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Resumen
Los hongos promotores de crecimiento vegetal son microorganismos que habitan

en la rizosfera y son reconocidos por su capacidad para mejorar tanto los

mecanismos de defensa de las plantas como su crecimiento general. Entre estos
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hongos, se encuentra el género Umbelopsis, que se destaca por su habilidad para
promover la salud vegetal a través de la produccion de metabolitos secundarios los
cuales no solo favorecen el crecimiento de las plantas, sino que también aumentan
su resistencia frente a estrés bioticos y abidticos. Otro género relevante
es Morchella, conocido por su valor nutricional y medicinal. Ademas de sus
propiedades alimenticias, los hongos del género Morchella también han demostrado
un notable potencial en la promocién del crecimiento vegetal. Este efecto positivo
se lleva a cabo mediante la secrecion de fitohormonas, como auxinas y giberelinas,
que son esenciales en procesos fisioldégicos clave como la germinacion, elongacion
y maduracion de las plantas. En este estudio se evalud la interaccidén entre dos
especies de hongos utilizando la técnica de co-cultivo fungico. El objetivo fue
potenciar la produccion fitohormonas y fomentar la interaccion entre los hongos para
incrementar la produccion de fitohormonas en comparacién con un monocultivo
tradicional. Posteriormente, estas fitohormonas se aplicaron a plantas de Solanum
lycopersicum en diferentes etapas y condiciones de crecimiento, y se compararon
a uso de hormonas comerciales. Los resultados obtenidos fueron variados. No todos
los co-cultivos fungicos mostraron un aumento significativo en la produccion de
auxinas en comparacion con el monocultivo; sin embargo, se observé un incremento
notable en la produccion de giberelinas mediante esta técnica, alcanzando hasta
(70 ug/mL) en el co-cultivo de Morchella importuna y Morchella tridentina. Los
bioensayos realizados revelaron que, durante la etapa de germinacion, el uso de
extractos provenientes de co-cultivos fungicos puede acelerar el crecimiento de los
cotiledones en condiciones in vitro. Asimismo, las pruebas en plantas cultivadas en
invernadero demostraron que el desarrollo morfoldégico alcanzado era comparable
al de aquellas tratadas con hormonas comerciales, tanto en el crecimiento aéreo
como radicular, destacandose especialmente los resultados obtenidos con el co-
cultivo de Morchella. Estos hallazgos respaldan el potencial de los hongos con
capacidad promotora del crecimiento vegetal como una alternativa innovadora y

sostenible para la agricultura moderna.
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Abstract

Plant growth promoting fungi are microorganisms that inhabit the rhizosphere and
are recognized for their ability to enhance both plant defense mechanisms and
overall plant growth. Among these fungi is the genus Umbelopsis, which stands out
for its ability to promote plant health through the production of secondary metabolites
that not only favor plant growth, but also increase plant resistance to biotic and
abiotic stresses. Another relevant genus is Morchella, known for its nutritional and
medicinal value. In addition to their nutritional properties, fungi of the genus
Morchella have also demonstrated a remarkable potential in promoting plant growth.
This positive effect is carried out through the secretion of phytohormones, such as
auxins and gibberellins, which are essential in key physiological processes such as
plant germination, elongation and maturation. In this study, the interaction between
two fungal species was evaluated using the fungal co-culture technique. The
objective was to enhance phytohormone production and promote interaction
between fungi to increase phytohormone production compared to a traditional
monoculture. Subsequently, these phytohormones were applied to Solanum
lycopersicum plants at different growth stages and conditions, and compared to the
use of commercial hormones. The results obtained were varied. Not all fungal co-
cultures showed a significant increase in auxin production compared to monoculture;
however, a remarkable increase in gibberellin production was observed using this
technique, reaching up to (70 pg/mL) in the co-culture of Morchella importuna and
Morchella tridentina. The bioassays performed revealed that, during the germination
stage, the use of extracts from fungal co-cultures can accelerate the growth of
cotyledons under in vitro conditions and in greenhouse plants showed that the
morphological development achieved was comparable to that of plants treated with
commercial hormones in relation to their aerial and root development, especially
highlighting the results obtained with the co-culture of Morchella. These results affirm
the promising potential of plant growth promoting fungi as an innovative and

sustainable alternative to improve modern agriculture.

1. INTRODUCCION.
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Las hormonas vegetales promotoras del crecimiento vegetal son una herramienta
util para la agricultura, son cruciales para el desarrollo de las plantas, impulsan el
crecimiento y maduracioén, también regulan los movimientos de crecimiento de las
plantas y la retencion de sus 6rganos (Ramos-Lopez, 2024). La obtencion de este
tipo de hormonas se da a partir de microrganismos presentes en la rizosfera que
mediante un intercambio de nutrientes a través de las raices de las plantas
desempenan un papel vital en el desarrollo y crecimiento de las plantas al influir en
diversos procesos fisiologicos (Rodriguez-Sahagun et al., 2020). Se clasifican en
diferentes grupos segun su funcion y estructura quimica. Entre ellos se encuentran:
auxinas, giberelinas y citoquininas, entre los principales (Gonzalez et al., 2024).
Cada uno de estos reguladores cumple funciones especificas en el ciclo de vida de
las plantas, iniciando desde la germinacion de semillas hasta la maduracién de los
frutos (Jordan & Ruthmil, 2024). Mantener un equilibrio adecuado de estos
reguladores es crucial para asegurar un crecimiento Optimo y una respuesta

apropiada a las condiciones ambientales (Ramirez, 2019).

Dos ejemplos de reguladores de crecimiento, mas utilizados y solicitados en cultivos
vegetales, son auxinas y giberelinas. El acido indol acético (AlA), un tipo de auxina
que participa en los procesos de desarrollos de las plantas, interviniendo en los
procesos de la division, elongacion, siendo una de las caracteristicas mas
importantes de estas fitohormonas (Cango, 2024). Las giberelinas (GA) tienen una
amplia gama de funciones en las plantas, incluida la regulacion del crecimiento,
floracién, germinacién de las semillas y formacion de fruto (Silva., 2024). Ademas,
actuan en conjunto con otras hormonas vegetales, que sirven para coordinar el
crecimiento y el desarrollo de la planta en respuesta a sehales ambientales y

endégenas (Barcia, 2020).

Los hongos endofitos son componentes natural es del microecosistema de las
plantas, afectan positivamente las actividades fisioldgicas del huésped, incluida la
produccion de hormonas, la biosintesis y adquisicion de nutrientes para el desarrollo
de la planta, la secreciéon de metabolitos adaptadores de estrés para proteger a la

planta huésped de la invasion de herbivoros y patdégenos, y la mejora de la
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adaptabilidad del huésped a los factores de estrés abidticos (Banda Gutiérrez,
2024). A cambio, las plantas proporcionan habitats y nutrientes para los hongos
endofitos (Wen et al. 2022; Gutiérrez, 2024). Los hongos del
geénero Umbelopsis pueden producir acidos grasos poliinsaturados, que se utilizan
en medicina, farmacologia, cosméticos, industria alimentaria y agricultura (Grantina-
levina etal., 2014). Umbelopsis spp. se observd como uno de los enddfitos fungicos
con la mayor frecuencia de aislamiento, dominando los tejidos de la raiz y el tallo de
las especies de Pinus (Rim et al., 2021), ademas de estar presentes en raices de
Araucaria araucana y se caracterizé como una especia que estimula el crecimiento
de plantas (Chavez et al., 2023; Diaz Valenzuela et al. 2024)

Otro tipo de hongo es de la especie Morchella perteneciente a la divisidon
Ascomycota, familia Morchellaceae, con varias especies comestibles de gran
importancia alimenticia y biotecnoldgica. Las especies de Morchella han sido
encontradas en diferentes ambientes (Machuca et al. 2021; Ortega-Vargas et al.,
2023), por lo que su estado trofico sigue siendo incierto, algunos la han clasificado
como micorricico (Patricio, 2010), otros como sapréfito (Morcillo y Sanchez, 2004).
Si bien este es un género que presenta varias especies cosmopolita con una amplia
distribucion e interés gastrondmico. Existe investigacién sobre su potencial
biotecnolégico enfocado en la promocidn del crecimiento vegetal y proteccion contra
patdgenos en especies como Zea mays var saccharata o maiz dulce, mejorando la

altura de la planta, biomasa y desarrollo de raices (Phanpadith et al., 2019).

Estas dos especies de hongos pueden producir fitohormonas vegetales en
monocultivos en fermentaciéon liquida. Existen técnicas que pueden optimizar la
produccion de metabolitos y compuestos de interés agricola, como por ejemplo un
co-cultivo el cual hace referencia al conjunto de microorganismos simbiontes que
mejoran el crecimiento y aptitud de la planta como los hongos y rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas que se encuentran de manera frecuente
en la rizosfera de diferentes cultivos (Bhattacharyya & Jha, 2012; Postma & Schilder,
2015). El uso de estos consorcios probiéticos ha demostrado tener la capacidad de

modelar y reformar el microbioma de rizosfera para promover el crecimiento,
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supresion de enfermedades de la planta y nivelacién en el desequilibrio micro-

ecologico, aumentando la salud relativa de la misma (Hu et al., 2016).

El co-cultivo fungico de multiples especies de hongos en interaccion, ofrece una
alternativa prometedora al monocultivo fungico para estimular el crecimiento
vegetal. A diferencia del monocultivo, el co-cultivo permite aprovechar la sinergia
entre diferentes cepas fungicas, potenciando la solubilizacién de nutrientes, la
produccion de fitohormonas y la supresién de patégenos de manera mas eficiente.
Para asi aprovechar la complejidad de las interacciones entre hongos y plantas
como también entre las propias cepas fungicas. Esto ofrece un desafio en
comprender y manipular las interacciones fungicas para disefar co-cultivos a que

maximicen los beneficios para el crecimiento vegetal (Flores-Cérdova et al., 2023).

En este estudio, se plantean dos hipétesis. La primera sugiere que el co-cultivo
fungico de especies de Morchella y Umbelopsis sp. generara una mayor produccion
de fitohormonas del tipo auxinas y giberelinas en comparacién con el monocultivo
de estas especies. La segunda hipétesis postula que las fitohormonas producidas
en el contexto del co-cultivo estimularan el crecimiento de la planta Solanum
lycopersicum en condiciones controladas e invernadero. Con base en estas
hipétesis, el objetivo general de la investigacion es evaluar el efecto del co-cultivo
fungico de Morchella y Umbelopsis sp. sobre la produccién de fitohormonas y su
impacto en la estimulacion del crecimiento de Solanum lycopersicum. Este enfoque
permitira comprender mejor las interacciones entre los hongos y las plantas, como

su potencial de aplicacion en la agricultura.

2 MARCO TEORICO
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2.1 Hongos promotores de crecimiento

Los hongos promotores del crecimiento vegetal (HPCV) son
microorganismos residentes en el suelo de la rizosfera de varios cultivos y pueden
formar asociaciones endofiticas e interactuar con otros microorganismos que
solubilizan y fijan nutrientes, produciendo sustancias promotoras del crecimiento
vegetal, e induciendo la resistencia de las plantas a enfermedades (Hermosa et al.,
2011; Barquero, 2024). Los HPCV se les conoce por mejorar los mecanismos de
defensa y el crecimiento en las plantas (Cano, 2011). Desempefian diversas
funciones en las plantas, entre ellas destacan: potencial biocontrolador de
microorganismos al competir por espacio y nutrientes: son productores de hormonas
de crecimiento, solubilizacién de minerales, resistencia micoparasitica y saprofitica,
colonizacion de raices y resistencia sistémica inducida (RSI) en las plantas
(Adedayo y Babalola, 2023).

Los microorganismos promotores de crecimiento tienen la capacidad de
sintetizar hormonas vegetales que son moléculas que controlan la gran mayoria de
los procesos fisiolégicos y bioquimicos como la division celular, el crecimiento, la
diferenciacién de los 6rganos aéreos y de las raices de las plantas (Tanya et al.
2019). Entre estas especies promotoras del crecimiento vegetal, se encuentran

también los hongos enddfitos (HE).

2.2 Hongos enddfitos

Los HE se definen como microorganismos que pasan la mayor parte o todo su
ciclo de vida colonizando los tejidos de la planta hospedera, sin causar un dafo
evidente, incluso en algunos casos es necesaria para la sobrevivencia de la especie
vegetal (Ortega et al. 2020). Esta asociacion mutualista es beneficiosa para ambos,
otorgando hospedaje y proteccion a los HE y a su vez estos hongos otorgan
nutrientes, proteccion, impulsan el crecimiento radicular y aéreo, aumentando su
tolerancia al estrés (bidtico y abidtico) al producir metabolitos secundarios con
amplia diversidad estructural que le brindan proteccion y resistencia contra
herbivoros, microorganismos patdégenos y distintos estreses ambientales (Sanchez

et al. 2013). Estos microorganismos tienen la capacidad de sintetizar hormonas
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vegetales como acido indol acético, acido giberélico, acido abscisico, acido indol
butirico, que son moléculas que controlan la mayoria de los procesos fisiolégicos y
bioquimicos como la divisién celular, el crecimiento, la diferenciacion de los 6rganos

aéreos y de las raices de las plantas (Caballero, 2023).

El género Umbelopsis, es clasificado en la familia Umbelopsidaceaey el
orden Mucorales. Los miembros de este género se caracterizan por su crecimiento
lento y la formacién de una capa aterciopelada. Son saprofitos que pueden dominar
el suelo forestal tras una perturbacion (Sukdeo et al., 2019). Las especies dentro de
este género desempefian diversas funciones; por ejemplo, U. amosy U.
Mucoromycota estan bien documentadas como productoras de lipasas vy lipidos,
mientras que U. isabellina y U. vinacea se utilizan en la industria, especialmente en
la produccion de detergentes. Ademas, las especies de Umbelopsis podrian actuar
como enddfitas en varias plantas, promoviendo su crecimiento (Aquino et al., 2023).
Se ha observado que la cepa U. dimorpha JSNLOO1-1 tiene un impacto significativo
en la mejora de la tasa de crecimiento y resistencia a la sequia en Dendrobium
officinale (Xu, 2014). Investigaciones previas han demostrado su capacidad para
producir la fitohormona acido indolacético (AlA) en cantidades notables, alcanzando
52,29 mg L-1-1 (Diaz-Valenzuela et al., 2024). Ademas de generar AlA, las
especies del género también secretan diversos compuestos fendlicos y acidos
organicos que favorecen el crecimiento vegetal. Esto fue evidenciado en el estudio
de Qin et al. (2018), donde se analizé la produccién de distintos metabolitos por U.
dimorpha en interaccion con la planta Kadsura angustifolia, 10 que resultdé en

cambios en algunos metabolitos especificos del huésped.

Otras especies de hongo realizan un intercambio, liberacién de nutrientes o
caracteristicas beneficiosas que se les puede dar un uso beneficioso para las
plantas. Las Morchella tienen un alto valor nutricional y medicinal, con una larga
cultura de consumo en todo el mundo, La mayoria de ellas se consideran saprobias
(Alvarado-Castillo et al. 2015).
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Que se nutren de materia organica muerta y tienen un crecimiento de micelio rapido
y abundante en varios medios, llegando a producir ascocarpos bajo condiciones
controladas (Ower, 1982). Son consideradas una rica fuente de compuestos
bioactivos que mejoran la salud y el bienestar humanos (Liu et al. 2023). Hasta el
momento existen estudios sobre si esta especie ademas de sus caracteristicas
beneficiosas para la salud humana tenga algun efecto promotor de crecimiento
vegetal, se han informado que varias especies de morchella interactuan con las
raices de muchas de plantas formando diferentes tipos de asociaciones (Snabl et
al., 2019) entre ellas se han descrito especies de morchella ectomicorricicas
(Dahlstrom et al., 2000) y enddfitas (Harman and Uphoff, 2019 A través de estas
asociaciones, se facilita el intercambio de sustancias bioactivas, como las
fitohormonas, que podrian influir en el desarrollo vegetal. En particular, en especies
como M. importuna y M. tridentina se ha reportado la produccién de hormonas del
tipo auxinas, especificamente acido indolacético, con una concentracion de 50 y 80

mg/L respectivamente (Arroyo, 2023).

2.3 Hormonas vegetales tipo auxinas

Gran parte de los mecanismos y regulaciones de las plantas se producen
gracias a las fitohormonas, siendo las principales auxinas, citoquininas,
giberelina, acido abscisico, etileno y acido salicilico (Alcantara-Cortes et al.
2019). Las auxinas incluyen un grupo de moléculas importantes que se
encuentran en plantas, hongos y bacterias. El tipo de auxina mas abundante en
la naturaleza es el acido indol-3-acético (AlA), acido indol propidnico (4-CI-IAA),
acido indol-3-butirico (AIB) que se encuentran en menores cantidades en las

plantas (Baez-Pérez et al., 2015).

Una de las fitohormonas secretada por algunos HE es el acido indol acético (AlA),
hormona importante en los procesos relacionados con el crecimiento de las plantas,
como la elongacion celular, el desarrollo del tejido vascular y la dominancia apical

(Andrade Ayala et al. 2020). El acido indol acético (AlA) auxina predominante y mas
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importante en plantas, es conocido por estimular la elongacion celular (Afez-Lara'y
Gutiérrez-Ramirez, 2020). La sintesis de esta hormona se lleva a cabo por una via
independiente del triptofano y por otra dependiente de este, siendo esta ultima la
mas importante (Borjas-Ventura etal., 2020). El triptéfano es un aminoacido
precursor de la produccion de acido indol acético, y es ampliamente utilizado para
la produccién de fitohormonas de microrganismos que tengan via dependiente de
este aminoacido el cual es exsudado a través de las raices de las plantas
(Granados, 2023). Se han realizado estudios en hongos productores de AlA, como
es el caso de los géneros Trichoderma y Aspergillus, debido al potencial de estos
hongos para sintetizar Metabolitos Secundarios (MS), como el acido-3-indolacético
(AIA) (Ortufio, 2013). Para el caso particular de Aspergillus awamori se ha reportado
una produccién de 24,2 ug/mL de AIA (Mehmood et al., 2019).

2.4 Hormonas vegetales acido giberélico

El acido giberélico es un regulador de crecimiento que tiene un efecto
importante en el desarrollo y la productividad de las plantas, promueve el
crecimiento de raices, brotes y hojas modificando los procesos de division y
elongacion celular (EI-Nwehy y Afify, 2023; Sevgi et al., 2021). Un tipo de
hormona dentro de las giberelinas identificada como GAs es especialmente
importante y ampliamente utilizado como regulador del crecimiento de las
plantas en diversas aplicaciones, como agricultura, viveros, cultivo de tejidos y
jardines (Ghimire et al., 2021). GA3z es producido naturalmente por plantas y
microorganismos, mas especificamente por hongos y bacterias, la obtencion y
produccion masiva de esta hormona vegetal natural se realiza mediante la
tecnologia de fermentacién , el primer microorganismo de obtencion fue
Fusarium moniliforme hongo que se conocia anteriormente como Gibberella
fujikuroi (Pandya et al., 2023).

El GAs se forma como un diterpeno a través de la via biosintética de los
isoprenoides. Se inicia con el acido mevaldnico que se convierte en pirofosfato
de geranilgeranilo (GGPP) en el citosol. EI GGPP se convierte luego
en entkaureno, que es el primer intermediario en la biosintesis de GA 3, puede

tener distintos tipos de alteraciones que interfieren para beneficiar o perjudicar la
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produccion de la fitohormona estas variables pueden ser: pH, nitrogeno del
medio de cultivo, glutamina y sus represores como L-metionina (Pandya et al.,
2023 y Mufioz & Agosin, 1993)

2.5 Co-cultivos fungicos

Las comunidades microbianas sintéticas (CMS) son co-cultivos de una variedad de
microbios compatibles que promueven efectos sinérgicos entre grupos de
microorganismos, como la induccion de la expresion genética y la expansiéon de la
produccion de metabolitos, las CMS han mostrado una mejor actividad de biocontrol

y estabilidad que las cepas individuales (Zhu et al., 2024).

El co-cultivo de microorganismos considera la presencia de dos microorganismos
diferentes en el mismo sistema de cultivo in vitro, simulando artificialmente el
complejo del entorno microbiano en el medio ambiente (Arias 2024). Al tener este
cultivo de dos especies en un mismo ambiente existe la competencia por nutrientes
y espacio entre las dos cepas diferentes, esto provoca un aumento en la produccion
de metabolitos secundarios, enzimas y componentes con un potencial uso (Kim,
2023).

Debido a esto es de interés crear un co-cultivo de dos especies con capacidad de
produccion de componentes que tengan actividad promotora del crecimiento
vegetal, como lo son la especie de hongo enddfito principalmente del género
Umbelopsis que en estudios previos ha demostrado actividad promotora de
crecimiento. En conjunto con especies poco estudiadas en el area biotecnoldgica,
pero de gran interés comercial, como lo son las especies de Morchella tridentina y
Morchella importuna, estas con antecedentes previos de produccion de AlA (Arroyo
2023), y asi potenciar los rendimientos de produccion en comparacion con las cepas

individuales.

3. Hipétesis

1. El co-cultivo fungico de especies de Morchella y Umbelopsis sp. tendra

mayor produccién de fitohormonas en comparacion al monocultivo.
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2. Las fitohormonas producidas en el co-cultivo estimularan el crecimiento de

plantas de Solanum lycopersicum en condiciones controladas e invernadero

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del co-cultivo fungico de especies de Morchella y Umbelopsis sp.
sobre la produccion de fitohormonas (AlIAy GA3) y su efecto en la estimulacion del

crecimiento de Solanum lycopersicum.

4.2 Objetivos Especificos

1) Comparar los niveles de auxinas y giberelinas producidos en monocultivo y
co-cultivo fungico de Morchella y Umbelopsis sp.

2) Caracterizar cualitativamente la produccion de AIA y GA por cromatografia
de capa fina.

3) Evaluar el efecto de los extractos fungicos de AIA y GA en los cambios
morfolégicos vy fisioldgicos en plantas de Solanum lycopersicum bajo

condiciones controladas de laboratorio e invernadero.

5. MATERIALES Y METODO

5.1 Activacion de cepas.

Las cepas previamente identificadas como, Umbelopsis sp. (E-14), Morchella
importuna (12) y Morchella tridentina (130T), se activaron desde la coleccion de
hongos del Laboratorio de Investigacion de Micorrizas y Aplicaciones
Biotecnolégicas de Hongos (LIMAB) y Laboratorio de Biotecnologia de Hongos

(LBH), en medio de cultivo papa dextrosa agar PDA pH 5,8, colocando un disco
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agar/micelio de 0,5 cm en el centro de la placa. Las distintas cepas se incubaron a

24 + 1° C en oscuridad completa durante un periodo de 10 dias.

5.2. Crecimiento de las especies fungicas en monocultivo y co-cultivo en

medio solido.

La compatibilidad de M. tridentida, M. importuna y Umbelopsis sp. fue evaluada a
través de las interacciones (positivas, negativas o neutras) entre ambas cepas en
medio de cultivo sdlido, en placas de Petri (9 cm) conteniendo medio PDA. Las
placas se inocularon utilizando un disco de agar/micelio (5 mm) dispuestos uno
frente al otro, y aprox. 2 cm del borde de la placa, separados por una distancia de 5
cm entre si (Fig. 1). Los cultivos control correspondieron a los monocultivos de cada
especie fungicas, se inocularon a 2 cm del borde de la placa, utilizando un disco de
agar/micelio (5 mm). Todos los ensayos se realizaron en triplicado y las placas se
incubaron en estufa (Binder BD 240) a 24°C+1°C, en oscuridad.

Se realizaron registros fotograficos a los 10 dias, evaluando los tipos de interaccién
entre las colonias fungicas, utilizando una clave basada en las observaciones de
Molla et al. (2001), donde se reconocieron 3 modos distintos de interaccion: |.
Crecimiento micelial mutuamente entremezclado de las colonias de ambos hongos,
sin signos macroscépicos de interaccion.

II. Crecimiento micelial parcialmente entrelazado de las colonias, un hongo se
comporta como dominante respecto al otro.

[ll. (i) Crecimiento entremezclado, donde el micelio del hongo de interés crece por
encima o por debajo del micelio del hongo opuesto. (i) Crecimiento entremezclado,
donde el hongo de interés cesa su crecimiento y es sobrecrecido por el micelio del
hongo opuesto.

IV. Inhibicién leve del crecimiento micelial cuando los hongos se acercan hasta casi
entrar en contacto, formando una linea claramente visible de demarcacion, de 1-2
mm, entre las dos colonias fungicas.

V. Inhibicidn micelial mutua a una distancia > 2 mm.
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5.3. Determinacion del crecimiento micelial de las especies fungicas en

monocultivo y co-cultivo.

Las mediciones en medio sélido en monocultivo y co-cultivo se realizaron a los 10
dias. El parametro registrado fue el diametro maximo de las colonias (cm)
(monocultivo y co-cultivo). Todas las mediciones fueron realizadas segun Molla et
al. (2001).

5.4 Monocultivo y co-cultivo de especies fungicas en medio liquido

Se prepararon dos medios de cultivo utilizando como base el medio liquido papa
dextrosa (PD), el primero se utilizé para la produccion de hormonas tipo auxinas y
fue suplementado con 0.5 mg/mL del precursor triptéfano. El segundo medio de
cultivo utilizado para la produccién de giberelinas se suplemento con 3 mM de
metionina. En matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 120 ml de caldo de
cultivo se inoculé con tres discos de agar micelio de 5 mm cada uno, luego se
mantuvieron en agitacién de 120 rpom a 24°C por 10 dias.

Para el co-cultivo se utilizaron los mismos medios de cultivo y condiciones de
crecimiento, cada matraz fue inoculado con 3 disco de agar micelio de 5 mm de

cada especie fungica con las siguientes combinaciones.

Tabla 1: Combinaciones de co-cultivos en medio de cultivo liquido PD utilizadas en el
estudio.

N° Interaccién

1 Umbelopsis sp. | Morchella tridentina (E14/T130)

2 Umbelopsis sp. | Morchella importuna (E14/12)

3 Morchella tridentina / Morchella importuna (T130/12)

Los resultados obtenidos del monocultivo de especies se utilizaron como control
para evaluar la produccion de fitohormonas del co-cultivo. Los matraces se
inocularon en triplicado por cada combinacién y monocultivo de cepa fungica, y se
prepararon controles conteniendo el medio de cultivo suplementados sin inocular.

Pasados los 10 dias de incubacion mediante filtracién al vacio se recuperé el caldo

para determinar la concentracion de fitohormonas.
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5.5 Evaluacioén de acido indol acético (AlA).

La concentracién de auxinas del tipo AIA se realizd siguiendo la metodologia
descrita por Sadaf et al., (2009). Para ello, se preparé el reactivo de Salkowski,
mediante una solucion de 15 mL de FeClz x 6H20 (0,5 M) a la que se afiadié 300
mL de H2SO4 (98% v/v) y 500 mL de agua destilada (Acuia et al., 2011). Luego, 1
mL de sobrenadante se mezcl6 con el reactivo de Salkowski, dejando reposar a
temperatura ambiente en condiciones de oscuridad por 30 min, posteriormente se
midio la absorbancia a 530 nm en un espectrofotometro (TU-1810 Split Beam UV-
VIS). Para cuantificar la produccién de auxinas se preparo una curva de calibracién

a partir de concentraciones conocidas de AlA (10-50 mg/L).

5.6 Evaluacion del acido giberelico GA;,

La metodologia empleada en este estudio se basa en el enfoque descrito por Hasan
(2002). El caldo filtrado se centrifugo durante 5 min a 4400 rpm y el sobrenadante
se ajusté a un pH de 2,8 utilizando 1 M HCI, luego se extrajo tres veces con acetato
de etilo utilizando un volumen igual al del sobrenadante (proporcion 1:1). Los
extractos de acetato de etilo se juntaron y se evaporaron al vacio en un evaporador
rotatorio modelo IKA RB8 a 50 -C.

Luego de 24 horas con los precipitados ya secos, se disolvieron en 10 ml de una
mezcla de etanol:H2SO4 (90:10). La absorbancia se midié a A= 254 nm en cubetas
de cuarzo utilizando el espectrofotometro UV-visible. La concentracion de GAz en
los cultivos se determiné utilizando una curva de calibracion de GAsz puro como

estandar.

5.7 Cromatografia de capa fina.

Para este ensayo se ocupd la metodologia de Castillo et al. (2007), donde se
preparé una solucion estandar de AlA en una concentracion de 1 mg/mL disuelto en
metanol, para poder comparar con los extractos obtenidos previamente (item 5.5y
5.6). En las placas de Silice 60 F2s4 (E. Merck, Darmstadt), se deposité 10 pL, de la

solucion estandar y de los extractos fungicos. Como fase movil se utilizd benceno/
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acetato de etilo/ acido acético (70:25:5) y como resolucion reveladora (H2SO4 60%,
FeCls 28 Mm). Para la visualizacién de las bandas, se ocupd luz natural y luz
ultravioleta. Para el Acido giberélico (GA3) se sigui6 la metodologia descrita por
Tripathy y Rath (2020). La placa se activd en un horno a 80° C durante 1 h, se
utilizé como fase movil disolvente isopropanol: amoniaco: agua en la proporcion
10:1:1. Se depositaron 30ul del extracto organico en la placa de TLC y el estandar
GAS3 disuelto en metanol se usd como referencia, se corrié durante dos horas. Se
retiraron las placas y bajo campana de extraccion se rociaron con acido sulfurico al
3% que contenia 50 mg de FeClz y se calentaron en un horno a 80 °C durante diez
minutos. Las placas se observaron bajo luz ultravioleta para detectar la presencia
de manchas de fluorescencia verdosa. Luego se calculé el factor de retencion (Rf)

para cada fitohormona, utilizando la siguiente formula:

Distancia de desplazamiento del soluto

~ Distancia de desplazamiento del disolvente
La constante Rf es simplemente una manera de expresar la posicion de un
compuesto sobre una placa como una fracciéon decimal, mide la retencion de un

componente (Mendez et al., 2023).

5.8 Efecto del acido giberélico (GA3;) sobre el porcentaje de germinacién in

vitro:

Se evalud el efecto del acido giberélico (GA) en la germinacién de Solanum
lycopersicum. Este ensayo se realizé en condiciones in-vitro utilizando placas Petri
de plastico con medio de cultivo MS sdlido, los cuales fueron suplementados con
GA3 comercial a una concentracién de 0,025 mg L' (Zambrano-Arteaga et al.,
2022) como control positivo, extracto fungico que fue esterilizado mediante filtro de
jeringa (22 uM), a igual concentracion del control positivo y como control negativo
medio sin suplementacion. En cada placa se sembraron 20 semillas de Solanum
lycopersicum y los ocho tipos de tratamiento (Tabla 2) se realizaron en
quintuplicado. El porcentaje de germinacion se evalué una vez las semillas

presentaron clara evidencia de germinacion como es la emergencia de los
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cotiledones, una vez pasado este tiempo, se contabilizé el numero de semillas
germinadas, sobre el numero total de semillas sembradas para cada placa,
calculando asi el % de germinacién (%), indice de vigor de la longitud de la plantula
(IVLS) e indice de vigor del peso de la plantula (IVPS) (Ghodrat et al., 2013; Aloui
et al., 2014; Anupama et al., 2014; Heydariyan et al., 2014)

S numero total de semillas germinadas
% de germinacion = - x 100
total de semillas sembradas

(IVLS) = Longitud de la plantula (cm) x % de germinacién

(IVPS) = Peso seco de la plantula (mg) x % de germinacion

5.9 Evaluacion de los caldos de cultivo fungicos en el crecimiento de Solanum

lycopersicum

Para la germinacion de las semillas, se utilizé un sustrato compuesto por perlita,
vermiculita y turba en una proporcion de 2:2:1, el cual fue previamente esterilizado
tres veces durante una hora en autoclave a una presiéon de 1 atmy 121 °C (Huxley,
340). Se emplearon bandejas de germinaciéon de 50 cc, depositando una semilla de
la planta seleccionada en cada cubeta. Una vez que las plantas desarrollaron cuatro
hojas verdaderas, se trasplantaron individualmente a macetas de 1 L y se inicio la
evaluacion de los extractos. El ensayo constd de ocho tratamientos: extractos de
los tres co-cultivos fungicos (Tabla 1), inéculo fungico de los tres co-cultivos, un
control con hormona comercial y un control negativo. Para los tratamientos con
extractos fungicos y hormona comercial, se ajusté a la concentracion mas baja
obtenida en la produccion de acido indolacético (Figura 2), administrando 4 mL de
cada extracto y hormona comercial en tres dosis cada diez dias. En el tratamiento

con indculos, se trituraron 1 g de biomasa fresca, que se disolvié en 100 mL de agua
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estéril; este procedimiento se repitié dos veces cada diez dias. Las plantas fueron
ordenadas de manera aleatoria y mantenidas bajo condiciones de invernadero,
cubiertas con malla Rachel que proporcionaba un 80 % de cobertura, en la
Universidad de Concepcién, Campus Los Angeles. Al finalizar los 40 dias del

ensayo, se evaluaron los parametros morfoldgicos vy fisioldgicos de las plantas

Tabla 2: Modelo de bioensayo en invernadero con diferentes tratamientos y cédigo

Tratamiento Forma de aplicacion Cdédigo
Control Solo agua TO
Hormona comercial (Merck) Hormona comercial de AIA Tl
Caldo de cultivo T130/12 Extracto de M. tridentina/M. importuna T2
Caldo de cultivo E-14/12 Extracto de Umbelopsis sp./M. importuna T3
Caldo de cultivo E-14/T130 Extracto de Umbelopsis sp./ M.tridentina T4
Inoculo T130/12 Micelio de M. tridentina/M. importuna T5
Inoculo E-14/12 Micelio de Umbelopsis sp./M. importuna T6
Inoculo E-14/T130 Micelio de Umbelopsis sp/M. tridentina T7

5.10 Analisis morfolégicos

Terminado el periodo de los ensayos se comenzd con la evaluacién de las
variables respuestas. Las variables morfolégicas que se midieron fue longitud del
tallo (cm), el cual se considerd desde la primera proyeccion del tallo (cuello) hasta
el meristema apical, el largo de la raiz se considerd desde la primera proyeccion de
la raiz hasta la punta del apice de la raiz mas larga (cm) y numero de hojas. La
biomasa se midié pesando la parte aérea y radical por separado las cuales fueron
cortadas con bisturi, se calculé el peso fresco y posteriormente el peso seco, el cual

se realizd luego de secar en estufa ambas partes a 72° por 48 horas.

5.11 Parametros fisiolégicos

5.11.1 Pigmentos fotosintéticos

La obtencién de los pigmentos fotosintéticos se realizé extrayendo discos

foliares de 5 mm de hojas desde la seccion media de la planta, los cuales se
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sumergieron en acetona al 80% v/v. Luego fueron calentadas en bafio de agua a
80°C durante 10 minutos logrando extraer los pigmentos. Luego se midid la
absorbancia de los pigmentos fotosintéticos a 470, 646,8 y 663,2 nm en
espectrofotometro (Aroca, 2001). Los coeficientes de extincion y las ecuaciones

utilizadas fueron reportados por Lictenthaler (1977).
Ca=12.25A¢63.2— 2.79A646.3
Cb = 21.50A646.5— 5.10A¢63.2
Cawb=7.15A¢63.2+ 18.71A¢465

Cx+c = (1000A470 — 1.82C, — 85.02C,,) / 198

5.11.2 Maxima eficiencia cuantica del fotosistema Il (Fv/Fm)

Se midié la fluorescencia de la clorofila Il utilizando un fluorimetro Hansatech
modelo pocket PEA Chlorophyll fluorimeter. Las mediciones se realizaron
adaptando las hojas a la oscuridad con clips de hojas durante 20 min. El calculo se
realizé por el instrumento a partir de la relacion de fluorescencia de clorofila (Fv/Fm)

que refleja la eficiencia cuantica maxima del PSII (Aghai et al. 2019).

5.12 Analisis estadisticos

La normalidad de los datos y la homogeneidad de la varianza se evaluaron mediante
las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. La significacion estadistica
se determind usando test de tukey (p < 0.05). Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el software STATISTICA ver. 10 (Statsoft). Ademas se realizé un analisis
factorial utilizando la extraccion de componentes principales (CP) y un analisis de
conglomerados utilizando el método del vecino mas lejano para clasificar a los

individuos experimentales en grupos homogéneos (Chavez et al., 2020).
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6 Resultados

6.1 Evaluaciéon de la interaccion y crecimiento miceliar de las especies

fungicas en monocultivo y cocultivo en medio sélido.

La morfologia de los micelios y crecimiento (cm) de las especies de Umbelopsis sp.
(E-14), M tridentina (T130) y M importuna (12) fueron evaluadas a los 10 dias en
medio de cultivo PDA. Los patrones de crecimiento se evaluaron en mono y co-
cultivo. El crecimiento individual de M. importuna se caracterizé por la formacion de

micelio blanco y abundante, que coloniz¢ la totalidad de la placa Petri a los 10 dias
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(Fig1. A). En cambio, la especie de M. tridentina y Umbelopsis sp. presentan un
crecimiento menos agresivo en comparacion con M. importuna, obteniendo el menor

desarrollo miceliar en E-14.

Al comparar el desarrollo de las diferentes especies en co-cultivo se observo que
T130 y 12 tuvieron un crecimiento menos abundante que los monocultivos cuando
estan en interaccion con el hongo endodfito E-14. Este ultimo crecio de la misma
forma que, en monocultivo, aun asi no se observo inhibicion o bloqueo de los
micelios (Fig1.B), ademas no se observé pigmentacion en el interfaz de los micelios
en co-cultivo. El patron de crecimiento en todos co-cultivos es del tipo
entremezclado, en el caso del co-cultivo sugiriendo que las cepas son compatibles

entre si.

Monocultivo
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Co-cultivo

T130/E-14

12/ E-14

T130/12

Figura 1: Patron de crecimiento de Umbelopsis sp. (E-14), M. importuna (12) y M.
tridentina (T130) donde A) monocultivo y B ) co-cultivo, se utilizaron placas con PDA

y se evalud a los 10 dias de incubacién a 24 °C. Las fotografias de cada hongo son

en las placas Petri por el frente.
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6.2 Produccion de acido indol acético por las cepas en monocultivo y co-
cultivo

La evaluacién de acido indolacético (Fig. 2) en los diferentes tratamientos
(monocultivo y co-cultivo) dio como resultado que la cepa 12 destacd con la mayor
produccién de AlA, alcanzando (82 ug mL") en monocultivo. Sin embargo, al ser
cultivada en consorcio con otras especies, se observé una notable disminucion en
la produccién de fitohormonas siendo ocho veces menor al estar en un co-cultivo
fungico con otra especie como E-14, durante este consorcio se alcanzd una

produccion mas baja de todos los tratamientos (9.68 ug mL™").

Por otro lado, la cepa T130 fue la que tuvo menor produccion de AlIA en monocultivo
(6.75 yg mL™") sin diferencias significativas (P>0.05) con el monocultivo de E-14
(11.45 ug mL"), sin embargo, el consorcio de estas dos especies incremento cinco
veces la produccion de acido indol acético alcanzando un valor de (25.68 ug mL"),
este mismo comportamiento se evidencio en el co-cultivo fungico entre 12 y T130
donde a pesar de que la cepa |2 disminuyo su produccidon en monocultivo provoco
un aumento de nueve veces la produccion de T130 por si sola alcanzando una

concentracion de (48.6 yg mL™").
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Figura 2: Concentracién de AlA en pg/mL por las distintas cepas en monocultivo y
co-cultivo. Los graficos muestran la desviacién estandar de un n = 3 y las letras
representan las diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova,
Test Tukey).

6.3 Cromatografia de capa fina (CCF) de los tres co-cultivos fungicos en
comparacion a un control comercial

Los resultados de CCF se pueden observar (Fig. 3) donde de izquierda a derecha
se encuentran los extractos de co-cultivos (E-14/T130); (E-14/12); (T130/12); (AIA
comercial). Las muestras se dejaron correr hasta una distancia de 7 cm de
disolvente, durante un periodo de 20 minutos. Antes de aplicar la solucion
reveladora (Fig. 3A) no se mostraba algun tipo de coloracioén en la placa, una vez

que se sumergid en la solucién (Fig. 3B) todos los co-cultivos fungicos y el control
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de hormona comercial mostraron coloracion roja, y rosada con Rf 0.95;0.57
respectivamente. En (12/T130) y el stock de hormona comercial se pudo identificar

una linea amarilla con un Rf de 0.59

Figura 3: Cromatografia de capa fina (CCF) de acido indol acético de los tres co-

cultivos fungicos y un control comercial donde de izquierda a derecha se encuentran
los extractos de co-cultivos (1:E-14/130T); (2: E-14/12); (3: 130T/12); (4: AIA

comercial). A) sin solucion reveladora. B) placa sumergida en solucién reveladora.

6.4 Produccion de acido giberélico por las diferentes cepas en monocultivo y
co-cultivo

Los analisis de concentracion de acido giberélico (GA), secretados por diversas
cepas de hongos en monocultivo (Fig. 4), mostraron una produccion que oscil6 entre
1,3y 4,2 uyg/mL. La cepa T130 destaco por su mayor produccion, alcanzando 4,23
Mg/mL; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los

monocultivos. Por otro lado, el hongo enddfito E-14 present6 una produccion inferior
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en comparacion con las otras especies, con un total de 1,22 ug/mL. En los co-
cultivos fungicos, T130/12 mostraron una secrecion de la fitohormona estudiada que
fue 15,81 veces superior al monocultivo de M. tridentina'y 72,5 veces mayor que la
del monocultivo de M. importuna, siendo también estadisticamente significativa
(p<0,05) en comparacion con el resto de los co-cultivos analizados. La interaccion
entre las dos especies de Morchella y el hongo endéfito Umbelopsis produjo valores
estadisticamente similares, pero con una produccion superior a la observada en los
monocultivos. Esto sugiere una sinergia en la estimulacion de la fitohormona en

todos los co-cultivos evaluados
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T130 12 E-14 T130/12 T130/E-14 12/ E-14

Figura 4: Concentracién de Acido giberélico en pg/mL por las distintas cepas en
monocultivo y co-cultivo. Los graficos muestran la desviacién estandar de unn =3
y las letras representan las diferencias significativas entre tratamientos con un
P<0.05 (Anova, Test Tukey).
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6.3 Cromatografia de capa fina (CCF) de los tres co-cultivos fungicos en
comparacion a un control comercial de acido giberelico (GA3)

Como se puede observar (Fig 5b) la cromatografia de capa fina utilizando como
control un stock de acido giberelico GA3 mostro un Rf de 0,48 que se presentd en
los tres co-cultivos y en la hormona comercial. Una vez secada la placa con la
solucioén reveladora (Fig. 5a) se puede identificar que la intensidad de la banda en
el co-cultivo (E-14/12 ') es mas tenue que las anteriores (ver flecha), pero aun asi se
posiciona en el Rf del stock comercial, ademas se ven diferentes tipos de solutos
en Rf de 0.35 y 0,4 (no caracterizados en este trabajo) que no se asocian al control
de hormona comercial, pero que se encuentran presentes en los co-cultivos

fungicos y que se pueden visualizar bajo luz UV.

Figura 5: Cromatografia de capa fina (CCF) de Acido giberélico GA3 de los tres
co-cultivos fungicos y un control comercial donde de izquierda a derecha se
encuentra. A) placa sin solucion reveladora. B) placa con solucién reveladora
expuesta a luz UV. (1: GA3 comercial); (2: 12/T130); (3: E-14/T130) y (4: E-14/12).

6.5 Efecto del acido giberélico (GA3) sobre el porcentaje de germinacion in
vitro
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El porcentaje de germinacion (Fig. 6A) no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos, a excepcién del medio suplementado con la hormona comercial GA3,
que presentd un bajo porcentaje de germinacion del 50%, en comparacion con el
70% esperado segun la calidad de las semillas. Tanto el tratamiento control negativo

como los tres co-cultivos fungicos alcanzaron una germinacion del 70%.

En cuanto al indice de vigor longitud de germinacion (Fig. 6B), el tratamiento de
control tuvo el menor desarrollo junto con los co-cultivo (E-14/12) y (E-14/T130), sin
presentar diferencias significativas entre ellos. El tratamiento con mayor desarrollo

fue (12/T130) seguido del tratamiento con hormonas comerciales.

El indice de vigor basado en el peso de la plantula (Fig. 6C) mostré una diferencia
estadisticamente significativa en el co-cultivo (12/T130). Estos resultados se reflejan
en las diferencias de biomasa y tejido radicular de Solanum lycopersicum (Fig. 6D).
El co-cultivo (12/T130) mostré el mayor crecimiento y desarrollo entre todos los
tratamientos, seguido del tratamiento con hormona comercial. A pesar de que este
ultimo presentd un menor porcentaje de germinacion, el desarrollo de plantulas fue

superior al observado en los tratamientos (E-14/12) y (E-14/T130).
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Figura 6: Efecto del Acido giberélico (GA) en la germinacién in- vitro de Solanum
lycopersicum en medio de cultivo MS luego de 30 dias, donde control: medio MS
sin GA; GA: Acido giberélico comercial; T130/12: Extracto de M.tridentina/M.
importuna; T130/E-14: Extracto de M. tridentina/Umbelospsis sp.; 12/E-14: Extracto
M.importuna/Umbelospsis sp. A) Porcentaje de germinacion (%), B) vigor del alto
de germinacién, C) indice del vigor del peso de la plantula, D) plantas de Solanum
lycopersicum de los diferentes tratamientos. las letras representan las diferencias

significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test Tukey).
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Biomasa Radicular (gr)

6.6 Evaluacion de caldos de cultivo fungicos en crecimiento y cambios
morfolégicos de Solanum lycopersicum

Pasados los 45 dias de cultivo se realizdé una cosecha destructiva con las plantas
mas representativas de cada tratamiento (Fig. 9). La biomasa aérea y radicular (Fig.
7) tuvo mayor resultado para los tratamientos (T2 y T4), presentando diferencias
significativas con todos los demas tratamientos. Los menores valores de biomasa

radical y aérea se presentaron con el tratamiento T6.

0.7

25

2,04 a a

Biomasa Aérea (gr)
g

0.5+

To T T2 T3 T4 T5 T6 7 T ™ T2 T3 T4 5 T6 7

Tratamientos Tratamientos

Figura 7: Andlisis morfolégicos de plantas de Solanum lycopersicum luego de 45
dias de cultivo en condiciones de invernadero, para los codigo de los tratamientos
ver tabla 2. A) Biomasa radicular en (g); B) Biomasa aérea en (g). Letras diferentes
sobre las barras representan diferencias significativas entre tratamientos con un
P<0.05 (Anova, Test Tukey).

El largo de tallo (Fig. 8A) no mostré diferencias significativas (P>0.05) entre los
tratamientos (T2, T3, T4, T5) con un promedio de 24 cm de largo. El tratamiento con
mayor largo y desarrollo fue T1 con un promedio de 28.7 cm, ademas los
tratamientos con menor longitud de tallo fueron los indculos fungicos (T6 y T7)
incluso con menor longitud al control TO. EI DAC (Fig. 8B) no mostré diferencias
significativas entre tratamientos y el menor diametro de tallo al igual que la longitud

obtuvo uno un tratamiento de inoculo T7. En cuanto al numero de hojas (Fig. 8C)
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T1 y T3 tuvieron la mayor cantidad mostrando diferencias significativas con el resto
de los tratamientos, los co-cultivos fungicos (T2, T3 y T4) tuvieron mayor produccion
de hojas en comparacion a los indculos fungicos (T6 y T7). El largo de raiz (Fig. 8D)
mostro diferencias significativas en comparacion al control TO, y T1, T2 y T3 tuvieron
cun promedio de 34 cm, los tratamientos (T4, T5 y T6) no mostraron diferencias
significativas entre si y tuvieron un promedio de 28 cm, nuevamente el inoculo (T7)
tuvo el menor desarrollo de longitud de raiz en comparacion a todos los otros

tratamientos con 17 cm.
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Figura 8: Analisis morfolégicos de plantas de Solanum lycopersicum luego de 45
dias de cultivo en condiciones de invernadero, para los codigo de los tratamientos
ver tabla 2.. A) Longitud del tallo (cm); B) Diametro de altura de cuello (DAC) (mm);
C) Numero de hojas; D) Longitud radicular. Letras diferentes sobre las barras
representan diferencias significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test
Tukey).
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Figura 9: Plantas de Solanum lycopersicum seleccionadas de forma representativa por tratamiento luego de 45 dias de

cultivo en condiciones de invernadero, para los cédigo de los tratamientos ver tabla 2.
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6.6 Evaluacion de caldos de cultivo fungicos en cambios fisiolégicos de
Solanum lycopersicum

Como se puede observar (Fig. 10A). La clorofila relativa mostro una diferencia
significativa entre el tratamiento con hormonas comerciales (T1) y el resto de los
tratamientos. Tratamientos T2, T3 y T4, no mostraron diferencias significativas entre
si, ni tampoco con el control (T0O), el unico tratamiento con baja produccion de
clorofila relativa fue T67T5 siendo 1,75 veces menor a (T1). El indice de
performance (Fig. 10B) los tratamientos (T3 y T4) mostraron mayor Pi cercanos a
2,5 el doble del tratamiento control TO y los tratamientos con inéculos (T6y T7). En
relacion con Fv/Fm (Figura 10 C) todos los tratamientos estuvieron por sobre los

0,75 y no hubo diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 10: Cambios fisiolégicos en plantas de
Solanum lycopersicum luego de 45 dias de cultivo en condiciones de invernadero
donde A) Clorofila relativa [mg x cm?]. B) indice de performance C) Fv/Fm. para los
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cédigo de los tratamientos ver tabla 2. Las letras representan las diferencias

significativas entre tratamientos con un P<0.05 (Anova, Test Tukey).

6.7 Evaluacion de pigmentos fotosintéticos en hojas de Solanum
lycopersicum

Los resultados del analisis de pigmentos fotosintéticos (Tabla 3) en las plantas de
tomate muestran diferencias significativas entre los tratamientos. En cuanto a
(9,21 mg),

significativamente superior a los tratamientos (TS5, T3, T6 y T7), que mostraron

la clorofila a, el tratamiento T4 present6 el mayor contenido
valores bajos (1,16 a 2,57 mg). Para la clorofila b, el tratamiento T1 destacé con un
contenido de 13,30 mg, siendo significativamente mayor que todos los demas
tratamientos, mientras que T4 tuvo un valor intermedio (9,42 mg) sin diferencias
conTO (6,26 mg). En el

contenido

caso de los carotenoides, el
(19,02 mg),

significativamente a todos los demas tratamientos, excepto a TS5y T7, que también

significativas

tratamiento T6 obtuvo el mas alto superando
mostraron valores elevados (17,58 y 15,82 mg, respectivamente). Por otro lado, el
tratamiento control TO presentd el menor contenido de carotenoides (1,30 mg),

clorofilaay b.

Tabla 3: Pigmentos fotosintéticos de hojas de S. lycorpersicum, para los cédigo de

los tratamientos ver tabla 2.

Tratamiento Clorofila a (mg) Clorofila b (mg) Carotenoides (mg)
TO 4,00 + 4,12 (bc) 6,26 + 5,21 (bc) 1,30 + 1,15 (d)
T1 6,73 + 2,11 (ab) 13,30 + 3,15 (a) 9,60 + 7,41 (cd)
T2 6,07 + 2,80 (ab) 3,66 + 4,08 (c) 16,27 + 1,67 (ab)
T3 1,61 +1,18 (c) 0,42 + 0,48 (c) 13,18 + 10,39 (bc)
T4 9,21 + 3,87 (a) 9,42 + 2,40 (ab) 6,20 + 7,80 (cd)
T5 1,91 + 0,75 (c) 1,47 + 0,30 (c) 17,58 + 1,21 (ab)
T6 1,16 + 0,15 (c) 1,04 + 0,08 (c) 19,02 + 0,27 (a)
T7 2,57 + 0,58 (c) 2,35+ 1,52 (c) 15,82 + 3,85 (ab)
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Finalmente se realiz6 un analisis de componentes principales, el PCA indico que el
CP 1 explicaen un 43,3% y el CP 2 en un 25,3 %, explicando en dos componentes
un 68,6 % la variabilidad total de los datos. El analisis multivariado mostré que entre
las variables evaluadas el tratamiento T1 (hormona comercial) presentoé los mejores
resultados en cuanto con Altura (cm), DAC (mm), clorofila relativa (mg x cm?),
clorofilaay b, sin embargo, T2, T3y T4 (hormonas producidas en co-cultivo fungico)
presentaron los mejores resultados en cuanto a biomasa aérea, radicular, y
parametros fisiolégicos (Fv/Fm; pl). Se pudo corroborar que T5, T6 y T7,

presentaron menores valores de biomasa Fv/Fm, LR y n°® hojas
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Figura 11. Analisis de componentes principales (PCA) de los diferentes tratamientos
(TO-T7) y las caracteristicas morfofisioldgicas de plantas de Solanum lycopersicum.
BA: biomasa aérea; BR: Biomasa radical; LR: longitud radicular; Cl a y b: Clorofila
ay b; DAC: diametro a la altura del cuello; Fv/Fm = Relacién entre la fluorescencia

variable (Fv) y la fluorescencia maxima (Fm); pl: Eficiencia cuantica del fotosistema.
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7 Discusion

El presente estudio se enfocé en los co-cultivo fungico entre dos géneros (Morchella
y Umbelopsis), ambos capaces de generar compuestos promotores del crecimiento
vegetal, como solubilizadores de fosfato, fitohormonas y sideréforos, segun estudios
previos (Arroyo 2023; Diaz-Valenzuela et al. 2024). En los ensayos de dualidad se
observo un crecimiento entrelazado sin la presencia de bloques de inhibicion ni
pigmentacion en la unién de los micelios segun la metodologia descrita por Molla et
al.(2001), lo cual indica que no hubo un fendbmeno competitivo por espacio entre
especies (Boddy & Hiscox, 2016) ni tampoco la liberacion de compuestos

inhibitorios de crecimiento o defensa (Arias, 2024).

El género Morchella ha sido documentado en diversas regiones, y en Chile se han
encontrado especies en bosques nativos de Nothofagus en la Patagonia (Machuca
et al., 2021), asi como también en plantaciones forestales del centro-sur del pais
que han sufrido dafios por incendios o cosechas (Arroyo, 2023; Sanz et al. 2023). A
su vez el género Umbelopsis es un hongo enddfito aislado de raices de Araucaria
araucana (Chavez et al., 2023), una especie emblematica de Chile. Al igual que las
especies del género Morchella es comun encontrar este tipo de enddfito y hongos
saprofitos en terrenos que han experimentado perturbaciones debido a incendios
(Sukdeo et al., 2019). Estas dos especies de hongos demostraron en el ensayo
realizado de dualidad que no se inhiben entre si e incluso pueden asociarse, dado

que comparten caracteristicas similares de sustrato y condiciones de crecimiento.

El AlA es la fitohormona encargada de la elongacion, division celular y se centra en
la generacion de raices (Noa, 2024), principalmente, el crecimiento de raices
secundarias y pelos radiculares (Garcia et al., 2024). Al determinar la produccion de
auxinas se demostré6 que todas las cepas tienen la capacidad de producir
fitohormonas del tipo auxinas y lo realizan mediante la via de produccién
dependiente del precursor triptéfano. Las cepas de Morchella utilizadas (M.
tridentina 'y M. importuna) y el hongo enddfito (Umbelopsis spp.) tienen la capacidad

de producir fitohormonas y compuestos que promueven el crecimiento vegetal en
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monocultivo (Arroyo, 2023; Diaz-Valenzuela, 2024). Morchella tridentina vy
Umbelopsis sp tuvieron un aumento en la produccién de fitohormona al utilizar la
técnica de co-cultivo en comparacion a la técnica tradicional de monocultivo. La
cepa M. importuna disminuyo la produccion de AlA en todos los co-cultivos en
comparaciéon a su monocultivo, esta cepa ha mostrado una significativa capacidad
de producir fitohormonas y compuestos que pueden promover el crecimiento
vegetal de manera individual. En investigaciones previas, se reporté una produccion
de 80 ug/ml para esta misma especie (Arroyo, 2023), valor cercano al obtenido en
el presente estudio durante el monocultivo, tal como se observar en la Fig. 2. No
obstante, no fue posible potenciar esta caracteristica a través de co-cultivos
fungicos. Una posible limitante para la potenciacion en co-cultivo esta relacionada
a la concentracioén de triptdfano disponible, asi como la capacidad de absorcion de
este precursor por el hongo dominante. Dado que M. importuna ha demostrado ser
un hongo de crecimiento rapido e invasivo, estudios anteriores han evidenciado un
incremento significativo en el crecimiento de biomasa y efectos notables en los
azucares reductores, alcanzando su punto maximo a los 10 dias en monocultivo
(Cuevas, 2023). En un esquema de co-cultivo, este crecimiento podria verse
restringido por la presencia del otro microorganismo, ya que, aunque no se observe
competencia o inhibicion directa entre las especies, ambas consumen los mismos

nutrientes del medio de cultivo y el precursor de fitohormonas del tipo auxina.

En cuanto al acido giberelico estas son hormonas vegetales naturales que estimulan
la division celular y alargamiento de las plantas, ademas, interfieren en la
germinaciéon y maduracion de las plantas (Ramirez et al., 2024). Los resultados de
este estudio mostraron una produccion maxima por la cepa M. tridentina de 4,23 ug/
mL en monocultivo, sin diferencias significativas con las otras cepas en monocultivo.
En un estudio realizado en cinco cepas de Trichoderma sp. en monocultivo se midié
la capacidad de generar fitohormonas vegetales, entre ellas se evalud el acido
giberelico GA3 las diferentes cepas no mostraron diferencias significativas entre
ellas y la de mayor produccién fue de 2,78 ug/ mL (Lépez-Valenzuela et al., 2022).

En otras especies de hongos (Rademacher y Graebe 1979) comprobd que el hongo
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patogeno Sphaceloma manihoticola producia considerables cantidades de GA en

cultivos alcanzando concentraciones de 20 mg L' de medio.

El co-cultivo fungico entre especies mostré un significativo aumento en la
concentracion de GA en los caldos de cultivo. EI maximo obtenido tuvo una
produccion de 65 ug/ mL por las cepas de Morchella ( 12/T130), ademas, el resto de
co-cultivos igualmente mostré6 un aumento en la produccion (Fig. 4). Ayesteran
(2006) evalud la produccion de GAs por el hongo Gibberella fujikoroi y sugiere que
para un mejor rendimiento en la produccién de acido giberélico el pH debe ser acido
(pH 4.0), ademas, cuando la fuente de nitrégeno del medio se agota, el crecimiento
del hongo decae y la produccion de metabolitos secundarios se incrementa (Cuali-
Alvarez et al. 2011). En este estudio se utilizd medio de cultivo PD el cual es
considerado el optimo para realizar ensayos de co-cultivos fungicos (Xu et al.,
2023). En este medio se encuentran los dos tipos de hongos compartiendo espacio
y nutrientes, generando un agotamiento de este ultimo, lo que se traduce en un
ambiente 6ptimo para el aumento en la produccion de las fitohormonas GAs en
comparacion al monocultivo. Ademas, las especies de Morchella principalmente M.
importuna se ha registrado en estudios anteriores con la capacidad de acidificar
medios de cultivos con el paso de los dias (Cuevas, 2023). debido a estas dos
importantes caracteristicas se pudo obtener un aumento en la produccion de
giberelinas en los tres tipos de co-cultivos. Utilizando este método de deteccion solo
se puede cuantificar la cantidad total de esta fitohormona pero no se puede
identificar ni purificar de manera exacta el tipo de giberelina en especifico, estas se
dividen en dos grupos, las de 19 carbonos que se consideren GAs bioactivas como
fitohormonas y las de 20 carbonos las cuales son precursoras de las anteriores
(Ponce, 2008).

Para poder identificar el tipo de fitohormona cuantificada en los caldos de cultivos
se deben realizar metodologias de separaciéon como cromatografias liquida de alta
eficiencia (HPLC) (no considerados en este estudio). Sin embargo se utilizé la
técnica de cromatografia de capa fina (CCF) la cual es una técnica de separacion

y analisis de muchos compuestos y de acuerdo con estos se utilizan solventes
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especificos mediante migracién diferencial a través de un lecho plano de una fase
estacionaria, con la fase movil fluyendo por fuerzas capilares (Vargas, 2023). Es una
técnica que tiene un margen de error y las varianzas en el factor de retencion
pueden deberse al tiempo de la solucidon reveladora, tipo de placa, solventes
utilizados, etc. (Vargas, 2024). En este ensayo la placa de cromatografia para
determinar la presencia de acido indol acético mostro una coloracién esperada en
los tonos morados-rosado con un Rf de 0,56. La distancia coincide con el del control
comercial y el color es el caracteristico en presencia de Salkoski como solucién
reveladora y caracteristicas que se presentan como una mancha amarilla con fucsia
(Celis et al., 2008). El acido indol acético se ha presentado en Rf que oscilan entre
0,50y 0,79 (Castillo et al ., 2007 ; Cuevas, 2014; ) con esto se puede confirmar la
presencia de la fitohormona AlA en los extractos fungicos, ademas, la linea amarilla
sobre el Rf de acido indol acético se ha mostrado en estudios anteriores como acido-
indol propidnico y acido indol butirico (Delgado et al., 2007), este compuesto que se
evidencio en el co-cultivo (i2/T130) tiene una similitud funcional y estructural con el

acido indol acético (Castillo et al ., 2005).

La identificacion de acido giberelico del tipo GA3 se comprob6 que los tres co-
cultivos tenian presencia de esta fitohormona al compararla con el stock, al igual
que con otro tipo de componentes que se presentaron en la cromatografia, los
cuales podrian asociarse a otros tipos de giberelinas precursoras en estudios
anteriores se ha identificado la presencia de GA3 con un Rf de 0,44 y que fue
confirmada con un stock comercial (Diaz et al., 2013), las marcas visualizadas en la
placa cromatografica se asociarian a giberelinas precursoras o de otro tipo, en
estudios anteriores donde se ha evaluado la presencia de giberelinas GAs en
extractos y caldos de cultivo se obtuvo patrones de GA3 y GA1 con Rf similares a

los obtenidos en este estudio (Delgado et al ., 2007)

Los bioensayos realizados a semillas y plantas Solanum lycopersicum tuvieron la
finalidad de evaluar de manera morfoldgica y fisioldgica la actividad promotora del
crecimiento vegetal de los extractos y caldos de co-cultivos fungicos en

comparacion a las hormonas comerciales existentes en el mercado. El bioensayo
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utilizado para determinar la capacidad de promover la germinacion en Solanum
lycopersicum demostré que a pesar de que el porcentaje de germinacion fue igual
al indicado por el proveedor y no haber diferencias significativas (P> 0,05) en el
porcentaje de germinacion entre el control y los co-cultivos si hubo una gran
diferencia en el vigor del alto y peso del germinado que determina la capacidad de
germinar y formar plantulas funcionales (Ramirez, 2021), principalmente en
co.cultivo de las especies de Morchella el cual aumento el pesoy alto en 1,75 veces
a las de los otros tratamientos incluyendo el de la hormona comercial GA3. El uso
de fitohormonas giberelinas en la etapa de germinacion rompe la latencia de las
semillas aumentando la el porcentaje de germinacidon ademas se muestran
caracteristicas especificas en el uso de esta fitohormona ya que se puede observar
en la apariencia de los germinados que el correspondiente al co- cultivo (12/ T130)
(Fig.7D) corresponde al comportamiento de semillas expuestas a fitohormonas GAs
durante la germinacién el cual esta descrito en la literatura como el desarrollo de
plantas con alargamiento del hipocétilo (Pizarro et al.,2023; Kucera et al ., 2005 ;
Loayzal et al ., 2023).

En relacion con los bioensayos realizados a plantas en condiciones de invernadero
se evalud la morfologia las hormonas tipo auxinas tienen la capacidad de aumentar
la longitud de raices y de planta en general (Khan et al ., 2013) los analisis
morfologicos demostraron que utilizando caldos de cultivo de microrganismos se
puede potenciar el crecimiento vegetal. Existen varios estudios sobre la promocion
de crecimiento en plantas de S. lycopersicum en uno de ellos se utilizaron caldos
de hongos de la especie Aspergillus en monocultivo con una produccién de ( 9,03
pg/ml) y se establecié que sin importar que exista y se pueda medir la produccién
de AIA mediante técnicas de colorimetria y cromatografia no todos los hongos tienen
la capacidad de promover el crecimiento vegetal (Baez, 2024) durante este ensayo
todos los tratamientos se ajustaron a la menor concentracién obtenida en los co-
cultivos (9,56 ug/ml) que fue el tratamiento 3. Sin embargo los tres co-cultivos se
comportaron de manera similar y lograron potenciar el crecimiento vegetal tanto
radicular como aéreo con diferencias significativas al control TO y mostrando una

tendencia similar al tratamiento con hormonas comerciales. T1 Los tratamientos con
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inoculos fungicos mostraron menor actividad promotora reflejada en los parametros
morfologicos y fisioldgicos, esto se puede atribuir al poco tiempo de duracién de los
ensayos (40 dias), considerando que los inoculantes bioldgicos pasan por una etapa
de adaptacién posterior a la inoculacion y a la especificidad Planta-hongo (Antunes
et al., 2008; Petigrosso et al., 2022)

Finalmente el analisis fisiologicos para poder evaluar la calidad y estado de la
planta, esto mediante la relacién entre la fluorescencia variable y la fluorescencia
maxima (Fv/Fm ) que permite establecer si las plantas estan estresadas
dependiendo de su valor que oscila entre 0,75 y 0,85 en plantas normales
(Bjorkman & Demmig, 1987) durante este estudio ninguno de los tratamientos
mostro un valor inferior a 0.75 debido a esto se infiere que las plantas no pasaron
por un estrés biotico ni abiotico durante la duracion del bioensayo ademas esta
relacion y el indice de potencial fotosintético (Pl abs) son por lo tanto indicadores
indirectos del rendimiento cuantico del fotosistema Il (PSIl) (Rodriguez et al ., 2014).
El parametro pl refleja cambios en el fotosistema | (PSI) y se utiliza para identificar
si se sufrid sequia y cual es la tolerancia del fotosistema de la planta a la sequia las
plantas expuestas a los diferentes tratamientos no tuvieron variaciones en el Pi y no
presentaron caracteristicas relacionadas a algun tipo de estrés o dafo en el
fotosistema |, ya que ningun tratamiento tuvo un pl menor a 0,5 e incluso los
tratamientos con caldos de co-cultivos se mantuvieron por sobre el valor 1 lo que
indica una eficiencia del fotosistema y buen estado fisiolégico de la planta
(Rodriguez et al ., 2021). Estos indicadores al igual que los pigmentos fotosintéticos
como la clorofila, los carotenoides, las xantofilas y flavonoides proporciona
informacion sobre el rendimiento fisioldgico de la planta tienen un papel vital en la
captura de energia de la luz, que se convierte en energia quimica (Vicente-Juan
et al., 2021)
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8 Conclusiones

- La técnica de co-cultivo fungico se presenta como una herramienta valiosa
para la produccién de fitohormonas y compuestos que no dependen
directamente de un precursor especifico. Este enfoque resulta 6ptimo para la
sintesis de giberelinas; sin embargo, puede ser menos favorable para la

produccion de fitohormonas del tipo auxinas.

- La aplicacion de giberelinas de extractos fungicos demuestra un mayor

impacto en el desarrollo del hipocétilo que en el porcentaje de germinacion.

- Los caldos resultantes de co-cultivos fungicos exhiben una actividad
promotora del crecimiento superior en comparacion con el inéculo de las
mismas especies fungicas, lo que resalta la sinergia existente entre las

especies en condiciones de co-cultivo.

- El co-cultivo entre (T130/12) muestra una notable capacidad para promover
el crecimiento vegetal tanto en etapas de germinacioén in vitro como en
condiciones controladas de invernadero (biomasa aérea y radicular), lo que

indica su potencial para futuras aplicaciones

- Se rechaza la primera hipétesis, dado que el co-cultivo fungico entre las
especies Morchella y Umbelopsis no siempre resulta en una mayor

produccion de fitohormonas en comparacion con el monocultivo.
- Se acepta la segunda hipétesis, ya que las fitohormonas producidas durante

el co-cultivo demuestran una promocién del crecimiento vegetal en plantas

de Solanum lycopersicum, mayoritariamente bajo condiciones in vitro.
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Anexos

Curva de calibracién AIA [mg/L]
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