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1. RESUMEN

La Cueva de Los Tayos es un conjunto de cavidades subterraneas de geotipo karstico
ubicada en las estribaciones de la Cordillera del Condor al sureste de Ecuador. Este estudio
brinda el primer registro de diversidad de hongos endofitos asociados a la vegetacion
presente en la Cueva de Los Tayos. En total, se aislaron 69 hongos endofitos a partir de
fragmentos de hojas y tallos de las siete especies vegetales creciendo dentro de la cueva,
que fueron clasificados en 42 morfotipos segun sus caracteristicas macroscépicas. Mediante
el uso de los cebadores universales en eucariotas ITS1/ITS4 se obtuvieron las secuencias de
ADN de 48 hongos endofitos, los cuales pertenecen Unicamente el filum Ascomycota. Se
encontraron patrones de diversidad relacionados a su frecuencia de colonizacion segun el
tejido vegetal, especie de planta, estado de etiolacion y zona de la cueva. Se registro una
predominancia de los géneros Xylaria y Mycoleptodiscus, con una mayor riqueza en tallos
que en hojas. Ademas, las plantas con mayor riqueza de hongos endéfitos fueron las que
crecen en zonas luminosas, identificandose 11 géneros: Xylaria, Mycoleptodiscus,
Diaporthe, Colletotrichum, Dactylonectria, Fusarium, Mucor, Neonectria, Phomopsis,
Sporothrix y Talaromyces. La especie vegetal etiolada de la zona del Domo muestra un
género propio, Hypoxylon. EI muestreo y la caracterizacion de enddéfitos fangicos es un
desafio emergente entorno a la necesaria comprension de su papel ecoldgico y promete
dilucidar nuevas especies y compuestos bioquimicos utiles. Con esta nueva informacién de
hongos enddéfitos de una cueva kérstica de un bosque tropical amazénico, se pone hincapié
en la necesidad de aumentar exploraciones de organismos microscopicos y brinda

informacion bioldgica Util para la conservacion de este ecosistema.

Palabras clave: Ascomycota, endéfitos, geotipo, karstico, hongos.



2. ABSTRACT

“Cueva de Los Tayos” is a set of underground karst geotype cavities located in the
northern slopes of the Condor mountain range in Southeastern Ecuador. This study provides the
first report of “Los Tayos” cave’s vegetation and endophytic fungi associated with it. Sixty-
nine endophytic fungi were isolated from leafs and stems of the seven plants growing inside the
cave, these were classified into 42 morphotypes based on their macroscopic characteristics.
Through the use of eukaryote’s universal primers ITS1 / ITS4, the DNA sequences of 48
endophytic fungi were obtained; all belong to the phylum Ascomycota. Diversity patterns were
found related to their colonization frequency according to plant tissue, plant species, etiolation
and cave area. There is a predominance of the genera Xylaria and Mycoleptodiscus, with greater
richness in stems than leaves. In addition, plants with the highest richness of endophytic fungi
were those that grew in lighted areas with 11 identified genera: Xylaria, Mycoleptodiscus,
Diaporthe, Colletotrichum, Dactylonectria, Fusarium, Mucor, Neonectria, Phomopsis,
Sporothrix and Talaromyces. The etiolated plant species of the Dome area shows its own genus,
Hypoxylon. Sampling and characterization of endophytic diversity is an emerging challenge in
order to understand its ecological role, and promises to uncover new species and useful
biochemical compounds. This new information on endophytic fungi from caves in an
Amazonian tropical forest emphasizes the need for further exploration of microscopic

organisms and provides useful information for conservation of this ecosystem.

Keywords: Ascomycota, endophytes, karst, geotype, fungi.



3. INTRODUCCION

3.1 ZONA DE ESTUDIO

La Cueva de Los Tayos es una formacion natural subterranea de geotipo karstico que se
remonta a la época terciaria (Pazmifio, Ofa, Villacis y Pineda, 2017), ubicada en las
estribaciones de la Cordillera del Condor (latitud 3°8”'S, longitud 78°14""O, altitud ~800 m.,
largo total conocido: 4.6 km., profundidad: 201 m) (Toulkeridis et al., 2015). Su nombre se
origina de las aves nocturnas que viven en su interior, cuyo nombre comin es “tayos”
(Caprimulgiformes: Steatornithidae, Steatornis caripensis). Esta cueva se encuentra en una
zona de topografia heterogénea del bosque siempreverde piemontano de las Cordilleras del
Condor-Kutukau, en la provincia de Morona Santiago y es la de mayor dimensidn que se conoce
en el Ecuador (Neill y Guevara, 2013; Toulkeridis et al., 2015).

La cueva se encuentra dentro del territorio Shuar, pueblo que por su folklore la protegia
como lugar sagrado y se restringio el acceso por muchos afios (Pazmifio, Ofia, Villacis y Pineda,
2017). La primera expedicion acreditada se realizd en 1976 y, a pesar de involucrar a mas de
cien personas, entre los que se incluian cientificos (Porras, 1978; Toulkeridis et al., 2015), no

se generaron publicaciones biologicas importantes.

El ecosistema circundante externo a la Cueva de Los Tayos esta estructurado por un
bosque denso gracias a las precipitaciones significativas y condiciones climaticas constantes
(Anexo 1). El dosel cuenta con arboles de gran tamafio (30-40 m. de altura) y el sotobosque
incluye arbustos y arboles de menor tamafio (2-5 m. de altura) (Ministerio del Ambiente del
Ecuador, 2013; Gazquez et al., 2016). El suelo tiene un alto nivel de carbonato de calcio
(CaC0y) y su pH normalmente se mantiene neutro o ligeramente acido (6,5-7,5) (Ministerio
del Ambiente del Ecuador, 2013).

3.2. CUEVAS KARSTICAS



Las cuevas de geotipo karstico son formaciones geologicas conformadas por roca de
arenisca y prominentes espeleotemas (estalactitas y estalagmitas) (Ginés, 2003; Constantin et
al., 2019). Se originan por disolucion de roca caliza (compuesta por carbonatos de calcio)
resultado de la accion de aguas acidas, denominadas asi por sus altos niveles de acido carbonico.
La disolucion da lugar a la formacion de canales horizontales o galerias, aberturas verticales o
simas, y zonas amplias 0 cavernas que se comunican por canales de agua, medio por el que

ingresa materia organica en descomposicion y semillas (Ginés, 2003; Toulkeridis et al., 2015).

A pesar de la escasa informacidn cientifica resultante de incursiones previas a la Cueva de
Los Tayos se puede inferir las caracteristicas que comparte con otras cuevas karsticas, como
poseer suelos pobres en nutrientes, presentar agua con elevados niveles de acido carbénico
(acumulados en el proceso de filtracidn) y exhibir especies vegetales similares a la flora externa
circundante (Mulec y KubeSova, 2010; Zimmerman y Vitousek, 2012). Algunos géneros
botanicos abundantes del bosque siempreverde piemontano de las Cordilleras del Cdndor-
Kutuku en la provincia de Morona Santiago son: Euterpe, Dictyocaryum, Wettinia, Socratea
(familia Arecaceae), Stenopadus (familia Asteraceae), Compsoneura (familia Myristicaceae),
Inga y Erythrina (familia Fabaceae), Sanango (familia Solanaceae), Alchornea, Dendrothrix y
Croton (familia Euphorbiaceae), Clusia y Tovomita (familia Clusiaceae), Dacryodes (familia
Burseraceae), Digomphia (familia Bignoniaceae), Graffenrieda y Phainantha (familia
Melastomataceae), llex (familia Aquifoliaceae), Prunus (familia Rosaceae), Costus (familia
Costaceae) y numerosas especies de la familia Rubiaceae ( Neill y Guevara, 2013; Cardoso et
al., 2017; EcuaRed, 2018).

En cuevas karsticas se pueden distinguir tres zonas: entrada, crepusculo y oscuridad. La
zona méas luminosa es la entrada y usualmente presenta una mayor riqueza de plantas; en la
Cueva de Los Tayos esta es una amplia claraboya bajo los 70 metros de altura que preceden la
entrada principal a la cueva, denominada Zona Daylight (Figura 1). La zona crepuscular, que
en este estudio corresponde al inicio de la Galeria (Figura 1), estd mayormente sumida en la
oscuridad y normalmente soporta escasa vegetacion, ya que la luz que filtra (menos del 0,04 %
de la luz solar presente en la superficie) no es suficiente para su desarrollo (Michelle, 2017;

Mulec, 2018). La zona oscura es la mas extensa en una cueva, la zona de EI Domo (Figura 1)



que tiene una ubicacion central en la Cueva de Los Tayos y forma parte de una camara que
mide 70 metros de largo por 30 de ancho y hasta 25 de altura (Davis, 2011; Swanson y Pilla,
2012); no posee luz natural y en esta se encuentran plantulas que llegan arrastradas por agua
subterranea, germinan y mueren una vez agotados los nutrientes de la semilla (Pla et al., 2015;
Miranda et al., 2020).

3.3. VEGETACION DENTRO DE CUEVAS

En cuevas, la vegetacion que crece generalmente no logra desarrollar partes
reproductivas, sino que muere transcurridas sus primeras etapas de desarrollo a partir de su
germinacion, esto debido a varios factores, principalmente la falta de luz y nutrientes extra-
embrionarios (Truyens et al., 2015). De las semillas que logran germinar brotan primordios
vegetativos, como las hojas embrionarias, diferentes a las hojas verdaderas o funcionales de la
etapa adulta. Se necesita de experticia para identificar taxondmicamente a las plantulas; por lo

general, su morfologia varia en su estado adulto (Arnold et al., 2003; Truyens et al., 2015).

La principal explicacion de la baja cobertura, diversidad y abundancia vegetal dentro de
las cuevas se debe a la ausencia de luz (indispensable para los procesos fotosintéticos), siendo
necesarias adaptaciones fisiologicas, como el reordenamiento de cloroplastos (Michelle, 2017;
Mulec, 2018), etiolacién (pérdida parcial o total de los pigmentos clorofilicos en los tejidos)
(Mulec, 2018) y asociaciones con microorganismos micorricicos y endéfitos (especies de
hongos y bacterias) para su desarrollo (Gagne-Bourque, 2011; Ramalho et al., 2018).

Debido a los gradientes edéaficos y de luminosidad que provocan adaptaciones en las
plantas y microorganismos asociados a éstas, las cuevas se consideran ecosistemas promotores
de especiacion (Sanchez et al., 2012; Pla et al., 2015). Al interior de cuevas tropicales se ha
reportado vegetacion compuesta por arboles pequefios que no exceden el metro y medio de alto,
plantas gramineas y otras angiospermas, siendo estas Ultimas colonizadoras eficaces en hébitats
de poca luz (Suryanarayanan, 2011; Gagne-Bourque, 2011; Bayu et al., 2017).



3.4. HONGOS ENDOFITOS

El reino Fungi posee organismos eucariontes osmotrofos que presentan dos
caracteristicas tipicas de su estado tréfico: poseen hifas con paredes celulares de quitina y se
dispersan por esporas aéreas (Cavalier-Smith, 2001). Los hongos que se asocian internamente
a las plantas se conocen como “endofitos". Estos hongos microscdpicos crecen inter o
intracelularmente en las plantas y al tener las condiciones ambientales adecuadas sus
interacciones con la planta hospedera son mutualistas, aunque no hay certeza sobre los
mecanismos de accién especificos en cada planta, ésta se beneficia del hongo segin sus
necesidades en el ecosistema que habita (Gagne-Bourque, 2011; Kusari y Spiteller, 2012;
Vasundhara et al., 2019). Asi, mientras la planta provee alimento y proteccion a los endofitos,
estos confieren a la planta adaptabilidad a condiciones de estrés, tanto abi6ticas (luminosidad,
pH, salinidad y/o temperatura) como bidticas (herbivoria, alteracién en sus tasas de
germinacion, crecimiento y reproduccion) a través de la produccion de metabolitos secundarios
(Huang et al., 2008; Truyens et al., 2015; Bayu et al., 2017; Avalos et al., 2018)..

Los hongos son productores de una variedad de moléculas bioactivas, muchas proveen
beneficios al hospedero por poseer actividades antimicrobianas, antivirales, insecticidas y
antioxidantes, entre otras (Lacap et al., 2003; Salgado 2005; Gamboa-Gaitan 2006; Mejia et al.,
2008; Sreekanthet al., 2011). Estos bio-compuestos son dtiles en industrias quimicas,
farmacéuticas, agricolas y medicas, para la elaboracion de productos fitotdxicos,
antiinflamatorios, antitumorales, citotdxicos, inmunosupresores e inhibidores especificos de
ciertas proteinas; en consecuencia, resulta necesario ampliar la caracterizacion y estudio de
estos organismos (Pelaez et al., 1998; Arnold, 2007; Sieber, 2007; Aly et al., 2010;
Higginbotham et al., 2013; Wang et al., 2013; Marin et al., 2018; Segaran y Sathiavelu, 2019;
Vasundhara et al., 2019; Gupta et al., 2020; Mohamed et al., 2020).

Por estudios microbiolégicos fungicos se sabe que existen taxones que han sido aislados
unasola vez y taxones como Acremonium, Alternaria, Cladosporium, Epicoccum y Penicillium,
que son dominantes en estudios de diversidad endéfita (Koilraj et al., 2000; Gamboa-Gaitan,

2006; Monro et al., 2018). Los taxones fungicos también difieren segun el tejido del que se



aislan; asi es que, algunos pueden colonizar varios tejidos o ser especificos de un tejido de la
planta (Finlay y Clay, 2007; Rodriguez et al., 2009; Gond et al., 2012; Gupta et al., 2020) por
lo que es util investigar las especies de hongos que alberga cada tejido vegetal para saber la
diversidad que se espera encontrar en cada tejido y la preferencia de nicho de las especies de
hongos enddfitos (Arnold et al., 2000; Arnold y Lutzoni, 2007; Hilarino et al., 2011).

El proceso de colonizacion se puede dar de dos maneras: la primera, se denomina
horizontal e inicia por la llegada de esporas a la superficie de la planta para posteriormente
ingresar por heridas o estomas; la segunda, se denomina vertical e incluye la colonizacién de
tejidos desde las semillas infectadas, presentandose casi exclusivamente en gramineas (Arnold
etal., 2003; Kuldau y Bacon, 2008). Para establecer una interaccion favorable con la planta, los
hongos manipulan el sistema de defensa del hospedero, y se alcanzar una estabilidad metabdlica
entre ambos organismos (Arnold y Lutzoni, 2007; Reiher, 2011).

3.5. AISLAMIENTO DE HONGOS ENDOFITOS

El aislamiento in vitro de hongos endofitos y el uso de métodos de identificacion
moleculares ha permitido confirmar que todos los tejidos vegetales pueden albergar linajes
fangicos diversos (Yu et al., 2010; Vasundhara et al., 2019; Mohamed et al., 2020). Para el
estudio de estos microorganismos dificiles de clasificar taxonémicamente, se han desarrollado
métodos simplificados de clasificacidn a través de caracteristicas morfoldgicas compartidas
(morfotipos), que generalmente implican un examen microscopico del tejido del huésped y del
hongo aislado (Lacap et al.. 2003; Soteras, et al., 2013). Esta clasificacion se debe respaldar
con técnicas moleculares de identificacién, como el secuenciamiento de ADN del hongo aislado
(Guo et al., 2000; Lacap et al., 2003; Suryanarayanan, 2011; Heredia-Acuna, 2014).

Los hongos endofitos son hiperdiversos y porcentualmente mas abundantes en los
trépicos que en zonas templadas, con un patrén de mayor especificidad a especies hospederas.
(Sieber, 2007; Tedersoo et al., 2010). Por otro lado, la frecuencia y proporcién de endofitos
generalistas (que colonizan mas de una especie de hospedero y/o tejido vegetal) dependen de la

estructura del bosque y la densidad de endofitos fungicos en cada planta; asi es que, se registra



una mayor frecuencia de infecciones en zonas de vegetacion densas y compactas, en
comparacioén con lugares abiertos (Saikkonen, 2007; McGuire et al., 2012; Higginbotham et al.,
2013).

La riqueza de estos microorganismos segun la especie de planta hospedera y el tejido

vegetal del que se aisle es muy heterogénea. Existen géneros de hongos endéfitos con especies

Determinar la presencia e identificacién de hongos enddéfitos en las muestras de tallos y
hojas de plantas colectadas en la Cueva de Los Tayos es importante para registros de riqueza y
diversidad de especies fangicas a nivel global. Este estudio pionero de hongos endofitos
presentes en vegetacion de la Cueva de Los Tayos brinda informacion biol6gica importante
para la ciencia y pone en perspectiva la importancia de estos microorganismos como fuente de

metabolitos secundarios que enriquezcan la investigacion en Ecuador.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Explorar la presencia de hongos endéfitos en las plantas de la Cueva de los Tayos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar si existe asociacion de hongos endofitos con la flora presente en la Cueva
de los Tayos.

Establecer la identidad taxondémica de los hongos endofitos aislados.

Estimar la riqueza y diversidad de hongos enddéfitos presentes en las plantas que crecen
en la Cueva de los Tayos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. AREA DE ESTUDIO

Este estudio se llevo a cabo con la expedicion cientifica del proyecto “Cueva de los
Tayos” financiado por la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE), conformada por
un equipo multidisciplinario de investigadores. Esta primera y Unica expedicion tomo lugar el
mes de noviembre del 2018 en la provincia de Morona Santiago, canton Limon Indanza
(Coordenadas: 3°03'05"S, 78°12'19"0). Se marcd el sitio de colecta de todas las muestras en
una copia fisica del mapa realizado por la expedicién inglesa de 1976, A. Champion
(Toulkeridis, et al., 2015), puesto que no es posible tomar puntos GPS dentro de la cueva. Las
muestras boténicas se transportaron al laboratorio de Biotecnologia Vegetal en el Centro de
Investigaciones para la Salud en América Latina (CISeAL) de la PUCE, para el posterior

aislamiento de los hongos endofitos asociados.

4.2. MUESTREO Y COLECCION DE HONGOS ENDOFITOS

Se tomaron muestras de todas las plantas presentes en la cueva durante temporada de
baja precipitacion ~180 mm mensuales y temperatura constante de ~19°C (Anexo 1), utilizando
un muestreo aleatorio simple (Whalley y Hardy, 2000; Téth y Feest, 2007). Siguiendo los
protocolos de seguridad pertinentes para evitar cualquier contaminacion, se colectaron dos
muestras con tallo y hojas que no presentaban signos de enfermedad o herbivoria de cada planta
encontrada. Una de las muestras se prensé como muestra de herbario siguiendo el protocolo del
Herbario QCA para su posterior identificacion (Neill y Guevara, 2013; Barriga, Toasa,
Montufar y Tye, 2017). La segunda muestra se guard6 en funda plastica ziploc sin aire para
mantener el tejido fresco e intacto hasta su procesamiento en el laboratorio de Biotecnologia

Vegetal (Upadhyaya, Gowda y Sastry, 2008; Summy et al., 2011).

Los datos de campo registrados para cada planta colectada fueron: zona de colecta,
sustrato sobre el cual crecia la planta, y descripcion in situ de las caracteristicas vegetativas
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(alto de la planta en centimetros, coloracion y caracteristicas foliares). La fotografia ex situ e
identificacidn botanica se realiz6 en el Herbario QCA a partir de las muestras fisicas prensadas
y secas, cada una con su serie de campo y fotografia in situ. EI Mtr. Alvaro Pérez del Herbario
QCA identifico las plantulas mediante la observacién de rasgos morfoldgicos, sin ayuda de
claves botanicas. Una vez identificadas las plantas hospederas, se les designo un codigo y se las
ingresd en el Herbario QCA de la PUCE con los protocolos de este laboratorio (Bernardo y
Goyes, 2004; Portero, 2013; Marin et al., 2018). Dos especies de plantulas se lograron
identificar hasta nivel de género (Virola y Trema); tanto estas como las plantulas de las que no
fue posible determinar el género y especie, se registraron como especies desconocidas Sp.

seguidas de un numero que las identifique (Joppa et al., 2011; Rull, 2012).

4.3. AISLAMIENTO DE HONGOS ENDOFITOS Y CONDICIONES DE
CULTIVO

Se sometieron trozos de hojas y pedazos de tallos a esterilizacion superficial a través de
lavados con etanol al 95%, cloro al 5% y etanol al 70%, siguiendo el protocolo del laboratorio
de Biotecnologia Vegetal (Strobel, 2003; Portero, 2013; Marin et al., 2018). Una vez obtenidas
las muestras estériles, se cortaron las hojas en pequefios segmentos cuadrangulares
(aproximadamente 4 mm?) y trozos longitudinales de los tallos (aproximadamente de 7 mm. de
largo). Los tejidos cortados de hoja se colocaron en cajas Petri con medio de cultivo agar
extracto de malta en concentracion de 1 en 10 (MEA 1:10, por sus siglas en inglés) y los de
tallo en medio de cultivo agar papa dextrosa en concentracion de 1 en 10 (PDA por sus siglas
en inglés 1:10). Las cajas Petri se incubaron a temperatura ambiente (~23 °C) y se
inspeccionaron cada 24 horas hasta observar crecimiento de micelio (Rodriguez, et al., 2009).
Una vez confirmada la presencia de hongos por la presencia de micelio, se revisaron
individualmente las placas en el estereomicroscopio para descartar cualquier contaminacion con
otros microorganismos (hongos del ambiente y/o bacterias). Los aislados contaminados se
volvieron a plaquear con la técnica de estriado en agar-agua (AA) hasta obtener un cultivo
aislado puro. Cada endofito aislado se transfirio a cajas Petri con medio de cultivo agar papa
dextrosa 1X (PDA) mediante un aislamiento monospérico hasta obtener cultivos axénicos

(Strobel, 2003; Portero, 2013; Marin et al., 2018). Se tomaron fotografias de la parte superior e
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inferior de las cajas a los 7 y 14 dias, lo cual favorecié a su caracterizacion en los distintos
morfotipos (Lacap et al., 2003; Wei et al., 2007; Hilarino et al., 2011; Portero, 2013).

4.4, CLASIFICACION Y COMPARACION MORFOTIPICA DE HONGOS
ENDOFITOS

Se asignaron cddigos a todos los enddéfitos aislados y se siguid el protocolo del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la PUCE para su crioconservacion e ingreso a la
coleccion de hongos endofitos Quito Catdlica (CEQCA) (Marin et al., 2018; Portero, 2013).
Para la clasificacion en morfotipos se tomaron en cuenta las siguientes caracteristicas de las
colonias: forma, tamafio (didmetro), color de la superficie superior e inferior, elevacion, textura,
porcentaje de crecimiento en caja y produccion de metabolitos difundidos en el agar (Portero,
2013; Heredia-Acuna, 2014). Se utilizdé los morfotipos agrupados segln la especie vegetal
hospedera y tejido del que se aislaron (hojas o tallos), para obtener algunos analisis de

diversidad que se describen mas adelante (Suryanarayanan, 2011; Harrison y Griffin, 2020).

4.5. EXTRACCION DE ADN DE HONGOS ENDOFITOS

Se obtuvo una placa de cultivo axénico de cada morfotipo, de entre siete y catorce dias
de crecimiento para la extraccion de ADN y se empleo el protocolo de extraccion de ADN de
hongos con Chelex® 100, siguiendo la metodologia estandarizada en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la PUCE (Camacho et al., 1997 y Bucheli et al., 2000). Se verificé la
calidad de ADN extraido y su concentracion con espectrofotometria (NanoDrop®) (Portero,
2013; Marin et al., 2018). Se conservaron a 4°C alicuotas a una concentracion de 50 pg/ul
(Portero, 2013; Marin et al., 2018). Posteriormente, se usaron dichas muestras en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) de la region del espaciador interno transcrito (ITS) usando los
cebadores universales en eucariotas ITS1/ITS4 (Anexo 2) (White, Bruns, Lee y Taylor, 1990),
siguiendo la metodologia estandarizada en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal (Portero,
2013). Los amplicones obtenidos se visualizaron usando SYBR Green en la corrida del gel de
agarosa al 1%, con escalera de 1 Kb, en una camara de electroforesis con 70V constantes

durante una hora y media. Finalmente, los 48 amplicones obtenidos se guardaron a -20°C y
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posteriormente se enviaron a los laboratorios de Macrogen (Macrogen Inc.), obteniéndose las

secuencia de nucleoétidos.

4.6. IDENTIFICACION MOLECULAR DE HONGOS ENDOFITOS

Las secuencias obtenidas de los productos de PCR de las regiones del ITS1, ITS2 y5.8S
se alinearon con MUSCLE en el programa MEGA 10.1.8. (Kusari et al., 2009; Portero, 2013).
Tras la alineacién de las cadenas F (forward, por sus siglas en inglés) y R (reverse, por sus
siglas en inglés), se obtuvieron secuencias consenso de los 48 amplicones. Las identificaciones
taxondmicas se obtuvieron mediante analisis de homologia de las secuencias consenso
obtenidas con secuencias publicamente disposibles en GenBank (base de datos de secuencias
genéticas del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica-NCBI, por sus siglas en
inglés) usando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Las secuencias
que presentaron una cobertura de > 98%, un valor E de 0.0 y porcentaje de similitud > 98%,
fueron identificadas segun el taxon reportado para el mejor hit en BLAST (Arnold y Lutzoni,

2007; Portero, 2013). La identificacion de especies es tentativa.

4.7. ANALISIS ESTADISTICO DE DIVERSIDAD DE ENDOFITOS
FUNGICOS EN LA CUEVA DE LOS TAYOS

Para estimar la diversidad de endéfitos fangicos se realizaron andlisis con estimadores
paramétricos Unicamente con las muestras identificadas molecularmente. Se realizaron curvas
de acumulacion de especies con Past 4.03 para evaluar la riqueza o nimero acumulativo de
especies a partir de los resultados del esfuerzo de muestreo invertido en su busqueda
(Unterseher y Schnittler, 2010; Monro et al., 2018). Se us6 el programa Past 4.03 para calcular
indices de diversidad y valorar la diversidad de especies fungicas en tejidos de tallos y hojas de
las siete especies vegetales.

Se calcularon tres indices de diversidad a partir de los datos obtenidos para comparar la
diversidad especifica de cada una de las tres zonas de la cueva (Daylight, Campamento y
Domo), usando el nimero de especies fangicas identificadas a partir de los aislados totales de
las plantulas (Arnold et al., 2007; Colwell et al., 2004; Nizam et al., 2012).
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El indice de Shannon calculado con rarefaccion al tamafio de muestra menor (hojas)
permitio saber la diversidad prediciendo a qué especie pertenecera un individuo elegido al azar
de un total de muestras. Su rango va desde 0 hasta el numero total de especies, el cero indica
baja diversidad (que solo hay una especie), mientras que el logaritmo del nimero total de
especies en la muestra significa que todas las especies estan representadas por el mismo nimero
de individuos. Para calcular el indice de Shannon se usa la siguiente expresion: H> = — X pi In
pi; donde la variable pi representa la abundancia proporcional de la especie i (Pla, 2006; Pyron,
2010).

El indice de Simpson (1-D) se calculé para saber la probabilidad de que dos individuos
seleccionados al azar dentro de una misma zona de la cueva, sean de la misma especie. El indice
de Simpson (1-D) tiene un rango de 0 a 1, siendo mayor mientras mayor es la diversidad de la
zona de la cueva y mas cercano a 0, mientras menor diversidad exista en la zona de la cueva.
Este calculo se obtiene de la suma de los cuadrados del nimero total de organismos de una
misma especie de hongo enddfito, dividido para el nimero total de organismos de todas las
especies (He y Hu, 2005; Morris et al., 2014).

El alfa de Fisher se calcul6 para encontrar la relacion entre el nimero de individuos y el
nimero de especies presentes, asi se estimo la riqueza de especies en las distintas zonas de la
cueva (He y Hu, 2005; Lépez y Duque, 2010). Para calcular el indice alfa de Fisher se usa la
siguiente expresion: S=a In(1+n/a), donde S es el nimero de especies, n el nimero de
individuos y a el alfa de Fisher (Arnold et al., 2001; Ott et al., 2008; Oreja et al., 2010; Moreno,
Barragan, Pineda y Pavon 2011; Monro et al., 2018).

Los gréaficos de diversidad se realizaron en Past 4.03 para visualizar las relaciones entre
las siete plantas y el nimero de hongos endéfitos de cada una (Ott et al., 2008; McGuire et al.,
2012; Oliveira et al., 2012). Finalmente, se calculo la riqueza de especies en plantas etioladas y
plantas sin etiolacién para encontrar relacion de esta caracteristica fisioldgica con la diversidad

de hongos enddfitos dentro de la cueva (Wang et al., 2018).
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5. RESULTADOS

5.1. IDENTIFICACION DE PLANTAS HOSPEDERAS DE HONGOS
ENDOFITOS EN LA CUEVA DE LOS TAYOS

La cobertura vegetal dentro de la Cueva de Los Tayos fue baja con referencia al nUmero
de individuos sanos por zona de colecta. Se colectaron 14 plantas (siete especies con su
duplicado) que fueron registradas por fotografias in situ (planta viva en su sustrato) y
especimenes testigo ex situ (espécimen fijado seco) (Figura 1). Estas siete muestras vegetales
se clasificaron como en estadio de plantulas debido a sus caracteristicas vegetativas y tamafio,

y ninguna presentd drganos sexuales desarrollados (Figural).

Dos muestras se identificaron a nivel de especie como miembros de la familia
Arecaceae, Oenocarpus bataua y Euterpe precatoria; dos muestras se identificaron solo hasta
nivel de género, Trema sp. (Familia Cannabaceae) y Virola sp. (Familia Myristicaceae); y tres
muestras fueron consideradas de la siguiente manera: sp1 (familia Asteraceae), sp2 (sin familia)
y sp3 (sin familia). El lugar en las que las muestras fueron colectadas dentro de la cueva,

condiciones de luz, sustrato y sus caracteristicas fisiologicas se presentan en la Tabla 1.

En la Zona Daylight (Figural) se colectaron tres especies vegetales creciendo sobre un
sustrato rocoso con tierra negra y pedazos de madera en descomposicion: Euterpe precatoria;
especie desconocida (sp3) y Trema sp. La galeria de Los Tayos (Figura 1) fue la segunda zona
con mayor namero de plantulas en crecimiento donde se colectaron tres especies sobre una fina
capa de tierra negra: Virola sp.; Oenocarpus bataua y una especie desconocida (spl).
Finalmente, la zona del Domo (Figura 1); presentd pocas plantulas creciendo sobre un sustrato

rocoso, todas eran de la especie desconocida (sp2) (Tabla 2).
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D.

CUEVA DE LOS TAYOS Codszo de planta
MORONA - SANTIAGO, ECUADOR M4

Lt 0 Longs THTH Aliade: sppens. 800m.

FM023
FM02¢
FMo2Y
FM024
FMOs7

Figura 1. Mapa y fotografias de las plantas de la Cueva de Los Tayos (A, By C)
espécimen vivo (izq), especimen seco (der.). A, plantas hospederas colectadas en la zona de
“Daylight”: A.1., Trema sp. (familia Magnoliaceae); A.2., Euterpe precatoria (familia
Arecaceae); A.3., Sp3 (familia no identificada). B, plantas hospederas colectadas en la zona de
“Galeria”: B.1., Sp1 (familia Asteraceae); B.2., Virola sp. (familia); B.3., Oenocarpus bataua
(familia Arecaceae). C, Plantas hospederas colectadas en la zona de “Domo”: Sp2 (familia no
identificada). D, Mapa de la Cueva de Los Tayos realizado por la expedicion inglesa de 1976
(Toulkeridis, et al., 2015) con los puntos de colecta de plantas hospederas.



Tabla 1.
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Descripcion de las muestras vegetales con el grado de luminosidad en su sitio de colecta, habitat e

identificacion taxonémica.

Codigo  luminosidad  Habitat Descripcion botanica Orden Familia Geénero y
de especie
planta

FM024 Baja Galeria: planta  Planta verde de 30 cm de Magnoliale  Myristicaceae  Virola sp.
sobre fino alto, hojas oblongas, simples s
sustrato de y alternas con bordes enteros,
tierra negra. nerviacion pinnada y apice

acuminado, etiolacion en sus
hojas y tallo.

FMO025 Baja Galeria: planta  Planta etiolada de Arecales Arecaceae Oenocarpus
sobre sustrato  aproximadamente 30 cm de bataua
de tierra negra  alto, hoja simple Unica con
junto aun borde entero, ldmina
riachuelo. paralelinervia bifida y apice

acuminado.

FM026  Alta Daylight: Planta verde de No No Sp 3.

planta sobre aproximadamente 10 cm de  identificada identificada

fino sustrato de

tierra negra

alto, hojas simples 'y

opuestas, nervadura palmada,



FMO027

FMO028

FMO037

Alta

Baja

Nula

junto a un
riachuelo.
Daylight:
planta sobre
sustrato de
tierra negra,
junto a un
riachuelo.
Galeria: planta
sobre sustrato
rocoso con
tierra negra
junto a un
riachuelo.
Domo:
Sustrato rocoso
con fina capa

de tierra negra.

lamina cordada con borde
entero y apice caudado
Planta verde de 10 cm de Arecales Arecaceae
alto, hojas compuestas y
opuestas, ldamina trifida con
borde entero y nerviacion
paralela con &pice
acuminado.

Planta verde de 15 cm de Asterales Asteraceae
altura, hojas lanceoladas

simples y opuestas, margenes

crenados, envés pubescente y

apice caudado.

Planta etiolada de 25 cm de No No

altura, hojas simples y identificada identificada
opuestas, nerviacion
palmada, margen entero y

apice cuspidado.

19

Euterpe

precatoria


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk03m7EDWND8eUY-J-o6GfnFugTlukA:1596691713891&q=Asterales&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVmLXz9U3yCozf8RoxC3w8sc9YSnNSWtOXmNU5uIKzsgvd80rySypFBLlYoOyuKU4uWB6eBaxcjoWl6QWJeakFgMAbdOq1EwAAAA

FMO042

Alta

Daylight:
planta
creciendo
sobre troncos
en
descomposicio
n depositados
sobre un
sustrato

rocoso.

Planta verde de 20 cm de Rosales
altura, hojas lanceoladas

simples y alternas, margen

crenado, nerviacion pinnada

y apice caudado.

Cannabaceae

Trema sp.

20
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5.2. CLASIFICACION MORFOLOGICA DE HONGOS ENDOFITOS

Del total de siete especimenes vegetales colectados, se aislaron 69 hongos enddéfitos a
partir de fragmentos sanos de 27 hojas y 37 tallos (Tabla 2). Los 69 aislados se clasificaron
dentro de 42 morfotipos, siendo 16 morfotipos exclusivos de tejidos de hojas, 21 exclusivos del

tejido de tallos y cinco compartidos en ambos tejidos (Tabla 3).

Tabla 2. Namero de fragmentos vegetales analizados, de morfotipos totales y de

secuencias de hongos endofitos aislados de las siete plantas hospederas de la Cueva de

Los Tayos.
Caodigo de planta hospedera
FM027 FM024 FMO025 FM026 FM028 FMO037 FMO042 Total

Fragmentos de hojas 8 6 3 4 3 0 3 27
Fragmentos de tallos 3 11 4 5 5 4 5 37
Morfotipos 11 15 7 8 7 4 7 42
Aislados totales 13 18 7 9 10 4 8 69
Aislados

secuenciados H o ° 3 ! 3 4 %
Familias de hongos 2 7 1 2 2 1 3 10
Géneros de hongos 2 8 1 2 3 2 4 13
Especies de hongos 3 12 2 2 3 2 4 28
Planta etiolada No No Si No No Si No

Al comparar la clasificacion morfologica con los taxones identificados con base en
secuenciamiento de ADN se observan diez morfotipos distintos correspondientes con Xylaria
spl., tres morfotipos de Mycoleptodiscus spl. (Anexo 3), dos morfotipos tanto de Penicillium
spl. como de Hypoxylon spl. Ademas, se observa que Xylaria spl. comparte uno de sus
morfotipos con Xylaria sp3, al igual que Diaporthe sp2. con Diaporthe sp3. (Tabla 3 y Anexo
4),
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Tabla 3. Morfotipos de 69 hongos endéfitos aislados en cajas Petri con medio de cultivo PDA 1X a temperatura ambiente
(~23°C) de las siete especies de plantulas colectadas dentro de la Cueva de Los Tayos. Se muestran fotografiasa los 7 y 14

dias, con una vista del anverso o colonia y reverso del plato Petri respectivamente.

Morfo  Cddigo  No. de Descripcion? Fotografias
tipo PUCE  hongos 7 dias (superior) 7 dias (inferior) 14 dias 14 dias
(superior) (inferior)

1 CEQCA- 1 Presenta  hifas que no
V5531 sobresalen del agar,;

crecimiento en forma irregular;

borde dentado; color negro en

la parte superior; coloracion
Planta: FM037

Tallo

inferior negra. Presenta un
porcentaje de  crecimiento
correspondiente al 20% de la

placa (crecimiento lento).

2 CEQCA- 1 Presenta hifas que sobresalen
V5532 del agar de forma elevada;

crecimiento en forma circular;

borde fimbriado; color blancoy



3

4

CEQCA-
V5533

CEQCA-
/5564

1

1

verde en la parte superior;

Planta: FM025

coloracion inferior blanco y Tallo

gris. Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
100% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta  hifas que no
sobresalen del agar;
crecimiento en forma irregular;
borde fimbriado; color gris
verdoso en la parte superior;
coloracion inferior  negra.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
100% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma circular;
borde fimbriado; color blancoy
beige grisaceo en la parte

superior; coloracion inferior

Planta: FM027
Hoja

Planta: FM026
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5

CEQCA-
/5560

CEQCA-
V5552

CEQCA-
/5534

negro y beige. Presenta un
porcentaje de crecimiento
correspondiente al 100% de la
placa (crecimiento rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color blanco y
gris en la parte superior;
coloracion inferior  blanca.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
75% de la placa (crecimiento
rapido). Presenta metabolitos
difundidos que dan al agar una
coloracién  rosada  fuerte
después de la primera semana

de crecimiento.

Tallo

Planta;: FM042
Tallo

Planta: FM026
Hoja

24




CEQCA-
V5611

CEQCA-
V5539

CEQCA-
V5528

Planta: FM024
Hoja

Planta: FM027

Planta: FM028

Hoja

Planta: FM026
Tallo

25




6

CEQCA-
/5546

CEQCA-
/5561

CEQCA-
V5584

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color blanco en la
parte  superior; coloracion
inferior blanco. Presenta un
porcentaje de  crecimiento
correspondiente al 75% de la
placa (crecimiento rapido).
Presenta metabolitos
difundidos que dan al agar una
coloracién rosada fuerte desde
de la primera semana de

crecimiento.

Planta: FM025
Hoja

Planta: FM027
Hoja

Planta: FM027
Hoja




7

8

CEQCA-
/5569

CEQCA-
\V/5537

CEQCA-
V5538

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma irregular;
borde fimbriado; color blanco
amarillento en la parte
superior; coloracién inferior
blanco y beige. Presenta un
porcentaje de crecimiento
correspondiente al 100% de la

placa (crecimiento rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color blanco y
beige en la parte superior;
coloracion inferior  blanca,
marron y beige. Presenta un

porcentaje de  crecimiento

Tallo

Planta: FM024
Tallo

Planta: FM042
Tallo

27




9

10

CEQCA-
/5547

CEQCA-
/5548

1

1

correspondiente al 90% de la
placa (crecimiento rapido).
Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma irregular;
borde dentado; color blanco y
beige en la parte superior;
coloracion inferior marrén
rojizo, negra y beige. Presenta
un porcentaje de crecimiento
correspondiente al 100% de la
placa (crecimiento  rapido
Presenta metabolitos
difundidos que dan al agar una
coloracion amarilla.

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana y
elevada; crecimiento en forma
irregular; borde entero; color
blanco y gris en la parte
superior; coloraciéon inferior

blanco, marrén y beige.

Planta: FM028
Tallo

Planta: FM027
Hoja

28




11

CEQCA-
\V/5540

CEQCA-
V5543

CEQCA-
/5544

10

Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
80% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color blanco y
gris verdoso en la parte
superior; coloracién inferior
blanca. Presenta un porcentaje
de crecimiento correspondiente
al 75% de la placa (crecimiento

rapido).

Planta: FM027
Hoja

Tallo

29




CEQCA-
/5555

CEQCA-
V5579

CEQCA-
V5563

Planta: FM027
Hoja

Planta: FM024

Tallo

Planta: FM025
Tallo

30




CEQCA-
/5605

CEQCA-
V5607

CEQCA-
V5578

Planta: FM026
Hoja

Planta: FM026
Tallo

Planta: FM028
Hoja

31




12

CEQCA-
V5583

CEQCA-
/5556

CEQCA-
/5562

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color blanco y
gris en la parte superior;
coloraciéon inferior  blanca
amarillenta. ~ Presenta  un
porcentaje de  crecimiento
correspondiente al 50% de la
placa (crecimiento rapido).
Presenta metabolitos
difundidos que dan al agar una

coloracion rosada débil

Planta: FM028
Tallo

Planta: FM037
Tallo

Planta: FM027
Tallo

32
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CEQCA- después de la segunda semana
V5541 de crecimiento.
Planta: FM042
Tallo
CEQCA-
V5577

Planta: FM028

Tallo
13 CEQCA- 1 Presenta hifas que sobresalen
V5549 del agar de forma elevada;

crecimiento en forma irregular;

borde dentado; color blanco en

la parte superior; coloracion

Planta: FM025

inferior blanco y beige.
i Hoja
Presenta un porcentaje de

crecimiento correspondiente al



14

15

CEQCA-
/5554

CEQCA-
/5557

1

1

90% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plang;
crecimiento en forma irregular;
borde dentado; color blanco en
la parte superior; coloracion
inferior blanco, marrén y beige.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
75% de la placa (crecimiento

rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde dentado; color blanco y
gris verdoso en la parte
superior; coloracion inferior
blanca, beige y gris verdosa.
Presenta un porcentaje de

crecimiento correspondiente al

Planta: FM026
Hoja

Planta: FM042
Hoja

34
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17

CEQCA-
V5535

CEQCA-
V5550

1

1

80% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde fimbriado; color blanco
en la parte superior; coloracién
inferior blanca con beige.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
90% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde dentado; color blanco en
la parte superior; coloracion
inferior blanca. Presenta un
porcentaje de  crecimiento
correspondiente al 95% de la
placa (crecimiento rapido).

Planta: FM024
Hoja

Planta: FM037
Tallo

35




18

19

CEQCA-
V5610

CEQCA-
/5565

1

1

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color blanco en la
parte  superior; coloracion
inferior blanco, beige y marron.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
100% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde fimbriado; color blanco
hueso en la parte superior;
coloracién inferior  blanco
hueso. Presenta un porcentaje
de crecimiento correspondiente
al 100% de la placa

(crecimiento répido).

Planta: FM027
Hoja

Planta: FM024
Tallo

36




20

21

CEQCA-
/5567

CEQCA-
V5570

1

1

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma irregular;
borde fimbriado; color blancoy
amarillo en la parte superior;
coloracion inferior  blanco,
beige y marrén. Presenta un
porcentaje de crecimiento
correspondiente al 100% de la
placa (crecimiento rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma circular;
borde dentado; color blanco y
marrén en la parte superior;
coloracion inferior  blanco,
beige y marrén. Presenta un
porcentaje de  crecimiento
correspondiente al 85% de la

placa (crecimiento rapido).

Planta: FM024
Hoja

Planta: FM025
Hoja




22

23

CEQCA-
/5566

CEQCA-
V5571

1

1

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma irregular;
borde dentado; color blanco en
la parte superior; coloracion
inferior blanco y beige.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
100% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma irregular;
borde entero; color blanco y
verde en la parte superior;
coloracién inferior  blanco
hueso. Presenta un porcentaje
de crecimiento correspondiente
al 40% de la placa (crecimiento

lento).

Planta: FM024
Tallo

Planta: FM024
Tallo

38




24

25

CEQCA-
V5572

CEQCA-
/5585

1

1

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color rosado y
blanco en la parte superior;
coloracion inferior  blanco,
beige y rosado. Presenta un
porcentaje de crecimiento
correspondiente al 70% de la
placa (crecimiento rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma circular;
borde fimbriado; color blanco,
amarillo y beige en la parte
superior; coloraciéon inferior
blanco y beige. Presenta un
porcentaje de  crecimiento
correspondiente al 95% de la

placa (crecimiento rapido).

Planta: FM042
Hoja

Planta: FM042
Tallo




26

27

CEQCA-
V5529

CEQCA-
/5574

CEQCA-
V5575

Presenta  hifas que no
sobresalen del agar;
crecimiento en forma irregular;
borde fimbriado; color blanco
en la parte superior; coloracion
inferior blanca, beige y marron.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
50% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color blanco en la
parte  superior; coloracion
inferior beige. Presenta un
porcentaje de crecimiento
correspondiente al 50% de la

placa (crecimiento rapido).

Planta: FM026
Tallo

Planta: FM027
Hoja

Planta; FM028

40




28

29

CEQCA-
V5593

CEQCA-
V5599

CEQCA-
V5576

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma irregular;
borde fimbriado; color blancoy
gris en la parte superior;
coloracion  inferior  negra.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
100% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta hifas que sobresalen
de forma plana; crecimiento en
forma irregular; borde
fimbriado; color gris verdoso y
blanco en la parte superior;
coloracion inferior beige y
negra. Presenta un porcentaje

de crecimiento correspondiente

Planta: FM024
Hoja

Planta: FM024
Tallo

Planta: FM027
Tallo

41




30

31

CEQCA-
V5592

CEQCA-
V5595

1

1

al 100% de la placa
(crecimiento répido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma irregular;
borde fimbriado; color blancoy
beige en la parte superior;
coloracion inferior  blanco,
amarillo y marron. Presenta un
porcentaje de  crecimiento
correspondiente al 80% de la
placa (crecimiento rapido).
Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma irregular;
borde fimbriado; color blanco
en la parte superior; coloracion
inferior blanca, beige y negro.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
100% de la placa (crecimiento

rapido).

Planta: FM024
Hoja

Planta: FM024
Tallo

42




32

CEQCA-
/5594

CEQCA-
\V/5598

CEQCA-
V5601

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma irregular;
borde fimbriado; color blanco
en la parte superior; coloracion
inferior blanco, beige y negro.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
75% de la placa (crecimiento

rapido).

Planta: FM024
Hoja

Planta: FM024
Tallo

Planta: FM025
Tallo

43




33

CEQCA-
/5586

CEQCA-
V5587

CEQCA-
/5596

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color gris y
blanco en la parte superior;
coloracion inferior gris 'y
negro. Presenta un porcentaje

de crecimiento correspondiente

44

Planta: FM042

Hoja

Planta: FM042
Tallo

Planta: FM024
Tallo



34

35

CEQCA-
V5600

CEQCA-
V5604

1

1

al 100% de la placa
(crecimiento répido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma irregular;
borde entero; color gris y
blanca en la parte superior;
coloracion inferior blanco y
amarillo. Presenta un
porcentaje de  crecimiento
correspondiente al 100% de la
placa (crecimiento rapido).
Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma circular;
borde fimbriado; color blancoy
beige en la parte superior;
coloracion inferior blanco y
beige. Presenta un porcentaje
de crecimiento correspondiente
al 45% de la placa (crecimiento

lento).

Planta: FM024
Tallo

Planta: FM026
Hoja

45




36

37

CEQCA-
V5597

CEQCA-
V5608

CEQCA-
V5602

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color blanco y
gris en la parte superior;
coloracion inferior marron,
blanca y beige. Presenta un
porcentaje de crecimiento
correspondiente al 60% de la

placa (crecimiento rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma elevada;
crecimiento en forma circular;
borde entero; color blanco y
gris en la parte superior;
coloracion inferior  blanco,
beige y marrén. Presenta un
porcentaje de  crecimiento

correspondiente al 70% de la

Planta: FM024
Tallo

Planta: FM027
Hoja

Planta: FM025
Tallo

46




38

39

CEQCA-
V5609

CEQCA-
V5613

1

1

placa (crecimiento réapido).
Presenta metabolitos
difundidos que dan al agar una
coloracidn rosada débil.
Presenta  hifas que no
sobresalen del agar,;
crecimiento en forma irregular;
borde entero; color beige,
blanco y verde en la parte
superior; coloracion inferior
blanco, amarillo y verde.
Presenta un porcentaje de
crecimiento correspondiente al
100% de la placa (crecimiento
rapido).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma irregular;
borde dentado; color beige y
blanco en la parte superior;
coloracion inferior marron y

amarillo. Presenta un

Planta: FM027
Hoja

Planta: FM028
Tallo

47




40

41

CEQCA-
V5614

CEQCA-
\V/5603

1

1

porcentaje de  crecimiento
correspondiente al 80% de la
placa (crecimiento rapido).

Presenta  hifas que no
sobresalen del agar,;
crecimiento en forma irregular;
borde entero; color blanco en la
parte  superior;  coloracion
inferior blanca. Presenta un
porcentaje de  crecimiento
correspondiente al 10% de la

placa (crecimiento lento).

Presenta hifas que sobresalen
del agar de forma plana;
crecimiento en forma circular;
borde fimbriado; color verde y
beige en la parte superior;
coloracion inferior verde vy
amarillo. Presenta un

porcentaje de crecimiento

Planta: FM037
Tallo

Planta: FM026
Tallo

48



49

correspondiente al 20% de la

placa (crecimiento lento).
42 CEQCA- 1 Presenta hifas que sobresalen
V5612 del agar de forma plana;
crecimiento en forma circular;

borde entero; color beige y

marrén en la parte superior;

Planta: FM028
Tallo

coloracion inferior beige y
marron. Presenta un porcentaje
de crecimiento correspondiente
al 40% de la placa (crecimiento
lento). Presenta metabolitos
difundidos que dan al agar una

coloracion amarilla.

! La descripcion incluye la forma de crecimiento de la colonia, borde, color de la parte superior e inferior, porcentaje de
crecimiento y presencia de metabolitos secundarios en caso de haber cambio de coloracion del agar (Wei et al., 2007;
Hilarino et al., 2011; Portero, 2013).
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5.3. IDENTIFICACION MOLECULAR DE LOS HONGOS ENDOFITOS

Se extrajo ADN de los 69 aislados obtenidos. Se amplificd exitosamente la region ITS
para 48 aislados, que fue enviada para su secuenciacion (Tabla 4). Los otros 21 aislados no
pudieron ser secuenciados ya sea por la calidad del ADN o la baja concentracién en el producto
de PCR.

En total se editaron y alinearon 96 secuencias, 48 forward y 48 reverse, usando el
software bioinformatico MUSCLE 10.1.8. Se obtuvieron 48 secuencias consenso de la region
ITS, las cuales se compararon con la base de datos GenBank (Lacap et al., 2003; de Abreu et
al., 2010; Portero, 2013). Se obtuvieron porcentajes de homologia para 13 muestras de >99%,
28 con homologia >95% y <99%, y 7 con una homologia >79% y <95% (Tabla 4). Para varias
muestras identificadas como Xylaria, el largo de la secuencia fue muy variable, lo que
influencio en los porcentajes de coberturay consecuentemente en los porcentajes de homologia

(Anexo 5). La identificacion en distintas especies en esos casos es tentativa.

Las especies de plantas de las cuales se aislaron el mayor nimero de hongos endofitos
fueron Virola sp, con 12 y Trema sp. con 4 especies de hongos enddfitos; el nimero de hongos
enddfitos aislados de cada planta y su identificacion taxondmica molecular se presenta en la
Tabla 4.

Todos los hongos endéfitos identificados fueron Ascomycetes. Siendo los érdenes mas
abundantes Xylariales con 29 (60.4%) de los 48 aislados, seguido por Diaporthales,
Hypocreales y Muyocopronales con cuatro aislados cada uno, los demas ordenes tuvieron uno
o dos representantes (Tabla 4 y Figura 4). El género Xylaria fue el género mas abundante, tanto
en tallo como en hoja. Se determinaron géneros aislados exclusivamente de uno de los dos
tejidos, independientemente de la especie vegetal. En hoja, se registraron: Phomopsis,
Sporothrix, Fusarium; en tallo: Talaromyces, Penicillium, Diaporthe, Neonectria, Hypoxylon,
Mucor, Colletotrichum, Dactylonectria; mientras que: Xylaria y Mycoleptodiscus, crecieron en
ambos tejidos (Tabla 4). Ademas, se encontrd que el género Hypoxylon (Anexo 6) se aisld

Unicamente en la planta etiolada de la zona del Domo (Figura 1y Tabla 4).
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Xylaria fue el género que se aislé en ambos tejidos y en seis de las siete especies de
planta hospedera, seguido por Mycoleptodiscus que se encontro en tejidos de tallos y hojas de
dos plantas hospederas, los demas géneros fueron aislados de un solo tejido y/u hospedero

(Tabla 4).
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Tabla 4. ldentificacion molecular de los 48 hongos enddfitos de acuerdo a los resultados obtenidos por homologia usando
la herramienta BLAST. Se registra el porcentaje de cobertura, médxima ldentidad (Max ID) y el valor-e (E value) para la
secuencia con mayor similitud. Se indica la planta hospedera, cdigo de morfotipo al que corresponde y tejido del que se

aislo.
Planta Cddigo Morfo Tejido Orden Familia Taxon % E Max
hospeder CceQcA tipo cobert value ID
a ura
Virolasp. CEQCA- 33 Tallo  Glomerellales Glomerellaceae Colletotrichum sp1. 99% 0 100%
V5596
CEQCA- 22 Tallo Diaporthales Diaporthaceae Diaporthe sp1l. 98% 0 97.59%
V5566
CEQCA- 7 Tallo Diaporthe sp2. 100% O 98.90%
V5569
CEQCA- 7 Tallo Diaporthe sp3. 100% O 98.73%
/5537
CEQCA- 19 Tallo Mucorales Mucoraceae Mucor sp. 100% O 98.50%
V5565
CEQCA- 28 Hoja  Muyocopronales Muyocopronaceae Mycoleptodiscus spl. 98% 0 100%
V5593
CEQCA- 28 Tallo Mycoleptodiscus spl. 98% 0 100%
V5599
CEQCA- 23 Tallo Eurotiales Aspergillaceae Penicillium spl. 99% 0 97.56%
V5571
CEQCA- 20 Hoja  Diaporthales Diaporthaceae Phomopsis sp. 100% O 99.64%
/5567
CEQCA- 24 Tallo Eurotiales Trichocomaceae  Talaromyces sp. 90% 0 89.10%

V5600



Euterpe
precatoria

CEQCA-
V5534
CEQCA-
V5595
CEQCA-
/5597
CEQCA-
V5598
CEQCA-
V5579
CEQCA-
V5533
CEQCA-
V5576
CEQCA-
V5540
CEQCA-
V5544
CEQCA-
/5548
CEQCA-
V5561
CEQCA-
/5574
CEQCA-
/5584
CEQCA-
V5608

5

31

36

32

11

29

11

10

36

Hoja
Tallo
Tallo
Tallo
Tallo
Hoja
Tallo
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja
Hoja

Hoja

Xylariales

Muyocopronales Muyocopronaceae

Xylariales

Xylariaceae

Xylariaceae

Xylaria sp1.
Xylaria sp1.
Xylaria sp1.
Xylaria sp2.
Xylaria sp3.
Mycoleptodiscus spl.
Mycoleptodiscus spl.
Xylaria sp1.
Xylaria spl.
Xylaria spl.
Xylaria sp1l.
Xylaria sp1.
Xylaria sp1.

Xylaria spl.

83%

83%

83%

100%

52%

99%

98%

93%

96%

100%

83%

89%

92%

100%

8.00E-
46

53

96.94%

97.81%

97.18%

99.64%

79.86%

100%

100%

97.13%

97.66%

97.70%

97.18%

97.13%

94.01%

98.15%



Oenocarp
us bataua

Trema sp.

Spl.

CEQCA-
V5611
CEQCA-
V5609
CEQCA-
V5532
CEQCA-
V5546
CEQCA-
V5549
CEQCA-
V5563
CEQCA-
V5570
CEQCA-
V5585
CEQCA-
V5538
CEQCA-
V5572
CEQCA-
V5541
CEQCA-
V5613
CEQCA-
V5547
CEQCA-
V5543

5

38

13

11

21

24

12

39

11

Tallo
Hoja
Tallo
Hoja
Hoja
Tallo
Hoja
Tallo
Tallo
Hoja
Tallo
Tallo
Tallo

Tallo

Xylariales

Glomerellales

Hypocreales

Xylariales

Hypocreales

Xylariales

Xylariaceae

Glomerellaceae

Nectriaceae

Xylariaceae

Nectriaceae

Xylariaceae

Xylaria sp1.
Xylaria sp5.
Xylaria sp1.
Xylaria sp1l.
Xylaria sp1.
Xylaria sp1l.

Xylaria sp4.

Colletotrichum sp2.

Dactylonectria sp2.

Fusarium sp.

Xylaria sp1l.

Dactylonectria spl.

Neonectria sp.

Xylaria spl.

92%

71%

96%

100%

100%

91%

100%

100%

100%

100%

84%

100%

100%

99%

0

3.00E-
144

54

92.58%

91.52%

97.35%

94.01%

96.55%

93.91%

99.31%

99.76%

99.81%

99.81%

97.18%

99.81%

97.79%

96.05%



Sp2.

Sp3.

CEQCA-
/5555
CEQCA-
V5575
CEQCA-
V5577
CEQCA-
V5583
CEQCA-
V5550
CEQCA-
V5614
CEQCA-
V5531
CEQCA-
V5604
CEQCA-
/5552
CEQCA-
V5605

11

27

12

17

40

11

Tallo
Hoja
Tallo
Tallo
Tallo
Tallo
Tallo
Hoja
Hoja

Hoja

Xylariales

Eurotiales

Ophiostomatales Ophiostomataceae

Xylariales

Hypoxylaceae

Aspergillaceae

Xylariaceae

Xylaria sp1.
Xylaria sp1.
Xylaria sp1.
Xylaria sp1l.
Hypoxylon sp1.

Hypoxylon sp1.

Penicillium spl.

Sporothrix sp.
Xylaria sp1.

Xylaria sp1.

83%

83%

99%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

99%

55

96.71%

96.94%

96.64%

96.28%

98.25%

98.55%

98.41%

99.80%

97.91%

98.13%
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5.4. DIVERSIDAD DE HONGOS ENDOFITOS

La curva de acumulacion de especies no alcanzé un valor asintético, lo cual indica que
el esfuerzo de muestreo no fue suficiente para descubrir el total de endofitos presentes en la

cueva y por lo tanto se espera que existan especies de endéfitos aln por descubrir (Figura 2).
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Figura 2. Curva de acumulacion de especies basada en la riqueza (S) de especies de
enddfitos fungicos (con una confianza > 95%) de la Cueva de Los Tayos (N=48) (Bernardo y
Goyes, 2004).

Xylaria fue el género con mayor riqueza con cinco especies, seguido de Diaporthe con
tres especies, Dactylonectria y Colletotrichum con dos especies, y el resto de géneros con una

especie cada uno (Figura 3).
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Figura 3. Riqueza total de especies en cada géneros de hongos endofitos aislados de

las siete plantas hospederas de la Cueva de Los Tayos.

5.4.1. DIVERSIDAD DE HONGOS ENDOFITOS EN LOS TEJIDOS DE
HOJAS Y TALLOS

De los 69 hongos endofitos aislados de 27 trozos de hojas sanas y 37 fragmentos de
tallos, solo se utilizaron los datos de los 48 hongos endéfitos identificados molecularmente para
los calculos de riqueza y diversidad; esto, debido a que es necesario trabajar con datos reales y

bien respaldados y no con morfotipos que no cuentan con base molecular.

La riqueza de especies (S) indica que existe un mayor nimero de especies en tejidos de
tallo (15) que en hojas (8) (Tabla 5) y existe una mayor dominancia en tejidos de hojas (0,40)
que en tejidos de tallos (0.17); estos calculos se obtuvieron usando los datos de las especies
identificadas a partir del numero de aislados de los tejidos vegetales analizados. Ademas, el
indice de Shannon y Alfa de Fisher reflejan una mayor diversidad de hongos endéfitos en los
tallos (Tabla 5 y Figura 4).



Tabla 5. Indices de riqueza alfa de hongos enddfitos en hojas y tallos con calculos de

riqueza (S), diversidad de Shannon (H) y alfa de Fisher (aF).
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Individuos 27 21
Dominancia (D) 0.17 0.40
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Figura 4. indices de diversidad alfa de tejidos de tallo y hoja. A, indice de diversidad
de Shannon con rarefaccion al tejido con menor nimero de aislados (Hojas=21); B, grafica de
diversidad entre ambos tejidos a partir de los valores de alfa de Fisher que relacionan el nimero

de individuos (aislados) con el nimero de géneros presentes.

Los resultados graficos y numéricos muestran una relativa baja diversidad de especies
de enddfitos en la cueva. La diversidad alfa de las hojas (H=1.4) fue menor que para los tallos
(H=2.3). Los valores de alfa de Fisher con un 95% de similitud para hojas (23.47) y tallos
(43.46) presentaron una variacion de patrén similar al encontrado en la riqueza (S) y diversidad

(H), siendo mayores en tejidos de tallo

5.4.2. DIVERSIDAD DE HONGOS ENDOFITOS ENTRE ESPECIES
VEGETALES

Al correlacionar el nimero de especies de enddfitos con la especie de la planta
hospedera, se obtuvo un valor R?=0.56 (Figura 5) lo que indica que, la especie de planta
hospedera no se relaciona con la diversidad de hongos endéfitos que alberga cada una. Los
datos que alejan del mejor ajuste de la curva son los de Euterpe precatoria y Trema sp., por
tener una menor cantidad de especies de hongos enddfitos a Oenocarpus bataua y spl. que se
acercan mas a la diversidad esperada en sus zonas de colecta; por su parte, Virola sp. fue la
especie con mayor diversidad y junto con sp2. muestran una diversidad alta de géneros de
hongos endofitos, con datos atipicos a lo que se esperaria en su zona de colecta (Tabla 2 y Figura
5).
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Figura 5. Regresion lineal simple con linea ajustada que muestra la diversidad de
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géneros endofitos aisladas de cada especie hospedera (Frost, 2018): D, Domo; G.T., Galeria de
Los Tayos y Z.D., Zona Daylight.

5.4.3. DIVERSIDAD DE HONGOS ENDOFITOS ENTRE ZONAS DE
LA CUEVA DE LOS TAYOS

La distribucién de plantas hospederas fue aleatoria dentro de cueva. El numero de
especies aisladas fue mayor en la Galeria de Los Tayos y su diversidad en alfa tiene mas
parecido con las Zona Daylight; el Domo por su parte fue la zona con menor riqueza de especies
(Figura 6 y Tabla 6). Los valores del indice de Shannon (H) con rarefaccion muestra mayor
diversidad en la Galeria de Los Tayos (2.14) seguido por la Zona Daylight (1.35) y finalmente
en el Domo (0.64) (Tabla 6) (Triana et al., 2015).
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Figura 6. Gréafica del indice de Shannon con rarefaccion a la zona con menor nimero
de muestras enddfitas fungicas (N=3, Domo). Z.D., Zona Daylight; G.T., Galeria de Los Tayos;
D., Domo.

Los valores del indice de Shannon indican una diversidad baja en las tres zonas de la cueva,
puesto que valores menores a 3 se consideran bajos a niel de diversidad de especies. El indice
de Simpson (1-D) muestra un valor mayor al 0.5 para Galeria de Los Tayos y zona Daylight lo
que muestra una mayor diversidad de especies fungicas en estos dos lugares comparandolos
con lazona Domo. La diversidad, medida con el indice alfa de Fisher, incremento con el nimero

de individuos en las tres zonas de la cueva (Tabla 1 y 6).

Tabla 6. Indices de diversidad alfa de especies presentes en cada zona de la cueva.

Zona (grado de Riqueza No. de individuos Indice de Indice de Alfade

luminosidad) (S) aislados y secuenciados  Shannon  Simpson  Fisher
(H)

Domo (nula) 3 3 0.64 0.44 2.62
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Galeria de Tayos 21 27 2.14 0.78 13.9
(baja)
Zona Daylight 14 18 1.35 0.60 4.21
(alta)

5.4.4. DIVERSIDAD DE HONGOS ENDOFITOS ENTRE ZONAS DE
LA CUEVA DE LOS TAYOS

Se contrastd el nimero de hongos endéfitos encontrados en las dos especies vegetales
que presentaron etiolacion con el ndmero encontrado en las cinco especies vegetales sin
etiolacion. Las plantas etioladas albergaron un menor numero de hongos endofitos asociados a
sus tejidos de hojas y tallos (Tabla 2). La riqueza de hongos endéfitos de plantas no etioladas
es mayor que el de las plantas etioladas (Figura 7).
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Figura 7. indices de diversidad alfa entre plantas etioladas y no etioladas. A, indice de
Shannon y B, relacion de la riqueza de especies de hongos enddfitos presentes en plantas
etioladas vs. no etioladas con rarefaccién a la muestra con menor nimero de géneros de hongos
endofitos (N=7) (Monro et al., 2018).
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6. DISCUSION

Este es el primer reporte de hongos enddfitos en tejidos vegetales (hojas y tallos) de
plantas creciendo en el interior de la Cueva de Los Tayos. Se determiné que existe asociacion
de hongos endofitos con todas las especies vegetales dentro de la cueva. EI numero total de
aislados y de especies de endofitos identificadas fue relativamente bajo, aspecto que se discute

mas adelante.

La primera aproximacioén a una identificacion taxonoémica de hongos se da con base en
caracteres morfologicos. La clasificacion clasica por la morfologia de la colonia, sin embargo,
no permite distinguir entre posibles especies hibridas, cripticas, con caracteres muy plasticos o
con evolucion convergente, por lo que las identificaciones taxondmicas de los enddfitos se
respaldaron con analisis molecular (Lacap et al., 2003; Kusari et al., 2012; Raja et al., 2017).
Salgado (2005) y de Abreu et al. (2010) indican que, los endofitos fungicos de plantas no
gramineas, como es el caso de las encontradas en la cueva, tienen mayor tendencia a mostrar
diferencias fisiologicas relacionadas con presiones selectivas bidticas, principalmente la
interaccion que tienen con su hospedero (Salgado, 2005; de Abreu et al., 2010). Por esta razén,
se realizaron los analisis taxondmicos y estadisticos a partir de los 48 hongos endoéfitos que
tuvieron datos moleculares (Tabla 4) y se excluyeron los 21 morfotipos que no tuvieron datos

moleculares.

Los 48 productos de PCR que se obtuvieron tras el proceso de aislamiento y purificacién
fueron secuenciados para obtener la identidad taxonomica de los hongos. Segin Schoch et al.
(2012), la region ITS (Anexo 2) se encuentra entre los marcadores con mayor probabilidad de
identificaciones correctas para un grupo muy amplio de hongos muestreados (Schoch et al.,
2012). Laregion ITS es la parte del cistron del ARNr que presenta tasas de mutacion altas y por
lo tanto evoluciona rapidamente, y se conoce como el cddigo de barras oficial para la

identificacion taxondmica de hongos (Raja et al., 2017).

Las identificaciones taxonémicas en base a la comparacion de las secuencias obtenidas

con los datos publicamente disponibles en GenBank con la herramienta BLAST dieron especies
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tentativas de los hongos enddfitos secuenciados. Raja et al. (2017) subraya que, para realizar la
identificacién a nivel de especies para ciertos géneros o linajes de hongos, es necesario
amplificar y secuenciar complementariamente la region de la subunidad grande (LSU, por sus
siglas en inglés) del ADN ribosémico (utilizando los cebadores LROR y LR6) junto con otros
genes codificadores de proteinas de copia Unica, como RPB1 y RPB2 de la ARN polimerasa;
tub2/BenA de la la beta-tubulina; CaM de calmodulina parcial; tef1 de elongacion del factor de
traduccion 1-alfay MCM?7 de la proteina de mantenimiento de mini-cromosomas (Sreekanth et
al., 2011; Raja et al., 2017; Miguel et al., 2019). Este es un aspecto a considerar en la

continuacion de este trabajo.

En estudios anteriores ya se ha marcado como un problema el hecho de que las regiones
ITS y LSU no funcionan bien en identificacion especifica de algunos géneros, como
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium y Trichoderma (Guo et al., 2000; Adeyemi,
2015; Raja et al., 2017) y presentes en las plantas de la Cueva de Los Tayos. Sin embargo, en
este estudio las identificaciones hasta nivel de género son confiables por su alta homologia con

secuencias publicadas del mismo taxén.

Para la busqueda BLAST, se utilizaron resultados promediales que mostraron una
cobertura de consulta (Query cover) >90% y una similitud de secuencia (Max ID) >97%; de
esta manera en la mayoria de casos, las secuencias no divergian mas de un 3% de la original;
fue asi que, los nombres del género y posible especie se basaron en los resultados de la busqueda
BLAST de GenBank y de comparaciones meticulosas de los alineamientos con GENEIOUS R9
(Hyde et al., 2010; Portero, 2013; Raja et al., 2017).

Todos los hongos encontrados en tejidos vegetales de la cueva pertenecen al filum
Ascomycota. Este grupo de hongos es muy conocido por incluir taxones productores de
metabolitos Utiles para el hombre. La mayoria de hongos endofitos aislados de las plantas de la
Cueva de Los Tayos producen monoterpenos que son los componentes principales de los aceites
vegetales esenciales que contribuyen a la actividad antimicrobiana (Tomsheck et al., 2010;
Frisvad, 2015; Chepkirui y Stadler, 2017; Hautbergue et al., 2017; Chang et al., 2018). Los

hongos enddfitos encontrados en este estudio, pertenecientes a los géneros: Penicillium,
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Fusarium y Phomopsis son conocidos por su produccion de metabolitos secundarios,
denominandos micotoxinas (Halecker et al., 2020). Se cree que estos bio compuestos
desempefian un papel en la eliminacion de otros microorganismos competidores en el tejido
hospedero colonizado; sin embargo, también pueden ayudar a hongos patégenos a invadir los
tejidos (Nesic et al., 2014).

El género Hypoxylon presente Unicamente en tejidos de tallo en la Sp2. (Domo) cuenta
con especies endofitas que poseen un ciclo de vida alterna entre madera muerta y plantas vivas;
los hongos enddéfitos de este género permanecen viables (como hifas vegetativas) durante largos
periodos en plantas muertas, estiércol de herbivoros e incluso en muestras de herbario. Por lo
general se cultivan facilmente en laboratorio y sus especies producen metabolitos secundarios
que presentan actividad insecticida y antifungica; lo que puede desempefiar algin papel en la
biologia del hongo y su supervivencia, ademas de proporcionar proteccion a su huésped,
inhibiendo el dafio de patdgenos invasores (Tomsheck et al., 2010; Yuyama et al., 2017;
Halecker et al., 2020).

De los tejidos de tallo de las especies hospederas, Virola sp. (Galeria de Los Tayos) y
Sp2. (Domo) se aisl6 una especie del género Penicillium, que es bien conocido por la
produccion de alcaloides con actividades antimicrobianas, antitumorales, antiinflamatorias,

antivirales y citotoxicas (Raja et al., 2017; Bai et al., 2018).

Del tejido tanto de hojas como de tallos de Virola sp. (Galeria de Los Tayos) y E.
precatoria (Zona Daylight) se aislé6 una misma especie del género Mycoleptodiscus, que se
conoce por la produccién de compuestos antibioticos. Maria (2019) indica que especies de este
género aisladas de tejidos de hojas, tienen un efecto antibacteriano contra patégenos de especies
de plantas de la familia Passifloraceae (de Oliveira et al., 2019; Maria, 2019) y posiblemente de

otras familias de plantas superiores.

De los tejidos de tallo de Spl. (Galeria de Los Tayos) se aislo el género Neonectria, el
cual se conoce principalmente por tener varias especies patdgenas de plantas. Algunas especies

muestran variaciones en su grado de virulencia, argumentandose que puede ser por factores
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externos o cambios epigenéticos (Adesemoye et al., 2017; Scheper et al., 2019). El hecho de
que las plantas de las que se aislaron estos hongos endofitos en la Cueva de Los Tayos no
presentaron signos de enfermedad puede deberse a las interacciones especificas con su huésped.

De los tejidos de hoja de Sp3. (Daylight) se aisld el género Sporothrix que posee
compuestos antibacteriales (Shinta et al., 2019), especies de este género producen melanina y
se han aislado principalmente de suelos en su estado sapréfito. Legarraga (2016) postula que la
melanina es un factor de virulencia que dificulta la fagocitosis, otorgando al hongo una mayor

capacidad invasora y posiblemente resistencia a sustancias antifungicas (Legarraga, 2016).

De los tejidos de tallos y hojas de Virola sp. (Galeria) se aislaron especies del género
Diaporthe (estado asexual: Phomopsis) que comprende especies patdgenas, endofiticas y
saprobias que colonizan principalmente plantas con semillas. Chepkirui y Stadler (2017)
indican que estos endofitos colonizan comdnmente tejido enfermo o muerto, argumento que
lleva a pensar que las plantas hospederas en la Cueva de Los Tayos que estaban colonizadas
por estas especies, no se encontraban en las mejores condiciones a pesar de que a simple vista
parecieran sanas. Por otro lado, Maiquel et al. (2016) confirman que Diaporthe sp. tiene
actividad herbicida y Yan et al. (2018) sefialan las propiedades antifungicas contra especies de
hongos del género Colletotrichum y Fusarium (Maiquel et al., 2016; Yan et al., 2018), siendo
posible que su presencia esté inhibiendo el crecimiento de especies de los géneros mencionados

que también se aislaron en este estudio.

De los tejidos de tallo de Virola sp. (Galeria) se aislo el género Mucor, sus especies
presentan produccion de metabolitos secundarios con actividad antioxidante (Hameed et al.,
2017); ademéas, Mucor spp. es fuente de compuestos bioactivos antimicrobianos
(Konstantopoulou et al., 2006).

De los tejidos de tallo de Virola sp. (Galeria) se aisl6 el género Talaromyces que produce
una amplia gama de metabolitos secundarios, con propiedades antimicrobianas, especialmente
nematicida (contra nematodos que parasitan plantas) (Zhai et al., 2016; Vinale et al., 2017) por

lo que se esperaria que la planta hospedera esté beneficiandose de esta asociacion.
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De los tejidos de hoja de Trema sp. (Daylight) se aisl6 el género Fusarium, este posee
especies con compuestos que tienen actividad fitotoxica, antifungica y antibacteriana
(Atanasova-Penichon et al., 2016; Kyekyeku et al., 2017; Beccari et al., 2019). Algunas especies
son patodgenas oportunistas, pero también pueden crecer como saprétrofos. Se sabe que su
produccion de metabolitos secundarios se relaciona directamente con las condiciones
ecoldgicas y los nichos que ocupan (McCormick et al., 2018; Stepien et al., 2020), por instancia,
Fusarium spp. (no patdgeno) inducen resistencia o proporcionan proteccién cruzada del

huésped contra hongos patdgenos (Sieber, 2007; Kuldau y Bacon, 2008).

Se obtuvieron cinco especies tentativas de Xylaria (Tabla 4 y Anexo 5) siendo Xylaria
spl. la especie generalista dominante, presentandose en tejidos de hojas y tallos de plantas
creciendo en la Zona Daylight y en Galeria. Los metabolitos secundarios producidos por las
especies de Xylaria incluyen compuestos que poseen actividad herbicida, insecticida,
antibacteriana y antifangica, por lo que son potencialmente agentes de control biologico para
planta hospedera (Lin et al., 2016; Macias-Rubalcava y Sanchez-Fernandez, 2017; Chen et al.,
2018). Se recalca que posiblemente existan mas que las cinco especies de Xylaria, pero esto no
se puede confirmar si no comparamos un mayor numero de génes y se obtienen secuencias con

un namero de bases adecuado para obtener una identificaicon certera.

Dentro de la cueva se encontraron Unicamente plantulas, hecho que puede atribuirse a
las condiciones ambientales poco adecuadas para el correcto crecimiento de las plantas y por
tanto para el optimo establecimiento de enddfitos en sus tejidos. Existen registros de que
algunos hongos endofitos pueden actuar como patdgenos secundarios u organismos comensales
(Menkis et al., 2005; Frisvad, 2015), asi es que, hongos enddfitos que en un inicio son
mutualistas, pueden tornarse patdgenos cuando la planta comienza a sufrir estrés luminico o
falta de nutrientes en el suelo, condiciones presentes en la cueva (Slippers y Wingfield, 2007;
Niemiller y Soares, 2015; Yan et al., 2019). Las respuestas de defensa del huésped se producen
inicialmente para limitar la colonizacidon del endofitico fungico, que segin Schulz (2007) resulta
en un equilibrio de antagonismos entre el huésped y el hongo mostrandose una infeccion

endofitica asintomatica (Schulz, 2007).
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Segin Webb et al. (2008) y Suryanarayanan (2011) las especies de plantas
estrechamente relacionadas entre si, generalmente albergan las mismas especies fangicas. Es
asi que encontrar hongos compartiendo un mismo hospedero disminuye en funcién de la
distancia filogenética entre especies vegetales, siendo este patron descrito para bosques
templados (Webb et al., 2008; Suryanarayanan, 2011). Los resultados obtenidos en el presente
estudio, donde encontramos los mismos morfotipos y géneros de hongos endofitos en ambos
tejidos (hojas y tallos) e incluso entre especies de plantas hospederas distintas (Tabla 2, 3y 4)
se respaldan con registros de varios autores (Kumar y Hyde, 2004; Haider, 2011; Rull, 2012;
Swanson y Pilla, 2012), los cuales sefialan que las interacciones hongo-planta de bosques
tropicales no siguen el patrén de la vegetacién en zonas templadas. En zonas tropicales se han
encontrado multiples hospederos para una misma especie de hongo, lo que hace notorio su
potencial de colonizacién a arboles de diferentes linajes (Sieber, 2007; Singh et al., 2011;

Suryanarayanan, 2011).

En el bosque siempreverde piemontano de la provincia de Morona Santiago se han
registrado cuatro de los taxones encontrados dentro de la cueva (Familias: Myristicaceae,
Asteraceae y Arecaceae) (Ministerio del Ambiente del Ecuador., 2013). Esta informacion
sumada a registros de flora amazonica, permite hipotetizar que la colonizacién en este habitat
se da de forma natural desde el banco de semillas del exterior, ya sea por corrientes de agua 0
animales voladores que se alimentan de los frutos y dispersan las semillas (Hijmans et al., 2005;
Neill y Guevara, 2013; EcuaRed, 2018). Este Gltimo enunciado se basa en el registro de Rojas-
Lizarazo (2016) en la que incluye los oleosos frutos (bayas) de palmas de los géneros Euterpe
y Oenocarpus como alimento de algunas especies de aves como Steatornis caripensis (Rojas-
Lizarazo, 2016).

Euterpe precatoria es una palma nativa que prefiere suelos con fertilidad moderada o
baja (Balsley et al., 2013; Isaza et al., 2017) y sus semillas pierden facilmente viabilidad ante
condiciones desfavorables, lo que explica el bajo nimero de semillas germinadas en el suelo de
la cueva. Por su parte Balsley y colaboradores (2013) indican que una vez desarrolladas las

plantulas, su supervivencia es baja, especialmente cuando apenas tienen una hoja y antes de
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alcanzar 50 cm. de altura (Balsley et al, 2013; Garcés-Ruiz et al., 2017). En esta palma se
encontraron 11 hongos endofitos, repartidos en dos géneros: Xylaria y Mycoleptodiscus (Tabla
2); la baja diversidad de especies podria deberse a las condiciones adversas en la cueva (Figura
5).

Trema sp. esta ampliamente distribuida en el neotrépico gracias a la dispersion de sus
frutos (drupas) por aves (Dourojeanni, 1987), las especies de este género son pioneras forestales
tolerantes a la sombra y de rapido crecimiento entre los arboles maderables amazoénicos (Uhl et
al., 1988; Sarwar, 2003). Triana y colaboradores (2015) sefialan que son colonizadoras eficaces
de areas inundables en época lluviosa, por lo que las semillas podrian haber llegado a la cueva
por corrientes de agua (Triana et al., 2015). De esta planta se encontraron cuatro hongos
endofitos repartidos en cuatro géneros: Colletotrichum, Fusarium, Xylaria y Dactylonectria
(Tabla 4), diversidad baja para el promedio de la zona Daylight (Figura 5), posiblemente por el
hecho de contar con especies dominantes que no dejan nicho desocupado para mas

colonizadores fangicos (Kyekyeku et al., 2017).

Virola sp. fue colectada en la Galeria de Los Tayos. Gémez (2011) indica que Virola
sp. posee patrones de distribucién aleatorios en bosques poco intervenidos (Gémez, 2011), las
especies de Virola son tolerantes a la sombra; ademas, son arboles con una tasa de supervivencia
alta, aunque frente a estrés luminico bajan sus tasas de crecimiento (Duque et al., 2003;
Nogueira et al., 2005; Gémez, 2011). En esta planta se encontraron 15 hongos endofitos
repartidos en ocho géneros: Phomopsis, Mucor, Xylaria, Diaporthe, Mycoleptodiscus,
Colletotrichum, Penicillium y Talaromyces, siendo el hospedero con mayor nimero de especies

fangicas (Figura 5), diversidad que podria estar vinculada con su alta tasa de supervivencia.

Oenocarpus bataua es una de las tres especies identificadas para este género, teniendo
puntos de alta distribucion en la cordillera de Cutucu en la provincia de Morona Santiago
(Rojas-Robles et al.2012). La plantula de Oenocarpus bataua que se colect6 en la zona Galeria
presentd etiolacion (Tabla 1); que puede deberse a su forma de crecimiento; ya que, Camacho
(2015) afirma que las hojas jovenes se ven etioladas por crecer de forma tubular y van ganando

color a medida que crecen. Ademas, el estudio de Balsley et al. (2013) indica que esta especie
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no tolera la exposicion directa al sol, por lo cual es muy probable que estas plantulas se
desarrollen 6ptimamente sin mostrar coloracién verde durante sus primeros estadios en el suelo
de la cueva (Rojas-Robles et al., 2012; Balsley et al, 2013). En esta palma se encontraron cinco
hongos endofitos, repartidos en un solo género: Xylaria, la dominancia de dos especies del
género refleja una especificidad al hospedero, corroborando su presencia en ambas palmas

(familia Arecaeae) presentes en la cueva (E. precatoria y O. bataua) (Tabla 4).

Sp1 de la familia Asteracea fue colectado en la zona Galeria (Figura 1); las asteraceas
se consideran un clado taxonémicamente complejo, siendo la segunda familia botanica mas
diversa en Ecuador, actualmente se tiene registro de 21 generos en la provincia de Morona
Santiago (Barriga, Toasa, Montufar y Tye, 2017). En esta planta se encontraron siete hongos
endofitos repartidos en tres géneros dominantes que colonizan eficazmente los tejidos:
Dactylonectria, Xylaria y Neonectria (Figura 5). Los tres géneros registran un alto namero de
especies patogenas de plantas, por lo que su presencia en un mismo hospedero debe ser tema
de estudio (Adesemoye et al., 2017; Avalos et al., 2018; Scheper et al., 2019).

Sp2 fue la segunda plantula que mostrd etiolacién por estar creciendo en el Domo, que
es la Unica zona de oscuridad absoluta con plantas vivas. Esta zona se encuentra justo después
de varias pendientes en las cuales se generan fuertes corrientes al inundarse, presumiéndose que
las semillas fueron cargadas por el agua como sedimentos suspendidos durante alguna
inundacién (fendmeno comun en cuevas, sobre todo en temporada de lluvias) (Gabrovsek y
Dreybrodt, 2001; Bonacci et al., 2006; Gazquez et al., 2016). En esta planta se encontraron tres
hongos enddfitos repartidos en dos géneros: Penicillium e Hypoxylon. La baja diversidad en la
zona del Domo (Tabla 4), probablemente se relacione al escaso nimero de hongos endofitos
aislados de esta zona (Arnold et al., 2001, 2007).Sp3 fue colectada en la zona Daylight y en esta

planta se encontraron tres hongos endofitos repartidos en dos géneros: Sporothrix y Xylaria.

La identificaciones taxondmicas de las plantas se basaron dnciamente en individuos en
estadio de plantulas, que fueron los Gnicos que se encontraron en la cueva. Swanson y Pilla
(2012) advierten que los rasgos vegetativos son muy variables entre individuos juveniles y

adultos, lo que hace los trabajos de identificacion a partir de plantulas mucho mas dificiles
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(Swanson y Pilla, 2012). Por su lado, Haider (2011) recalca el valor de las caracteristicas
florales para identificacion de especies y marca como un limitante la cantidad de material
vegetal disponible (Haider, 2011). Finalmente, Lopez y colaboradores (2010) indican que, la
plasticidad foliar en respuesta a la ontogenia y los cambios ambientales complican el uso de
estrategias tradicionales para identificacion botanica. Para este estudio, la identificacion
boténica con ayuda de un experto fue suficiente para obtener informacion de las plantas
hospederas en la Cueva de Los Tayos; sin embargo, en estudios posteriores que incluyan
plantulas que no se puedan identificar morfoldégicamente, se podrian llevar a cabo
identificaciones en base a andlisis moleculares (Saikkonen, 2007; Lopez et al., 2010;
Hernandez-Verdugo et al., 2015).

Carroll (1988) confirma tras estudios moleculares y estadisticos que el tejido de los
tallos de plantas superiores poseen una mayor riqueza y diversidad que los tejidos de hojas,
argumento que coincide con los resultados aqui obtenidos. Por su parte, Harrison y Griffin
(2020) recopila informacion de endofitos fungicos en la cual revela que los tallos son los tejidos
con mayor riqueza de endofitos fangicos en plantas superiores; ademas, indica que las hojas de
mayor edad poseen una mayor riqueza y muestran variaciones dentro de si mismas dependiendo
en donde se realice el corte (segun la cercania a la parte adaxial, abaxial, a la vena central, a la
base 0 a la parte apical; el ensamblaje de hongos endofitos, difiere entre si) (Arnold y Lutzoni,
2007; Li et al., 2012; Harrison y Griffin, 2020). Relacionando los resultados con los de Kumar
y Hyde (2004) se puede afirmar que la composicion general de las comunidades endofiticas de
tallos y hojas es significativamente diferente (Kumar y Hyde, 2004), registrdndose una mayor
cantidad de hongos enddéfitos colonizando tejidos de tallos. Ese fue el caso en los endofitos

encontrados en la cueva.

La ausencia de relaciones significativas entre las caracteristicas del habitat y la
diversidad de hongos (Figura 7) puede deberse a los limitados datos de riqueza de especies y
falta de registro climatoldgico que posiblemente alteran la adaptacion y diversidad de hongos
endofitos dentro de la cueva (Kuldau y Bacon, 2008; Wang et al., 2018; Wolfgang, 2003). Los
factores, riqueza y abundancia variaran con el nimero de muestras vegetales (Frohlich et al.,

2000) y tiempo transcurrido hasta su procesamiento, puesto que mientras mas rapido se
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procesen (no mas de 24 horas), aumenta el éxito de aislamiento de especies endofitas (Pandey
et al., 2003; Lizarazo-Medina et al., 2014). Por otro lado, un andlisis que incluya a todos los
aislados obtenidos de un mismo espécimen vegetal, no solamente un aislado por morfotipo
como se hizo en este estudio debido a las dificultades de obtener secuencias de ADN para todas
las muestras, otorgaria datos para estadisticos solidos tanto de riqueza como de abundancia de
especies (Guo et al., 2003; Unterseher y Schnittler, 2010; Avalos et al., 2018). Esto dltimo
sumado al secuenciamiento de un mayor nimero de genes y repeticiones (mas de una secuencia
por aislado) completarian a este estudio para tener datos mas reales de la diversidad de hongos

enddfitos de la Cueva de Los Tayos (Saikkonen, 2007; Suryanarayanan, 2011).

El estudio sobre la composicion de las especies de hongos endéfitos de Abreu et al.
(2010) afirma que factores ambientales especificos (época del afio en que se lleva a cabo la
recoleccion) y el tipo de tejido vegetal colonizado, influencia la riqueza de especies (de Abreu
et al., 2010); por lo que la diversidad vegetal y fingica posiblemente seria distinta en la Cueva

de Los Tayos en un mismo afo, esto queda como hipdtesis para estudios futuros.

La diversidad de endofitos este estudio fue baja, esto puede relacionarse con el tiempo
trasncurrido desde la colecta de las especies vegetales y su procesamiento para aislar los hongos.
Estudios sugieren que las muestras vegetales sean procesadas con un tiempo maximo de 24
horas debido a que el desarrollo de algunos hongos endofitos y su crecimiento in vitro pueden
verse alterados ante el proceso de colecta y tiempo de espera hasta su aislamiento (Sreekanth et
al., 2011; Raja et al., 2017; Miguel et al., 2019).

Aparte de los indices de diversidad calculados en este estudio, para un siguiente analisis
bioldgico de la Cueva de Los Tayos, se propone realizar un muestreo mas completo y medir la
diversidad utilizando los indices desarrollados para definir pardmetros exclusivos de cuevas,
sefialados por Rabelo et al. (2018): indice de prioridad de conservacién de cuevas (CCPi), indice
de Conservacion de Cuevas (CCl) y el indice de Endemicidad (IE) (Rabelo et al., 2018).
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con este primer reporte microbioldgico de la Cueva de Los Tayos se determind que
todas las especies vegetales presentes en esta cueva poseen asociaciones con hongos endofitos.
Este estudio pionero tanto en esta como en otras cuevas karsticas del Ecuador, tiene gran
importancia al brindar datos botanicos y registros fotograficos de las plantas y colonias

endofitas fungicas aisladas in vitro.

A pesar que algunos estudios sugieren que existe una estrecha relacion entre el namero
de morfotipos y el niUmero de especies, en este estudio se niega este enunciado con base a los
resultados de la clasificacion morfotipica y molecular, en los que se muestran varios morfotipos
para una misma especie y viceversa. Sin embargo, esto se debe corroborar con identificaciones

mas certeras de las especies endofiticas.

Se registra una mayor frecuencia de colonizacién y diversidad de hongos endofitos en
tejidos de tallo que en los de hojas y entre zonas con mayores gradientes de luminosidad; esto
demuestra una heterogeneidad espacial. Asi es que los ensamblajes enddéfitos fungicos
colonizan preferentemente tejidos de tallos y son mas numerosos en hospederos que reciben

energia luminica (luz solar).

La clasificacion taxonémica de hongos endofitos es prioritaria para la investigacion
microbioldgica tanto por su rol en la planta hospedera como por la produccion de metabolitos

secundarios de utilidad.

El filo Ascomycota fue el grupo con dominancia de especies enddfitas fungicas,
representando mas del 90% de los aislados registrados a nivel mundial, seguido por los
Basidiomycotas y Zygomyecotas; asi es que, nuestros resultados constatan este enunciado (100%

de los hongos endofitos encontrados pertenecen filo Ascomycota).

Se recomienda repetir la colecta de muestras vegetales en la cueva a diferentes épocas
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del afio para abarcar la posible diversidad de plantas y endofitos asociados que puedan deberse
a cambios climaticos. Asi mismo, se sugiere realizar los aislamientos de los hongos en el tiempo
mas corto posible luego de la coleccion del material vegetal y realizar el secuenciamiento de
todos los aislados obtenidos, con al menos una repeticion y con mas loci a la par con la region
ITS. Estas acciones favorecerian una mejor represenatividad de los organismos presentes en la
cueva y una identificiacion taxondémica mas certera de los hongos endéfitos, por tanto unos

analisis de diversidad mas confiables.
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Anexo 1. Variables Bioclimaticas del bosque siempreverde piemontano que se encuentra
fuera a la Cueva de Los Tayos (Hijmans et al., 2005; WorldClim-Global Climate, 2014).

Variable

Valor

Temperatura media anual

Rango promedio de temperatura mensual

22.9
10.2

Temporalidad de temperatura (Desv.Std * 100)

62.3

Maxima temperatura del mes més célido

29.6

Minima temperatura del mes mas frio

17.2

Rango anual de temperatura (5-6)

12.4

Temperatura promedio del trimestre mas humedo

22.7

Temperatura promedio del trimestre méas seco

23.3

Temperatura promedio del trimestre mas calido

Temperatura promedio del trimestre mas frio

23.8
22.2

Precipitacion anual

2559

Precipitacion del mes mas himedo

Precipitacion del mes mas seco

296
153

Precipitacion del trimestre mas hiumedo

830

Precipitacion del trimestre mas seco

Precipitacion del trimestre mas calido

483
557

Precipitacion del trimestre mas frio

718

Anexo 2. Secuencia nucleotidica (cebadores) usados para la identificacion molecular de

hongos enddfitos de la Cueva de Los Tayos (White, 1990).

CEBADORES SECUENCIA (5'-3")

REGION AMPLIFICADA

ITS-1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'

ITS-4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'

Espaciador interno transcrito del
ADN ribosomal (ITS)
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Anexo 3. Tabla de Geneious 9.0.5 con el alineamiento de las cuatro secuencias de ADN de

Mycoleptodiscus.
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Anexo 4. Tabla de Geneious 9.0.5 con el alineamiento de las secuencias de ADN de las tres

especies de Diaporthe alineadas con secuencias de la base de datos de BLAST.
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Anexo 5. Tabla de Geneious 9.0.5 con el alineamiento de las dos secuencias de ADN de

Xylaria alineadas con secuencias de la base de datos de BLAST.
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Anexo 6. Tabla de Geneious 9.0.5 con el alineamiento de las dos secuencias de ADN de

Hypoxylon alineadas con secuencias de la base de datos de BLAST.
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