza. Después, con la micropipeta
se extraen 100 ul, y se vacia en el segundo tubo (que contenia 900 pl); se
completan asi los 1000 pl, se cierra y se lleva a vortex una vez mas durante
varios segundos hasta mezclar bien; se extraen nuevamente 100 pl y se
introducen al tercer tubo. Se realiza el mismo procedimiento hasta llegar al
quinto tubo; de este se extraen solo 50 pl y se esparce el liquido
homogéneamente en una placa de Petri con medio de cultivo APD y se sella
con parafilm. Se rotulan los tubos del 1 al 5 con su concentracién y se procede

de la misma forma con el resto de los hongos que se obtengan de la planta.

Una vez finalizado el procedimiento de cada hongo, se toman las
gradillas con los tubos etiquetados y se guardan en una camara de frio para
conservar las muestras y hacer uso de ellas en caso de cualquier imprevisto.
Es importante mencionar que, luego de realizado el procedimiento de
aislamiento y cultivo monosporico, las placas se dejan en un ambiente

adecuado dentro del laboratorio para que los hongos se desarrollen.
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Aislamiento de punta de hifa

El aislamiento de punta de hifa es otro método de producir un cultivo
puro proveniente de una sola conidia. Esta metodologia consiste en preparar
una dilucion de conidias de 2500 ml con Tween 80 al 1 % estéril; después,
poner en un vaso precipitado una cantidad conveniente de agar agua caliente
o0 APD (40° C), tomar una lamina portaobjeto y sumergir el extremo en el vaso
y sacarlo. Se limpia la superficie inferior de la lamina y se deposita en una
placa Petri. La placa debe tener papel filtro estéril en el fondo humedecido con
agua destilada estéril. Se prosigue a sembrar el hongo con un asa en la porcion
de la lamina que tiene la pelicula del medio y estirarla cuidadosamente.
Después de este procedimiento, es vital incubar por dos o tres dias y observar
en camara de flujo laminar las colonias que se han formado. De estas colonias,
hay que tomar la que esté mas aislada y en el microscopio buscar la punta de
alguna hifa solitaria, cortarla y poner la punta cortada en una placa de Petri
con APD.

Sin embargo, este método tiene algunas desventajas, puesto que
presenta problemas con el método al ser méas tedioso y largo; incluso, existe
una mayor probabilidad de contaminacion (Cafiedo y Ames, 2004).

Observacion microscopica, descripcién e identificacion

La descripcién corresponde a la explicacion y detalle cualitativo lo que
se observa en las colonias monosporicas: forma, color de la colonia madura,

aspecto de la superficie, etc. Es fundamental fotografiar el proceso.

En un portaobjeto se agrega una gota de lactoglicerol y, con la ayuda
de una aguja de diseccion o asa, se procede a sacar una pequefia parte del
hongo (micelio) en su medio de cultivo. Después se deposita en un
portaobjeto, se cubre con un cubreobjeto y se observa en microscopio. Cada
aislamiento se identifica con criterios morfométricos de acuerdo con la
clasificacion taxonomica vigente (Kirk et al., 2001), y se describen las
estructuras que se observen, verbigracia: forma de los conidios, ubicacion, tipo

de conidioforo, tipo de célula conididégena, etc.

La Figura 12, detalla el aspecto macroscopico de las colonias en placas
cultivadas con distintos tipos de hongos endofitos de Vanilla planifolia

Andrews.
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%

P-18 Ceratobasidium 1-1 Ceratobasidium P-20 Ceratobasidium

Figura 12. Morfologia de colonias de algunos aislamientos inoculados
en plantas de Vainilla. Fuente: Ordofiez et al., 2012.

La variacion en las comunidades endofiticas se dara entonces,
dependiendo de factores ambientales y el tejido colonizado, en las raices, los

tallos u otros 6rganos vegetales.

Se ha propuesto a la raiz como un punto principal de ingreso y
colonizacion de microorganismos enddfitos a las plantas. Lo anterior, debido a
que, en una primera instancia, el ecosistema edafico es una gran fuente de
organismos que estan en constante relacion con las demas especies. Esto
incluye a las plantas, las cuales pueden hacer contacto a través de grietas y
poros de las raices y heridas de los tejidos (Sgrensen y Sessitsch, 2007). Un
estudio realizado en vitis vinifera indica diferencias entre comunidades
endofiticas de raices y tallos en términos de composicion y respuesta dindmica
a la temperatura, donde taxas bacterianas se ven mas afectadas en tallos que
en raices. Sin duda, esto sugiere que las raices ofrecen un ambiente mas

estable y menos perturbado (Campisano et al., 2017).

Schulz y Boyle (2006), propusieron que micorrizas y los hongos
endofitos pueden proteger a las plantas hospedantes contra el atague de
fitopatbgenos o pueden generar algun tipo de resistencia a factores
estresantes. Como se vio anteriormente, diversos estudios comprueban y

aluden a dar mas importancia a los endoéfitos, no solo en beneficio de las
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plantas, sino también, para el ser humano en la busqueda de medicinas, entre

otros factores positivos.

La produccion de compuestos bioactivos por enddfitos, especialmente
aguellos exclusivos de sus plantas hospedantes, no solo son importantes
desde una perspectiva ecoldgica, sino también desde un punto de vista

bioquimico y molecular (Sanchez et al., 2013).

La evidencia indica que con el cambio en el uso de productos quimicos
sintéticos al uso de bacterias en el suelo, el mundo esta en el borde de un
importante cambio de paradigma agricola (Glick, 2014). La investigacion en
profundidad de los enddfitos junto a nuevos descubrimientos, podria marcar
un antes y un después en la historia de la ecologia, agricultura y medicina. Un
ejemplo puntual, es el descubrimiento del taxol o paclitaxel en relacion con el
estudio del area de la medicina y la industria farmacéutica, en el que, a partir
de la corteza de Taxus brevifolia, se extrajo este metabolito que posee una

gran actividad citotoxica y antileucémica (Centellesa e Imperial, 2010).

CONCLUSION

Los hongos endofiticos tienen una amplia aplicacion en diferentes
campos y, asimismo, producen una variedad de compuestos bioactivos.
Muchos metabolitos secundarios tienen la capacidad de actuar como agente
de biocontrol y como componentes quimicos en el area agricola y
farmacéutica, por ejemplo, biofertilizantes y bioplaguicidas, anticancerigenos,

antioxidantes, biorremedacion, etc.

La mayoria de los expertos estudian las plantas como si fuesen un
individuo. No cabe duda de que éstas son el nlcleo de toda una comunidad,
un completo ecosistema, lo que obliga a cambiar la perspectiva de las
investigaciones en relacion a integrar a las comunidades de microorganismos
en el contexto vegetal. No se trata de la interpretacion funcional de un Unico
organismo —la planta- sino de una interpretacién funcional comunitaria e

integrada, algo que las futuras investigaciones deberian explorar.

Las plantas silvestres sobreviven bajo estrés bidtico y abidtico, lo que,
a grandes rasgos, genera adaptaciones al habitat. Esto ocurre por la existencia
de microorganismos endofitos que ayudan a la planta en su desarrollo en
varias funciones: promotor de crecimiento, soportar las temperaturas extremas
y sobrevivir al ataque variado de fitopatdgenos o herbivoros. De este modo, se

puede describir la manera en que logra desarrollarse Malesherbia auristipulata
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en las condiciones de la regién y sobrevivir en las adversidades ambientales.
Incluso, se podria dar la oportunidad a nuevos estudios que aludan al tema de
M. auristipulata. Los estudios realizados en diferentes plantas, comprueban la
gran diversidad de microorganismos endofitos colonizando raices, en
comparacion con el resto de la planta, esto es un indicio de como se esta
desarrollando la relaciéon enddfito-planta en el caso de Malesherbia
auristipulata, es decir, que es en la raiz de M. auristipulata donde se ubica la
mayor concentracion de microorganismos enddfitos, ayudandole en el

crecimiento y desarrollo en un suelo inhdspito.

Este enfoque conduce a desarrollar tecnologias y estrategias de control
sostenibles como métodos ambientales, los cuales ayudan a la conservacion
de especies y, desde luego, observar de otra forma aquellas plantas que, a
nivel mundial, se encuentran en peligro de extincién. La idea ya no solo se
fundamenta en mantener la riqueza cultural de una zona o pais o proteger la
pérdida de organismos, si no, consiste en asegurar una fuente de material
genético que posiblemente serd de utilidad en futuras investigaciones. Por
tanto, a futuro se deben desarrollar estrategias que permitan dar a conocer a
Malesherbia auristipulata, a los enddfitos y la importancia que ambos tienen a
la poblacion en general. Un proceso, logrado a través de charlas educativas a
jovenes, adultos y agricultores, congresos regionales y nacionales,
investigaciones, talleres y simposios que permitan visibilizar el rol que cumple
M. auristipulata, las plantas en general y estos “pequeios animalculos”

llamados enddfitos.
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