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RESUMEN

Los hongos microscopicos son microorganismos eucariontes ampliamente
diversos y distribuidos en practicamente todo el planeta. Tienen una gran importancia
ecoldgica al participar en diversos procesos biolégicos y biogeoquimicos. Su complejo
metabolismo les confiere multiples capacidades fisiologicas, lo que los convierte en un
foco de interés dentro de las investigaciones cientificas, por sintetizar una fuente de
moléculas con aplicaciones en industrias como la papelera, farmacéutica, agricola y
alimentaria, entre otras. La creciente necesidad de desarrollar tecnologias sostenibles
y respetuosas con el medio ambiente ha impulsado en el ambito cientifico y tecnoldgico
el interés para aprovechar estos microorganismos con potencial biotecnoldgico. En
este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo conocer y comparar las
capacidades fisioldgicas de micromicetos saprobios y endofitos nativos de México
mediante la evaluacidn de su actividad enzimatica, solubilizacion de fésforo y

promocion del crecimiento vegetal in vitro.

Las evaluaciones se efectuaron en 45 cepas; 27 de micromicetos saprobios y
18 de enddfitos, todos ellos aislados de diferentes regiones de México. Para las
pruebas enzimaticas cualitativas correspondientes a celulasa, lacasa, manganeso
peroxidasa y lignina peroxidasa se emplearon medios sélidos reveladores. La prueba
cuantitativa de lacasa se realizO mediante espectrofotometria. Para valorar la
solubilizacion de fésforo se empleé en forma sdlida y liquida el medio revelador
Sundara, cualificandose mediante la medicion de halos y por espectrofotometria. De
los resultados de las evaluaciones fueron seleccionadas cinco cepas: Cladosporium
sp. (7ER), Arthrinium sp. (41RC), Gonatobotryum apiculatum (H105),
Parascedosporium putredinis (H113) y Pestalotiopsis sp. (SPC1) a las cuales se les
realizé la valoracion de su efecto in vitro sobre el desarrollo de plantulas de Arabidopsis

thaliana.

Los resultados mostraron que todas las cepas presentaron al menos una respuesta
positiva a las enzimas probadas. La actividad celulasa estuvo presente en el 80% de

las cepas, seguida de la lignina peroxidasa (66.6%), lacasa (44.4%) y manganeso



peroxidasa (6.66%). Las cepas Cerisporiopsis subvermispora (E220), Myrmecridium
schulzeri (E215) y Neopestalotiopsis sp. (E201) mostraron buena actividad enzimatica
celulasa y lignina peroxidasa en la evaluacion cualitativa. En la evaluacién cuantitativa
de la actividad lacasa, se corrobord el potencial de Cerisporiopsis subvermispora
(E220). En cuanto a la actividad para la solubilizacién de fésforo (SF), poco mas de la
mitad de las cepas formaron un halo de solubilizacion, siendo las cepas Cladosporium
sp. (7TER), Gonatobotryum apiculatum (H105) y Parascedosporium putredinis (H113)
las que mostraron una mejor respuesta a la evaluacion cualitativa de SF, destacando
las cepas H105 y H113, por sus mayores concentraciones de fésforo soluble en la

evaluacion cuantitativa.

Con respecto a la actividad promotora del crecimiento vegetal, las cinco cepas
seleccionadas provocaron reduccién en la longitud de la raiz primaria. Pestalotiopsis
sp. (SPC1) generd un efecto de inhibicion sobre la punta de la raiz primaria provocando
una curvatura en sentido contrario a la inoculacion del hongo, mientras que las cepas
Arthrinium sp (41RC) y Cladosporium sp. (7TER) provocaron el mayor efecto de
promocion del crecimiento vegetal al generar una alta induccion de raices laterales y

un incremento significativo del peso foliar.

Los resultados de este estudio ponen sobre relieve la importancia de explorar
hongos con diferentes formas de vida; de las especies estudiadas las cepas enddfitas
tuvieron mayor respuesta a la actividad enzimatica mientras que las saprobias
presentaron mejores resultados en la solubilizacion de fésforo. Estos estudios son
clave para comprender la capacidad fisiolégica y el potencial biotecnoldgico de los
hongos microscopicos. El aprovechamiento de los hongos nativos de nuestro pais
requiere tanto del fortalecimiento de ceparios con aislamientos de distintos ambientes
y formas de vida, como del desarrollo de investigaciones interdisciplinarias que
integren el conocimiento ecolégico, taxondmico, fisioldégico, bioquimico y

biotecnolégico de estos organismos.



ABSTRACT

The micromycetes are microscopic eukaryotes distributed all around the globe,
they hold a great ecological significance due to their role in diverse biological and
biogeochemical processes. Their complex metabolism and diverse genetics bestow
them multiple physiological capabilities, which makes them a focus point in biological
investigations because they represent a poorly explored source of bioactive molecules
with industrial applications such as paper production, pharmaceutics, agricultural and
food management, among others. The rising need to develop both sustainable and
ecofriendly technologies has uplifted the interest in exploiting this microorganism’s
biotechnological potential. In this context, the present study aimed to understand and
compare the physiological capacities of saprobic and endophytic micromycetes native
to Mexico by evaluating their enzymatic activity, phosphorus solubilization, and plant

growth promotion in vitro.

The evaluations were carried out on 45 strains: 27 saprobic micromycetes and
18 endophytes isolated from different regions of Mexico. Solid developer media were
used for the qualitative enzymatic tests for cellulase, laccase, manganese peroxidase,
and lignin peroxidase. The quantitative laccase test was performed
spectrophotometrically. Solid and liquid Sundara developer media was used to assess
phosphorus solubilization, and the test was evaluated by halo measurement and
spectrophotometry. From the SF results, the following five strains were selected:
Cladosporium sp. (TER), Arthrinium sp. (41RC), Gonatobotryum apiculatum (H105),
Parascedosporium putredinis (H113) and Pestalotiopsis sp. (SPC1) to evaluate in vitro

their effect on the development of Arabidopsis thaliana seedlings.

The results showed that all strains presented at least one positive response to
the tested enzymes. Cellulase activity was present in 80% of the strains, followed by

lignin peroxidase (66.6%), laccase (44.4%) and manganese peroxidase (6.66%). The



strains Cerisporiopsis subvermispora (E220), Myrmecridium schulzeri (E215) and
Neopestalotiopsis sp. (E201) showed good cellulase and lignin peroxidase enzymatic
activity in the qualitative evaluation; in the quantitative evaluation of laccase activity,
the potential of Cerisporiopsis subvermispora (E220) was corroborated. Regarding
phosphorus solubilization (SF) activity, just over half of the strains formed a
solubilization halo, with Cladosporium sp. (7TER), Gonatobotryum apiculatum (H105)
and Parascedosporium putredinis (H113) strains showing the best response to the
qualitative evaluation. In this case strains H105 and H113 stand out for their higher

concentrations of soluble phosphorus in the quantitative evaluation.

Regarding plant growth promotion activity, the five selected strains caused a
reduction in primary root length. Pestalotiopsis sp. (SPC1) generated an inhibitory
effect on the primary root tip, which developed a curvature in the opposite direction to
the fungal inoculation, while the strains Arthrinium sp. (41RC) and Cladosporium sp.
(TER ER) produced the greatest plant growth promotion effect by generating a high

induction of lateral roots and a significant increase in leaf weight.

The results of this study highlight the importance of exploring fungi with different
life forms; among the species studied, endophytic strains had a greater response to
enzymatic activity, while saprobic strains performed better in phosphorus solubilization.
These studies are key to understanding the physiological capacity and biotechnological
potential of microscopic fungi. Their utilization requires both the strengthening of strain
collections with isolates of micromycetes from different environments of Mexico and life
forms, and the development of interdisciplinary research that integrates ecological,
taxonomic, physiological, biochemical, and biotechnological knowledge of these

organisms.

Vi
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1. INTRODUCCION

Los hongos constituyen uno de los reinos mas diversos y abundantes de la
Tierra. Se caracterizan por ser organismos eucariontes, cuyas paredes celulares
compuestas principalmente por quitina, una nutricion heterétrofa basada en la
absorcion y la capacidad de reproducirse tanto sexual como asexualmente

principalmente mediante esporas (Herrera & Ulloa, 1990).

Dentro del Reino Fungi, mas del 60% de las especies corresponden a hongos
microscopicos 0 micromicetos, grupo que engloba a aquellas especies que desarrollan
esporoéforos (estructuras en donde se forman las esporas) de un tamaro inferior a 1
mm (Gams, 1992). A lo largo del tiempo, estos microorganismos han sido objeto de
estudio y asombro debido a sus caracteristicas morfologicas, genéticas vy fisiologicas,
las cuales les han conferido una extraordinaria plasticidad en sus roles o formas de
vida como saprobios, endofitos y patdgenos (Wrzosek et al., 2016). Las especies
saprobias son las que colonizan y obtienen nutrientes de la materia organica inerte,
las enddfitas son aquellas que viven dentro de los tejidos de su hospedante sin generar
sintomas aparentes, mientras que las parasitas son las especies que infectan y

colonizan a un hospedante causando enfermedad o deterioro de este (Walker, 2025).

Las especies saprobias son las mas abundantes y diversas, desempefian un
papel clave en los ciclos biogeoquimicos y bioldgicos, participando en procesos como
la descomposicion de desechos organicos, la liberacién y mineralizacion de nutrientes
esenciales (N, P, K, S). Por su parte las especies enddfitas forman una estrecha
relacion con su planta hospedera, participan en la resistencia al estrés abidtico,
adquisicion de nutrientes, asi como en la proteccién frente a patdgenos (Heredia et al.,
2008; Walker, 2025).

Las mismas caracteristicas y capacidades fisiolégicas que han permitido su
exitoso desarrollo ecolégico y adaptacién en practicamente todo el planeta, son
también la base de su potencial biotecnoldgico. Ejemplo de ello es la produccion de
enzimas extracelulares utilizadas para la degradaciéon de moléculas complejas en

estructuras de bajo peso molecular que son absorbidas e incorporadas al metabolismo

1



de los hongos. Esta notable actividad enzimatica ha sido ampliamente estudiada y
aprovechada en diversas industrias, como la papelera, textil y farmacéutica, entre otras
(Watkinson et al., 2016).

Dentro de este contexto, el uso de los hongos dentro de la agricultura es otra
de las areas de investigacion actual con gran importancia, puesto que son una
alternativa agroecolégica ante el uso de fertilizantes sintéticos (Palacios, 2023). Los
hongos promotores de crecimiento vegetal tienden a mejorar la tasa de germinacion y
el vigor de las semillas, impactan positivamente en el desarrollo de las raices y
aumentan el area foliar y contenido de clorofila. Todo esto es mediado a partir de
diversos mecanismos como la sintesis de fitohormonas, produccion de compuestos
volatiles y sideréforos, asi como la solubilizacion de minerales. Este ultimo mecanismo,
en particular, ha captado un notable interés por su potencial aplicacion en la
agricultura, destacandose la solubilizacion de fésforo como una de las estrategias mas
prometedoras para mejorar la disponibilidad de este nutriente esencial en suelos

agricolas deficientes en fosforo (Hossain et al., 2014).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hossain+MM&cauthor_id=24671024

2. ANTECEDENTES

Los hongos microscopicos son un grupo diverso con amplia distribucion en la
naturaleza y en ambientes antropizados. Por sus caracteristicas fisioldgicas, estos
organismos son considerados una fuente importante de moléculas con multiples
aplicaciones biotecnoldgicas. No obstante que aun son un recurso poco explorado,
han tenido un impacto significativo en diversas areas; ejemplo de ello es su
contribucion en la industria farmacéutica, mediante el desarrollo de nuevos
antibioticos, antimicoticos, antivirales y biomoléculas anticancerigenas. En la industria
alimentaria, los micromicetos juegan un papel fundamental al ser utilizados en el
proceso de fermentacién de productos como el pan y bebidas alcohdlicas, como el vino
y la cerveza, asimismo, estan involucrados en la produccion de colorantes y como
conservadores (Copetti, 2019). En el ambito agricola, el estudio de los micromicetos
ha permitido el desarrollo de agentes de biocontrol contra plagas y enfermedades, asi
como biofertilizantes promotores de crecimiento vegetal, mitigadores de estrés abidtico
(Meyer et al., 2020; Watkinson et al., 2016).

Mas alla de estos campos, los micromicetos tienen aplicaciones en las
industrias textil, papelera y de biocombustibles, e incluso en tendencias emergentes,
como la biotecnologia ambiental, respondiendo asi a las problematicas actuales del
planeta (Hyde et al., 2019; Sanchez et al., 2013). Parte de las capacidades asociadas
a las especies de micromicetos se deben a su capacidad para producir diversos tipos
de enzimas extracelulares, las cuales son liberadas al medio ambiente para degradar
los sustratos que colonizan, permitiéndoles asi llevar a cabo su nutricion. Debido a
esta capacidad, la caracterizacién y bioprospeccion de estos microorganismos
fungicos se ha apuntalado como un campo de investigacién prometedor, tanto desde
el punto de vista industrial como ambiental y agricola (Peraza et al., 2021). Entre las
capacidades fisiolégicas de los hongos microscopicos con aplicacion ambiental y
agricola estan la produccion de enzimas, la solubilizacion de fosfato y la estimulacion
del crecimiento radicular en las plantas aspectos que son estudiados en el presente

trabajo.



2.1. Hongos productores de enzimas de interés biotecnolégico

Como organismos heterétrofos, los hongos requieren obtener la energia
necesaria para su desarrollo de fuentes nutritivas externas. Los hongos colonizan y
penetran muy diversos tipos de materia organica o sustratos que pueden ser vivos 0
inertes, a través de sus hifas, las cuales secretan enzimas que desintegran las
macromoléculas, liberando estructuras quimicas de bajo peso molecular que el hongo
absorbe. Dicho mecanismo involucra tanto la digestion enzimatica como la penetracion
del sustrato mediante estructuras especializadas, lo que permite a estos organismos
colonizar una amplia variedad de materiales, desde materia vegetal en
descomposicion hasta residuos industriales. En la naturaleza, juegan un rol ecoldgico
fundamental en los procesos biogeoquimicos intimamente relacionados con el

reciclaje de nutrientes (Watkinson et al., 2016).

Las enzimas son proteinas especializadas que funcionan como catalizadores
de las reacciones quimicas que se desarrollan en los seres vivos. Su versatilidad e
importancia trascienden el ambito bioldgico, ya que se emplean en diversos sectores
industriales y actividades productivas (Borkakoti, 2025). Estos catalizadores biolégicos
pueden obtenerse de animales, plantas y microorganismos. Sin embargo, debido a la
capacidad limitada de las fuentes vegetales y animales para satisfacer la creciente
demanda de la industria, se ha prestado gran atencion a las fuentes microbianas.
Actualmente, el 50% de las enzimas industriales provienen de hongos, el 35% de
bacterias, y el 15% de plantas y animales. Las enzimas fungicas se destacan por
diversas ventajas que las convierten en lideres en la industria, tales como: a) su
compatibilidad, eficiencia y adecuacion para diversas aplicaciones; b) su produccién
extracelular, lo que simplifica el proceso de extraccion durante la purificacion; c) el
rapido crecimiento de los hongos, lo que permite tiempos de produccién mas cortos;
d) la necesidad de instalaciones reducidas en comparacion con las requeridas para la
obtencion de enzimas de otros origenes; y e) su mayor potencial de rendimiento en la

produccién (Deckers et al., 2020).



Dentro del espectro de enzimas producidas por los hongos, se encuentran las
enzimas lignoceluloliticas, que juegan un rol fundamental en la naturaleza al ser
biocatalizadores que participan en la descomposicion de la lignina y los materiales
celulésicos, posibilitando el reciclaje de nutrientes en los diversos ecosistemas. Debido
a sus multiples aplicaciones tanto en la industria como en la biotecnologia y
biorremediacién, las celulasas, lacasas y lignina peroxidasas destacan como tres

clases de enzimas de gran interés (Kango et al., 2019).

2.1.1. Celulasas

Las celulasas son un grupo complejo de enzimas que pertenecen a la familia de
las glicosido-hidrolasas y desempefian un papel crucial en la hidrélisis de los sustratos
celulésicos, convirtiéndolos en productos monoméricos al hidrolizar los enlaces 3-1,4-
glicosidicos de la celulosa. Este polisacarido es el principal constituyente de la pared
celular de las plantas y el carbohidrato mas abundante en la Tierra. Segun la
clasificacion de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB),
las celulasas se agrupan en tres categorias: 1) endoglucanasas, 2) exoglucanasas o
celobiohidrolasas, y 3) celobiosas o B-glucosidasas. Este complejo enzimatico actua
sobre diferentes partes de la celulosa, y su accién sinérgica transforma la celulosa en
glucosa mediante el proceso de hidrdlisis. Las endoglucanasas hidrolizan los enlaces
B-1,4-glicosidicos de manera aleatoria dentro de la cadena de celulosa (generalmente
en las regiones amorfas), formando fragmentos de distintos tamanos y con extremos
libres. Las celobiohidrolasas actuan progresivamente, descomponiendo los extremos
reductores y no reductores de la cadena de polisacaridos para liberar celobiosa, que
luego es descompuesta por las B-glucosidasas. Finalmente, las celobiosas o [3-
glucosidasas hidrolizan la celobiosa para producir unidades de glucosa (Jayasekara y
Ratnayake, 2019).

Con mas de tres décadas de presencia en los sectores comerciales, estas
enzimas siguen siendo de interés en la academia e industria, pues se posicionan en

segundo lugar en el mercado mundial de enzimas industriales. Dentro de los



principales campos industriales en que son usados estos biocatalizadores se

encuentran:

-Industria energética: en el uso de celulasas fungicas con el fin de mejorar la
conversion de biomasa para la produccién de biobutanol y bioetanol, asi como la
busqueda de nuevas enzimas termoestables (Ranganathan et al., 2022; Srivastava et
al., 2018)

-Industria textil: las celulasas son ampliamente conocidas en esta industria, su uso
inicié en la década de 1980. En la actualidad, este sector se encuentra obligado a
cambiar sus metodologias convencionales hacia tecnologias mas limpias, debido a la
contaminacion generada, es por ello por lo que el uso de enzimas ha cobrado mayor
relevancia. Dentro de los principales usos de las celulasas en la industria textil se
encuentran: 1) lavado de mezclilla y obtencion de textura y color deseable,
reemplazando el uso de productos quimicos y piedra pdmez, 2) biopulido de telas, para
la obtencién de una apariencia suave y brillante con un color mejorado. 3) eliminacion
de impurezas en las fibras de las telas, 4) reduccion del exceso de tinte de las telas y

5) tratamiento de lana (Korsa et al., 2023).

-Industria del papel y la pulpa: las celulasas tienen una amplia variedad de aplicaciones
en esta industria pues generan una apariencia de limpieza y brillo en los desechos del
papel para su rehuso, mejora la resistencia del papel, sustituyen los blanqueadores
quimicos y realizan un tratamiento mas amigable con el ambiente, de igual forma el
pulpeo asistido con estos biocatalizadores da como resultado una mejor calidad y
reduce el consumo de energia de estos procesos. También se utilizan en la fabricacion
de papel blando como sanitario y papel toalla, cartdén biodegradable y actualmente se
buscan nuevas alternativas de uso debido a las altas perspectivas de las celulosas

dentro de este sector (Singh et al., 2016).

-Industria de bebidas: en la fabricacion de cerveza, el uso de celulasas ha demostrado
una mejora en la extraccion de malta, ademas de una mayor tasa de fermentacion y
reduccion en la viscosidad del mosto. En la elaboracion de vino se ha demostrado que
se obtiene un excelente color, una mejor clarificaciéon y estabilidad del producto. Del

mismo modo, estas enzimas se utilizan para la extraccion y clarificacion de frutas y
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verduras, aumentan el aroma y potencia las propiedades del producto (Singh et al.,
2021).

2.1.2. Lacasas

Las lacasas pertenecen a la familia denominada oxidasas multicobre, las cuales
son capaces de catalizar la oxidacion de sustratos utilizando el oxigeno molecular
como aceptor de electrones. La unidad funcional de las lacasas fungicas incluye cuatro
cobres cataliticos coordinados covalentemente a la estructura principal de la proteina
por diez residuos de histidina y un residuo de cisteina. Los cuatro iones de cobre
contenidos en el sitio activo de la lacasa son clasificados segun sus caracteristicas
espectroscopicas en tipo 1 (T1): presenta una absorciéon a 605-610 nm, en estado
oxidado, le otorga un color azul caracteristico a las lacasas, tipo 2 (T2): no tiene senal
en los espectros de absorcion visibles y tipo 3 (T3): se caracterizan por estar en un
rango aproximado a 330 nm de absorcion (Loi et al., 2021). La accion catalitica de la
lacasa consiste en: i) reduccion del cobre T1 mediante la reduccion del sustrato, ii)
transporte interno de electrones desde el cobre T1 al cobre T2 y T3 y iii) reduccion del

oxigeno en agua en el sitio del cobre T2 y T3.

La lacasa fue aislada por primera vez del arbol asiatico Toxicodendron
vernicifluum o arbol de laca en el afio de 1883, una década después se describid la
primer lacasa fungica (Singh y Gupta, 2020). En los organismos fungicos, la lacasa
esta involucrada en diversas funciones fisiolégicas como en la respuesta ante el estrés,
esporulacion, desarrollo morfogénico, interacciones planta-patdgeno/huésped,
formacion de pigmentos y su rol mas estudiado que es la degradacion de la lignina
(Mate y Alcalde, 2016). Las lacasas fungicas poseen tres propiedades potenciales que
las convierten en biocatalizadores versatiles para la industria: a) actividad catalitica no
especifica sobre una gama de compuestos aromaticos y polimeros de lignina, b) son
ecoldgicas (solo requieren oxigeno y producen agua) y c) en la mayoria de los casos,

poseen un alto potencial redox, por estas grandes ventajas las lacasas se utilizan con



fines ambientales y en diversos sectores industriales (Aza y Camarero, 2023). A

continuacion se exponen algunos ejemplos al respecto:

-Biorremediacion: las lacasas han sido evaluadas con éxito como importantes
herramientas para la biodegradacion y transformacion de contaminantes. Se ha
demostrado su habilidad para detoxificar efluentes derivados de industrias papeleras,
agricolas y de textiles, también, se ha estudiado su uso para la eliminacion de la
contaminacion por hidrocarburos En cuanto a residuos farmacéuticos, se han
estudiado estas enzimas para eliminar contaminantes por antibiéticos, naproxeno y

carbamazepina en aguas residuales (Patel et al., 2020)

-Industria alimenticia: las lacasas han sido utilizadas en la produccion de bebidas para
eliminar compuestos fendlicos y estabilizar las propiedades organolépticas de los
productos finales, por ejemplo, para remover compuestos aromaticos, prevenir la
pérdida de sabor y prolongar la vida media de la cerveza y el vino. En la elaboracion
del pan, estos biocatalizadores modifican la textura y la consistencia de la masa,

incrementando la resistencia y estabilidad del producto (Aza y Camarero, 2023).

-Biosensores: gracias a su capacidad para catalizar la transferencia directa de
electrones, estas enzimas se han estudiado con el desarrollo de biosensores. Las
lacasas reducen el 0, a H,0 y posteriormente el biosensor registra el consumo de
oxigeno durante la oxidacion del analito, estos biosensores se han desarrollado para
diversos ambitos, como en la industria alimentaria para detectar polifenoles en jugos
de frutas, vino y tés y cuantificar la contaminacién fungica en mostos de uva. Los
biosensores basados en lacasa también se han desarrollado en biomedicina para

detectar insulina, morfina y codeina (Rodriguez et al., 2015).

2.1.3. Lignina peroxidasa

La lignina peroxidasa (LiP) es una enzima perteneciente a la familia de las
oxidorreductasas. Esta enzima cataliza la degradacion oxidativa dependiente del
hidrogeno de la lignina, y es ampliamente reconocida por su capacidad para

despolimerizar este compuesto, el cual es el segundo componente estructural mas



importante de la pared celular vegetal. La LiP fue descubierta en el macromiceto
Phanerochaete chrysosporium, a lo largo de los afos, se ha identificado que es
secretada por diversas especies de hongos y bacterias. Esta enzima participa
activamente en la degradacion de una amplia gama de compuestos aromaticos,

compuestos fendlicos y compuestos de lignina no fendlicos (Zainith et al., 2020).

La LiP ha adquirido cada vez mas atencidon dentro de las ciencias bioldgicas y
la industria debido a sus diversas aplicaciones biotecnoldgicas, como su uso dentro de
la produccion de cosméticos, textiles, biodegradacion de contaminantes,

procesamiento de pulpa, entre otros mas como son:

-Industria cosmética: al comprobarse su capacidad melanocitica al decolorar melanina
sintética, la LiP tiene un gran potencial de utilidad en las industrias de fabricacion de
cosmeéticos, principalmente en la elaboracion de productos para aclarar la piel (Falade
et al., 2016).

-Tratamiento de efluentes textiles y decoloracion de tintes: se ha demostrado que el
uso de isoenzimas de lignina peroxidasa para el tratamiento de aguas residuales para

la remocion de tintes como el azul de metileno e indigo (Parshetti et al., 2012).

Dentro de otros usos industriales de este biocatalizador se encuentra su aplicacion en
la industria de la pulpa y del papel permitiendo la sustitucion de métodos
convencionales de deslignificacion sin afectar la integridad de las fibras de celulosa,
de la misma manera esta enzima es fuente de aromaticos naturales, ademas se utiliza

para la produccion de vainillina y cerveza (Zainith et al., 2020; Chowdhary et al., 2020).

2.1.4. Manganeso peroxidasa

La manganeso peroxidasa (MnP) es una hemoproteina que pertenece a la
familia de las oxidorreductasas y se encarga de catalizar la despolimerizacién oxidativa
de la lignina. En la naturaleza, la MnP es producida principalmente por hongos
causantes de podredumbre blanca como Phanerochaete chrysosporium, Trametes sp.,
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Ganoderma lucidum entre otros. Asimismo, se ha reportado la produccion de MnP en
diversas bacterias, como Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens y Lactobacillus kefiri,
entre otras (Xu et al., 2017).

Gracias a su capacidad para oxidar diferentes compuestos aromaticos y
fendlicos, la manganeso peroxidasa (MnP) posee una amplia variedad de aplicaciones

industriales y biotecnoldgicas, entre las que destacan:

-Biorremediacion: se ha comprobado que la MnP actua como biocatalizador en la
degradacion de tintes de origen textil presentes en aguas residuales. Principalmente,
se ha estudiado la MnP producida por hongos del género Trametes (Lueangjaroenkit
et al., 2019).

-Industria alimentaria: el uso de MnP en el proceso de clarificacién de jugos de fruta
es de gran relevancia debido a su capacidad para descomponer compuestos fenélicos
hasta en un 89%, ademas de reducir la turbidez en este tipo de bebidas (Bilal et al.,
2017).

-Biocombustibles: se ha explorado su aplicaciéon en la produccion de bioetanal,
mediante el pretratamiento de residuos agricolas con enzimas ligninoliticas como la
MnP (Asgher et al., 2014).

2.2. Hongos promotores de crecimiento vegetal

El uso de microorganismos benéficos en la agricultura se ha transformado en
un area de investigacion de gran interés e importancia, por presentar un rol
fundamental en la seguridad alimentaria y en la produccion agricola sostenible, incluso
se ha planteado que el uso de biofertilizantes microbianos responde a la necesidad
global de implementar tecnologias agricolas sostenibles y respetuosas con el medio
ambiente, al mismo tiempo que contribuye a reducir los elevados costos econdmicos

y ambientales asociados a los fertilizantes sintéticos (Palacios, 2023).

Estos organismos microscépicos como lo son los hongos, bacterias y virus son

altamente diversos y constituyen la estructura bioldgica mas relevante del ecosistema
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del suelo. Gracias a su singularidad y dinamismo, los hongos promotores de
crecimiento vegetal (PGPF por sus siglas en inglés), se han convertido en candidatos

claves en la agricultura moderna y organica. (Kenneth et al., 2020).

Con respecto a los hongos, los PGPF constituyen un grupo heterogéneo de
especies no patdogenas asociadas a las plantas, que mediante diversos mecanismos
contribuyen a mejorar su salud y crecimiento. Es importante destacar que este grupo
esta conformado principalmente por hongos saprobios no simbioticos, los cuales
habitan libremente en la superficie de la raiz, en su interior o en la rizosfera (Murali, et
al.,, 2021). Estos hongos pueden diferir entre si en cuanto a habitat, fisiologia,
taxonomia y formas de interaccion con la planta. Ademas, un hongo que promueve el
crecimiento de una especie vegetal puede no ejercer el mismo efecto en otra, o dicho

efecto puede variar en funcién de diferentes condiciones ambientales.

Segun la literatura, la mayoria de los hongos clasificados como PGPF
pertenecen al filo Ascomycota (géneros como Aspergillus, Aureobasidium,
Chaetomium, Cladosporium, Colletotrichum, Trichoderma, Penicillium, Fusarium,
Purpureocillium, entre otros), aunque también se han identificado representantes de
los filos Basidiomycota (Limonomyces, Rhizoctonia, etc.) y Zygomycota (Mucor,
Rhizopus). Cabe senalar que algunos géneros como Fusarium, Colletotrichum y
Rhizoctonia pueden actuar como fitopatdgenos en determinadas especies vegetales,
aunque en otras pueden carecer de virulencia funcional (Hossain et al., 2017; Bent,
2006; Muslim et al., 2003).

Son multiples los beneficios que se pueden presentar en la interaccion PGPF-
planta en los organismos vegetales, dentro de los que resaltan: a) mejora en la tasa
de germinacion y vigor en las semillas, b) impacto positivo en el crecimiento de raices:
aumento de biomasa radicular, formacion de raices laterales y promocién de pelos
radiculares, c) aumento de area foliar y contenido de clorofila, d) influencia en el

numero, tamafio y momento de floracién, e) aumento en el contenido de compuestos
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bioactivos y f) proteccidén y resistencia ante estrés biodtico (patdégenos) y abidtico

(hidrico, salino, etc.), entre otros.

La interaccién entre hongos promotores del crecimiento vegetal y las plantas
constituye un proceso complejo, mediado por una diversidad de mecanismos tanto
directos como indirectos que favorecen el desarrollo vegetal. Entre estos mecanismos
se incluyen la sintesis de fitohormonas, la produccién de compuestos volatiles, el
incremento en la absorcion de nutrientes, produccion de sideroforos, la supresion o el
antagonismo frente a fitopatégenos, asi como la solubilizacion de minerales. Este
ultimo mecanismo, en particular, ha captado un notable interés en el ambito cientifico
por su potencial aplicacion en la agricultura, destacandose la solubilizacion de fésforo
como una de las estrategias mas prometedoras para mejorar la disponibilidad de este

nutriente esencial en los suelos agricolas (Hossain et al., 2014).

2.3. Hongos solubilizadores de fésforo

El fosforo (P) es uno de los elementos mas importantes y determinantes para el
crecimiento, desarrollo y reproduccion de las plantas. Desempefia un papel clave en
procesos celulares, como la sintesis de biomoléculas, la formacion y mantenimiento
de estructuras de membranas, ademas es un componente esencial de los acidos
nucleicos, fosfolipidos, ATP y ADP (fuentes de energia quimica). El fosforo también
estimula la germinacién de semillas y el vigor de las plantulas, promueve el desarrollo
de raices y tallos y mejora tanto el rendimiento como la calidad de los cultivos e incluso,
se ha reportado que puede conferir mayor resistencia a ciertas enfermedades
(Mixquititla y Villegas, 2016).

2.3.1. Ciclo del féosforo

Es un proceso biogeoquimico que regula el flujo de este nutriente esencial entre
el suelo, los organismos vivos y la materia organica. A diferencia de otros elementos,
el fésforo no tiene una fase gaseosa, por lo que su disponibilidad depende de procesos
fisicos, quimicos y biolégicos que ocurren en el suelo. Una gran parte del fésforo se
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encuentra en formas insolubles, lo que limita su aprovechamiento por las plantas. En
este contexto, los hongos del suelo desempefian un papel fundamental al liberar
acidos organicos y enzimas que movilizan el fosforo retenido en minerales vy
compuestos organicos. En los suelos, el fosforo existe principalmente en dos formas:

inorganica y organica.

El fésforo inorganico se origina de la meteorizacion de la roca madre y se
encuentra en minerales primarios como la apatita, hidroxiapatita y oxiapatita,
compuestos que, debido a su escasa solubilidad, limitan su disponibilidad inmediata
para las plantas. Bajo condiciones ambientales favorables, estos minerales pueden
liberarse lentamente y aportar fésforo al sistema bioldgico. A su vez, parte del fésforo
inorganico se adsorbe a la superficie de oxidos hidratados de hierro, aluminio y
manganeso, formando asociaciones aun mas dificiles de movilizar. Solo el 0,1% del P
total existe en una forma soluble disponible para la absorcion de la planta debido a su

fijacion en una forma no disponible (Zhou et al. 1992 ).

Paralelamente, la materia organica del suelo representa una reserva
significativa de fésforo, que puede abarcar entre un 5% y un 95% del total,
dependiendo del tipo de suelo y las condiciones ecoldgicas. Entre las formas
organicas, el fosfato de inositol o fitato destaca por su estabilidad y abundancia,
seguido de otros compuestos como fosfomonoésteres, fosfodiésteres, fosfotriésteres,
fosfolipidos y acidos nucleicos. Sin embargo, solo una pequefia fraccién del fésforo
organico se encuentra en estructuras directamente accesibles para los
microorganismos o las plantas, lo que resalta la importancia de los procesos de

solubilizacion impulsados por la micobiota del suelo (Reyes et al., 2023).

Diversos estudios han evidenciado que varios micromicetos tienen la capacidad
de solubilizar fosfatos, destacandose géneros como Penicillium, Aspergillus,
Curvularia, Fusarium, Trichoderma, Cladosporium y Paecilomyces. Se estima que los
hongos solubilizadores de fésforo (HSF) representan entre el 0,1 % y el 0,5 % de las
poblaciones fungicas totales en el suelo (Kucey, 1983).
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Entre sus principales ventajas, los HSF destacan por su estabilidad funcional, ya
que mantienen su capacidad de solubilizacién de fésforo incluso tras multiples
subcultivos en condiciones de laboratorio, a diferencia de las bacterias solubilizadoras
de fosforo. Ademas, su habilidad para desplazarse a mayores distancias en el suelo
les confiere una ventaja adicional en la movilizacion eficiente de este nutriente,

ampliando asi su impacto en el entorno rizosférico (Sharma, et al., 2013).

2.3.2. Mecanismos de solubilizacién de féosforo por HSF

La solubilizaciéon hace referencia al proceso mediante el cual el fésforo
inorganico, inicialmente no disponible, se transforma en formas asimilables para las
plantas (Sharma et al., 2013). En los micromicetos, la produccion de acidos organicos
representa el principal mecanismo de solubilizacion, donde el grupo anionico de estos
acidos reacciona con iones metalicos, formando complejos mas estables que los que

originalmente sostenian al fésforo, liberandolo asi al medio.

Acidos como el oxalico, maldnico, succinico y glucénico han sido identificados
en estos procesos. Esta estrategia resulta particularmente eficaz en suelos con pH
acido, bajo contenido de calcio y alto contenido de materia organica, ademas de
depender de la concentracion de fosforo disponible en el sistema (Reyes, et al., 2023;
Begonia et al., 2004). Ademas de la produccion de acidos organicos, algunos hongos
solubilizadores de fésforo emplean enzimas fosfatasa y fitasa para liberar fésforo de
compuestos organicos presentes en el suelo. Las fosfatasas hidrolizan enlaces fosfato
de moléculas simples, mientras que las fitasas actuan especificamente sobre el fitato,
una forma de fdsforo organico abundante pero poco disponible. La actividad
enzimatica es crucial en suelos ricos en materia organica, donde la liberacion de
fésforo inorganico favorece su absorcion por las plantas. La produccion de estas
enzimas puede variar segun el pH del suelo, la especie del hongo y la disponibilidad
del P (Sharma et al., 2013).
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3. JUSTIFICACION

La necesidad de desarrollar tecnologias sostenibles y respetuosas con el medio
ambiente ha impulsado el interés cientifico por el aprovechamiento de
microorganismos con potencial biotecnoldgico. En este escenario, los hongos
microscopicos debido a su notable versatilidad metabdlica, su capacidad de
adaptacién a multiples nichos ecoldgicos y su produccion de enzimas extracelulares,
representan una fuente de biomoléculas poco conocida con aplicaciones en diversos

sectores industriales y agricolas (Wrzosek et al., 2016).

A pesar del avance en la bioprospeccion de microorganismos, muchas cepas
nativas permanecen inexploradas, lo que limita su aprovechamiento en procesos
industriales que demandan biocatalizadores eficientes, estables y ambientalmente
seguros. Ademas de su capacidad enzimatica, diversos hongos poseen propiedades
que favorecen el crecimiento vegetal, ya sea mediante la solubilizacion de fésforo, la
produccion de fitohormonas o la mejora en la absorcion de nutrientes (Vassileva et al.,
2022). Esta multifuncionalidad resulta especialmente relevante para el desarrollo de
bioinsumos agricolas capaces de reducir la dependencia de fertilizantes y pesticidas

quimicos, y asi contribuir a una agricultura mas sustentable (Palacios, 2023).

En este contexto, la presente investigacion se justifica por la necesidad de
detectar e identificar hongos microscopicos nativos con potencial enzimatico,
capacidad fosfato solubilizadora y promocién del crecimiento vegetal para su
aplicacién en biotecnologia. Esta aproximacién holistica responde a los desafios
actuales de sostenibilidad, y permite avanzar hacia modelos de produccion mas

eficientes y respetuosos con el entorno.
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4. HIPOTESIS

Tomando en cuenta las capacidades fisioloégicas que los hongos han
desarrollado a lo largo de su evolucion, es de esperar que las cepas en estudio
presenten actividad enzimatica, capacidad solubilizadora de fésforo y efecto promotor
del crecimiento vegetal en distintos niveles de expresion, dependiendo de su forma de

vida saprobia o enddfita.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Conocer y comparar las capacidades fisioldgicas de micromicetos mediante su
produccion enzimatica, solubilizacién de fosforo y promocién del crecimiento vegetal
in vitro con el fin de identificar cepas con potencial para su aprovechamiento

biotecnoldgico.

5.2. Objetivos especificos

1. Evaluar mediante pruebas -cualitativas, la capacidad de produccién de
celulasas, lacasas, lignina y manganeso peroxidasas por parte de cepas de
micromicetos.

2. Evaluar mediante pruebas cuantitativas la produccién de lacasa por parte de las
cepas de micromicetos con mejor respuesta en la prueba cualitativa.

3. Evaluar de manera cualitativa y cuantitativa la capacidad de solubilizacion de

fosfato de micromicetos seleccionados.

4. Evaluar el efecto de la inoculacion de las cepas seleccionadas en el desarrollo

de plantulas de Arabidopsis thaliana DRS5 cultivadas in vitro.
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6. METODOLOGIA

El presente estudio se estructurd en tres bloques, en los cuales se evaluaron
distintas capacidades fisiologicas de cepas de micromicetos (Fig. 1): 1) la evaluacién
cualitativa de las enzimas celulasa, lacasa, lignina peroxidasa y manganeso
peroxidasa mediante medios reveladores, asi como la evaluacion cuantitativa de la
actividad lacasa; 2) la evaluacion cualitativa y cuantitativa de la solubilizacion de
fésforo (SF); y 3) la evaluacion del efecto inhibidor y/o promotor del crecimiento vegetal

en plantulas de Arabidopsis thaliana, considerando diversos parametros.

Reactivacion de cepas
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actividad enzimatica

y
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Evaluacion cuantitativa de la
actividad solubilizadora de P
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Evaluacion del efecto de
inoculacion en Aradidopsis
thaliana

Figura 1. Metodologia. Bloques de experimentacion.
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Las cepas utilizadas en el presente estudio (Tabla 1) fueron proporcionadas por

6.1. Reactivacion de cepas de micromicetos

el Laboratorio de Diversidad de Micromicetos (LDM) del Instituto de Ecologia A.C.

Estas cepas, previamente aisladas de diversas localidades, principalmente del estado

de Veracruz, fueron reactivadas en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA),

incubandolas durante 5-7 dias a temperatura ambiente. La ubicacién taxonémica de

las especies se obtuvo a partir de analisis moleculares de las regiones ITS y LSU

realizados por personal del LDM.

Los reactivos y formas de preparacion de los diferentes medios empleados en este

trabajo se detallan en los anexos que se mencionan a continuacion.

Tabla 1. Cepas utilizadas para las diferentes pruebas.

Clave Sustrato Forma de vida Lugar de origen
1ER Hoja de Quercus sp. Saprobio Hidalgo
41RC Restos vegetales Saprobio Veracruz
E220 Hoja de cicada Enddfito Veracruz
S202 Suelo Saprobio Veracruz
S77 Suelo Saprobio Veracruz
S78 Suelo Saprobio Veracruz
S79 Suelo Saprobio Veracruz
7ER Hoja de Quercus sp. Saprobio Hidalgo
S180 Suelo Saprobio Veracruz
E219 Hojas de cicada Enddfito Veracruz
19RC Restos vegetales Saprobio Veracruz
E216 Hoja de cicada Enddfito Veracruz
S$185 Suelo Saprobio Veracruz
H105 Restos vegetales Saprobio Veracruz
H113 Restos vegetales Saprobio Veracruz
21RC Restos vegetales Saprobio Veracruz
E215 Hojas de cicada Enddfito Veracruz
36RC Restos vegetales Saprobio Veracruz
E217 Hojas de cicada Enddfito Veracruz
E68 Hojas vivas Enddfito Veracruz
E64 Hojas de planta de dunas | Enddfito Veracruz
E201/0T5 | Peciolo de hoja de olmo Enddfito Veracruz
E200/EP3 | Peciolo de hoja defresno Enddfito Veracruz
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E214 Hojas de cicada Enddfito Veracruz
E65 Hojas de planta de dunas | Enddfito Veracruz
S105 Suelo Saprobio Veracruz
S181 Suelo Saprobio Veracruz
S98 Suelo Saprobio Veracruz
10ER Hoja de Quercus sp. Saprobio Hidalgo

E156 Tallo de liquidambar Enddfito Veracruz
E213/LMF3 | Hoja de liquidambar Enddfito Veracruz
EPG1 Peciolo Enddfito Chiapas
H7/D11 Restos vegetales Saprobio Veracruz
H79 Restos vegetales Saprobio Veracruz
H80 Hojas Q. germana Enddfito Veracruz
S206 Suelo Saprobio Veracruz
SPC1 Peciolo de cocoloba Saprobio Chiapas
SPT1 Peciolo Saprobio Yucatan

E218 Hoja de cicada Enddfito Veracruz
9ER Resto vegetal de bambu Saprobio Hidalgo

E67 Hojas de planta de dunas | Enddfito Veracruz
E63 Hojas de planta de dunas | Enddfito Veracruz
42RC Restos vegetales Saprobio Veracruz
8ER Hoja de aguacate Saprobio Hidalgo

18ER Resto vegetal Saprobio Hidalgo

6.2. Actividad enzimatica
6.2.1. Deteccion cualitativa de la actividad enzimatica

Para esta fase, se emplearon distintos medios de cultivo sélidos, de acuerdo
con la actividad enzimatica que se deseaba evaluar. Después de ser elaborados y

esterilizados, los medios de cultivo se dejaron reposar durante 24 horas.

La deteccion de actividad celulolitica se realizé de acuerdo con el protocolo de
Sazci y colaboradores (1986), utilizando un medio con carboximetilcelulosa (CMC)
como sustrato (Anexo 1). Las cepas fueron inoculadas en este medio e incubadas a
temperatura ambiente. Una vez que las colonias alcanzaron un diametro aproximado
de 3 cm, se aplicé una solucion de Rojo Congo al 1 %, cubriendo completamente las
colonias, y se dejaron en reposo durante 15 minutos. Posteriormente, la solucion fue

retirada y se anadié una solucion de NaCl 1 M, la cual se dejo actuar durante 15
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minutos antes de ser eliminada (Fig. 2A). La hidrdlisis de la CMC por celulasas se
evidencié mediante la formacion de halos incoloros alrededor de las colonias, lo que

confirmé la presencia de esta actividad enzimatica.

Figura 2. A) Realizacion de deteccion de celulasas con Rojo Congo. B) Visualizacion de pruebas
cualitativas para actividad enzimatica lacasa (cajas azules), lignina peroxidasa (cajas violetas) y
manganeso peroxidasa (cajas amarillas).

Por su parte, para la deteccion cualitativa de la actividad de las enzimas lacasa,
lignina peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP), se preparé un medio sélido
base (Rubilar, 2007), al que se incorporaron distintos compuestos reveladores,
dependiendo de la enzima a evaluar (Anexo 2). Para la deteccion de lacasa se utilizé
acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), que al ser oxidado por
las enzimas extracelulares del hongo cambia de incoloro a verde esmeralda. En el
caso de la lignina peroxidasa, se empled como revelador el colorante Azure B, el cual
cambia de azul violeta a incoloro en presencia de la enzima. Finalmente, para la
deteccion de manganeso peroxidasa se utilizé Rojo fenol, que presenta una
decoloracion de amarillo a naranja ante la enzimatica en cuestiéon (Fig. 2B). Cada una
de las pruebas enzimaticas en medio soélido se realizd por triplicado. Después de una

semana de inoculacion en los medios reveladores y en el caso de celulasas, una vez
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que las colonias alcanzaron un diametro aproximado a 3 cm y se le realizara la prueba
correspondiente, se procedid a la clasificacion de las respuestas cualitativas para las
diferentes actividades enzimaticas evaluadas. Para ello, se realizaron las mediciones
de los halos de respuesta formados, a los cuales se les resté la medida del halo de la
colonia. Dichos valores se catalogaron empleando una escala establecida para este
trabajo: - = halo no presente, + = menora 1 cm, ++ =de 1 a2 cm, +++ = mayor a 3

cm.
6.2.2. Evaluacion cuantitativa de la actividad lacasa

El ensayo se realizd con las cepas seleccionadas a partir de sus resultados en
la determinacion cualitativa de la actividad lacasa, siguiendo el protocolo descrito por
Arambula (2017). Cada cepa fue inoculada con diez discos de micelio (5 mm de
diametro) en tubos Falcon de 50 mL que contenian 10 mL de buffer de acetato de sodio
(Fig. 3A) (ver Anexo 3). Los tubos se colocaron aleatoriamente en una incubadora con
agitacion orbital a temperatura ambiente, a 70 rpm, durante 24 horas (Fig. 3B).
Posteriormente, las muestras se filtraron con papel Whatman No. 42 para eliminar la
biomasa fungica (Fig. 3C). Del filtrado, se tomaron 200 pL del extracto fungico, a los
cuales se anadieron 100 yL de ABTS (0.5 mM) y 700 pL de buffer de acetato de sodio.
Tras agitar la mezcla, se realizé la lectura de absorbancia a 420 nm durante tres
minutos en un espectrofotdmetro modelo Genesys 10S UV-Vis (Fig. 2D). Con los datos
obtenidos, se calculé la actividad enzimatica de lacasa expresada en unidad de

actividad enzimatica lacasa (U/L) mediante la ecuacion propuesta por Paez (2012).

U AAbs V't
) = x 100000

Lacasa(a T tx&xAxVUm
En donde:
AAbs= Absorbancia final — Absorbancia inicial
Vt= Volumen total

t= Tiempo de reaccion de 3 minutos
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&= Valor de coeficiente de extincidn de extincién de 29,300 mol/cm
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Figura 3.A) Inoculacion de cepas en tubos Falcon. B) Tubos colocados en incubadora con agitacion
orbital. C) Proceso de filtrado del extracto fungico. D) Espectrofotometro durante medicién de
absorcion.
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6.3. Actividad solubilizadora de fésforo

6.3.1. Deteccion cualitativa de solubilizacion de fésforo

Para esta actividad se aplicé el método descrito por Sundara y Sinha (1963) en
el que se utiliza medio sdlido revelador de fosfatos (Anexo 4). Este fue vaciado en
cajas de Petri, dejado solidificar y reposar durante 24 horas. Posteriormente, se
procedid a la inoculacion de las cepas mediante la colocacién de un punto en el centro
de cada caja de Petri. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 3-
7 dias en dependencia de la dinamica de crecimiento de las cepas. Una vez que las
colonias alcanzaron un diametro aproximado de 3 a 3.5 cm se clasificaron las
respuestas cualitativas de solubilizacién de fésforo. La capacidad de solubilizacién de
fésforo (SF) se determind por la presencia de un halo hialino alrededor de la colonia.
De igual forma que con la evaluacién cualitativa de actividad enzimatica, se midieron
de los halos de respuesta formados, a los cuales se les restd la medida del halo de la
colonia. Para este estudio se catalogaron las respuestas de la siguiente forma: - = halo

no presente, + = menora 1 cm, ++ =de 1 a 2 cm, +++ = mayora 3 cm.

6.3.2. Evaluacion cuantitativa de la solubilizacion de féosforo

La evaluacion cuantitativa se llevd a cabo solamente en las cepas que
presentaron una mayor respuesta en el ensayo cualitativo. Los cultivos seleccionados
se inocularon (cinco discos de micelio de 5 mm de diametro) en matraces Erlenmeyer
de 250 mL con 75 mL de medio liquido de Sundara (sin agar). Para cada cepa se
prepararon cinco repeticiones, como testigos se incluyeron cinco matraces unicamente
con medio. Los matraces se colocaron aleatoriamente en una incubadora con agitacion

orbital a temperatura ambiente y en movimiento a 70 rpm.

Los muestreos se realizaron a 5, 12, 15, 20 y 25 dias posteriores a la inoculacion. En
cada fecha, y bajo condiciones asépticas, en tubos de ensaye se vaciaron 15 mL de
cada cultivo. Las muestras fueron filtradas con papel Whatman No. 42 para eliminar la
biomasa fungica (Fig. 4A, 4B). Posteriormente, se midié el pH del filtrado con un
potenciometro. Las muestras fueron diluidas en proporcién 1:50 con agua destilada

estéril, a cada una se le anadieron 2 mL de reactivo combinado (Anexo 5). Las mezclas
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se dejaron en reposo durante 20 minutos, posteriormente, se tomaron 10 mL y en un
espectrofotometro modelo Genesys 10S UV-Vis se midi6 la absorbancia a 880 nm. La
concentracion de fosforo soluble se determind mediante el método colorimétrico de
reduccion con acido ascorbico (Fig. 4C). Los datos obtenidos se compararon con una

curva estandar de fosforo y se expresaron en mg/L con ayuda de la siguiente ecuacion:
CTP = (FD) (C. mg/L)

En donde:

FD = Factor de dilucién de la muestra

C. mg/L = (Absorbancia de la muestra — intercepto) / (pendiente)

Figura 4. A) y B) Proceso de filtracion de muestra C) Muestras después de haberse afiadido el reactivo
combinado.

6.4. Evaluacion de la actividad promotora de crecimiento vegetal

Este ensayo se llevd a cabo con las cepas seleccionadas de acuerdo con los
resultados en la evaluacion de solubilizacion de fésforo; las cuales fueron
Cladosporium sp. (7TER), Gonatobotryum apiculatum (H105) y Parascedosporium
putredinis (H113) junto con las cepas Arthrinium sp. (41RC) y Pestalotiopsis sp.
(SPC1), las cuales fueron seleccionadas al azar (Fig. 5). El método que se empleé fue
el descrito por Castillo y colaboradores (2021), con modificaciones a las condiciones

del presente estudio.
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Los parametros evaluados en este bioensayo fueron: a) la longitud de las raices
primarias, b) el numero y densidad de raices laterales, c) el peso fresco radicular y

foliar, d) concentracion de clorofila y e) visualizacion de auxinas.

6.4.1. Desinfeccion y siembra de semillas

Para esta evaluacion se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana de la linea
DRS5, las cuales fueron proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia Ambiental
del Instituto de Ecologia A.C. Las semillas fueron desinfectadas siguiendo el siguiente
protocolo: (a) lavado con etanol al 96 % durante 7 minutos; (b) lavado con hipoclorito
de sodio al 20 % durante 7 minutos; y (c) seis enjuagues con agua destilada estéril.
Posteriormente, las semillas fueron colocadas en tubos Eppendorf con 500 uL de agua
destilada estéril y mantenidas en reposo a 4 °C durante 24 horas. Transcurrido este
periodo, el material vegetal fue sembrado utilizando una micropipeta de 10 pL en cajas
de Petri con medio Murashige y Skoog (MS) previamente preparado (Anexo 6). En
cada caja se dispusieron tres hileras con 13 semillas cada una. Finalmente, las cajas
fueron selladas y colocadas en una camara de crecimiento para plantas, en posicidon

inclinada.

6.4.2. Inoculaciéon hongo-planta

Tras siete dias de incubacion, las plantulas fueron transferidas a cajas de Petri
con medio MS, utilizando pinzas estériles. En cada caja se dispuso una fila con 10
plantulas, distribuidas de manera uniforme. Posteriormente, bajo condiciones
asépticas y con ayuda de un bisturi estéril, se cortdé un fragmento de micelio de 0.5 x
0.5 cm de las cepas seleccionadas. Estos fragmentos se colocaron en el extremo
opuesto de cada caja (Fig. 6). Finalmente, las cajas se sellaron cuidadosamente y se

colocaron nuevamente en la camara de crecimiento.
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Figura 5. Colonias en medio de cultivo y microscopia de las cepas seleccionadas. 1) Cladosporium sp
(7ER.), 2) Arthrinium sp. (41RC.), 3)Gonatobotryum apiculatum (H105), 4) Parascedosporium
putredinis (H113) y 5) Pestalotiopsis sp. (SPC1)
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Se establecieron 6 tratamientos experimentales: 3 con cepas previamente
seleccionadas por su capacidad solubilizadora de fésforo, 2 con cepas elegidas al azar,

y un tratamiento testigo sin hongo. De cada tratamiento se realizaron 3 réplicas.

Figura 6. Inoculacién hongo-planta en Medio MS cepa H105-planta y cepa SPC1-planta

6.4.3. Medicion de raices primarias, conteo de raices laterales y
obtencion de peso fresco

Transcurridos 5 dias de incubacién, utilizando un microscopio estereoscopico
Leica equipado con camara se tomaron fotografias del follaje, las raices laterales y la
raiz primaria de las plantulas (Fig. 7A, B, C), Posteriormente, se llevo a cabo el conteo
de raices laterales y la medicion de la raiz primaria. Finalmente, las plantulas fueron
seccionadas en follaje y sistema radicular con ayuda de un bisturi y ambas partes

fueron pesadas por separado.

Figura 7. A) Obtencion del peso fresco de la biomasa. B) Toma de imagenes del follaje. C) Toma de
fotografias de las raices laterales.
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6.4.4. Concentracion de clorofila

El follaje fue colocado en una placa de 24 pocillos, debidamente etiquetada (Fig.
8A). A cada pozo con el material vegetal le fue agregado 1 ml de acetona al 80%, la
placa fue cerrada con aluminio y puesta en oscuridad durante 3 horas. Después de
este tiempo, utilizando una micropipeta, 10 yL de cada pozo anterior fue colocado por
triplicado en una placa de 96 pozos, asi como 3 pozos con acetona al 80% (Fig. 8B).
Esta placa fue ingresada a un lector de microplacas BioTek (Fig. 8C) para la obtencion
de dos absorbancias: A663 y A647. Con estas mediciones, se calcularon los mg de
clorofila por gramos de peso fresco con la siguiente ecuacion (Lichtenthaler, 1987):

mg Chl per g FW=[7.15 x A663) + (18.71 x A647)] / [1000 x FW]
Donde:

FW= peso fresco

Figura 8. Obtencién de la concentracion de clorofila. A) Material vegetal sumergido en acetona al 80%.
B) Extractos. C) Lecturas de muestras en microplacas.

6.4.5. Visualizacién de la expresiéon de auxinas en A. thaliana linea DR5:
GUS

Para la visualizacion de la produccion de auxinas, se siguid el siguiente
protocolo (Tinoco et al., 2024): en una placa de 24 pozos se colocaron las plantulas
junto con 200 pL de X-Gluc en cada pozo y se incubaron durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo, la solucion fue retirada y el material vegetal se incubé a 62 °C
con 1 mL de la Solucién 1 (Anexo 7) durante 40 minutos. Posteriormente, se elimind
dicha solucion y se afadid 1 mL de la Solucién 2, dejandose en reposo a temperatura

28


https://www.sciencedirect.com/author/7006918218/hartmut-karl-lichtenthaler

ambiente durante 25 minutos.Tras este paso, se procedio a la rehidratacion del tejido
con etanol al 40 %, 20 % y 10 %, con una duracién de 20 minutos cada uno. Finalizado
este proceso, el material vegetal se transfirio a una solucion de glicerol al 50 % y se
incubd durante 45 minutos. Finalmente, las muestras fueron limpiadas con alcohol,
montadas en portaobjetos y observadas bajo un microscopio estereoscoépico para la
toma de imagenes. En las plantas transgénicas pertenecientes a la linea DR5:GUS, el

color azul en los tejidos indican la expresion de las auxinas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Deteccion cualitativa de actividad enzimatica

En la tabla 2 se presenta el listado de las cepas estudiadas junto con las

respuestas a las diferentes actividades enzimaticas y a la solubilizacion de fésforo.

Todas las cepas tuvieron respuesta positiva al menos para una de las cuatro
enzimas probadas: 12 presentaron actividad para una enzima, 22 para 2 enzimas, 11
para tres enzimas y en ningun caso se encontré actividad para las cuatro enzimas
(Tabla 2). Debido a su modo de nutricidén, los hongos requieren sintetizar enzimas
extracelulares para descomponer polimeros complejos en moléculas mas simples, las
cuales obtienen del sustrato donde se desarrollan e incorporan mediante mecanismos
dinamicos de absorcién a su metabolismo. La produccion de dos o0 mas enzimas por
una especie fungica se asocia con una amplia capacidad de adaptacion ecoldgica y
evolutiva, ya que estos microorganismos han desarrollado mecanismos para colonizar
practicamente cualquier tipo de sustrato organico vivo o inerte y obtener nutrientes

para su sobrevivencia (Hage y Rosso, 2021).

De mayor a menor se encontré que el 80% (36 cepas) del material biolégico
evaluado mostré produccion de celulasas, el 66.6% (30 cepas) actividad lignina
peroxidasa, el 44.4% (20 cepas) actividad lacasa y unicamente el 6.66% (3 cepas)

presento actividad manganeso peroxidasa.

Celulasas. Las celulasas son enzimas ampliamente distribuidas entre los
micromicetos, particularmente entre especies saprobias presentes restos vegetales
(McGuire y Treseder, 2010). Estas enzimas desempefian un papel clave en la
naturaleza al degradar la celulosa considerada como el polimero organico mas
abundante en el Reino Vegetal (Mondal et al., 2022). Aunque esta actividad enzimatica
estuvo presente en la mayoria de las cepas estudiadas su expresion de acuerdo con
la categorizacion establecida fue de baja a moderada, encontrandose solo en una cepa

como buena (Fig. 9A).
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Tabla 2. Evaluacién cualitativa de actividad enzimatica (C. celulosa, L. lacasa, LP.
lignina peroxidasa, MP. manganeso peroxidasa) y solubilizadora de fésforo (SF) de las
cepas estudiadas. += baja, ++= moderada, +++= buena, -= nula. S= saprobio, E=
endofito.

Clave/Forma | Aproximacion taxondémica segun Actividad enzimatica SF
de vida analisis molecular
C L LP MP

1ER/S Alternaria sp. - - ++ - ++
41RC/S | Arthrinium sp. ++ - ++ - -
E220/E Ceriporiopsis subvermispora +++ | +++ - + -
S202/S Chaetomium sp. + ++ + - +
S77/S Chaetomium sp. ++ + - - ++
S78/S Chaetomium sp. ++ - ++ - -
S79/S Chaetomium sp. + - + - ++
7ER/S Cladosporium sp. + ++ + - +++
S180/S Cladosporium sp. ++ - - - +
E219/E Diaporthe sp. + - + - -
19RC/S | Distoseptispora sp. + - + - -
E216/E Dothistroma pini + + + - -
S185/S Fusarium sp. + - - - ++
H105/S | Gonatobotryum apiculatum + + + - +++
H113/S | Parascedosporium putredinis + + - - +++
21RC/S | Helicotruncatum sp. + + + - -
E215/E Myrmecridium schulzeri + + +++ - +
36RC/S | Myrothecium sp. + ++ + - -
E217/E Neofosicoccum parvum - + ++ - -
EG8/E Neofusicoccum australe - + +++ - -
E64/E Neofusicoccum luteum - + ++ - -
E201/E Neopestalotiopsis sp. + - +++ |+t -
EP3/E Neopestalotiopsis sp. - - + ++ +
E214/E | Nigrospora sp. ++ + - - -
EG5/E Penicillium corylophilum ++ - - - +
S105/S Penicillium sp. ++ - - - +
S181/S | Penicillium sp. ++ - - - +
S98/S Penicillium sp. ++ - - - +
10ER/S | Periconia algeriana ++ ++ + - +
E156/E | Pestalotiopsis sp. - ++ | +++ - -
E213/S | Pestalotiopsis sp. ++ + ++ - -
EPG1/E | Pestalotiopsis sp. - + + - +
H7/S Pestalotiopsis sp. ++ - - - +
H79/S Pestalotiopsis sp. + - + - +
H80/E Pestalotiopsis sp. ++ - + - -
S206/S | Pestalotiopsis sp. + - + - +
SPC1/S | Pestalotiopsis sp. + - ++ -
SPT1/S | Pestalotiopsis sp. + - - - -
E218/E Pestalotiospsis oryzae + - + - +
9ER/S Pithomyces sp. - ++ + - +
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E67/E Purpureocillium lilacinum + - - - -
E63/E Stemphylium lycopersici + - + - +
42RC/S | Subulispora sp. - ++ + - -
8ER/S Torula sp. + - - - ++
18ER/S | Trichothecium roseum + - - - +

Diversos factores pudieron influir en el resultado de esta evaluacion, entre los
cuales esta el tiempo de crecimiento de las cepas, asi como sus adaptaciones
bioldgicas, en especifico, el sustrato de donde fueron aisladas y por ende su forma de
vida en la naturaleza. Entre las nueve cepas que no tuvieron actividad celulolitica, seis
corresponden a especies enddfitas, lo que podrian sugerir que para estas especies la
sintesis de celulasas no resulta esencial puesto que su nutricion depende mas bien de
las sustancias que sintetiza la planta (Alam et al., 2021), a diferencia de las especies
saprobias que requieren degradar las paredes celulares de las plantas para absorber
los carbohidratos y azucares que requieren para su desarrollo (Walker, 2025). Con
excepcion de tres cepas saprobias, todas las demas (24) fueron positivas a la

produccion de celulasas.

Actividades enzimaticas

Buena (+4+) Buena (+++)
A) 2.22% Nula (-) B) Regular (++) 2.22%

Regular (++)
28.88%

Baja (+)
48.88%

Celulosa

Q)

Nula ()

93.33%

Lignina peroxidasa Manganeso peroxidasa

Figura 9. Proporcién de especies con y sin actividad en las diferentes enzimas probadas. A) Celulasa.

B) Lacasa. C) Lignina peroxidasa. D) Manganeso peroxidasa.
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Para complementar esta bioprospeccién la evaluacion cuantitativa a diferentes
tiempos de desarrollo de las cepas y bajo diferentes tipos de sustratos, tematicas de
suma importancia que por cuestiones de tiempo no fueron abordadas en el presente

trabajo.

En particular, segun la categorizacién establecida, la cepa E220, con una
aproximacion taxonomica a Ceriporiopsis subvermispora, fue la unica que presento
una respuesta cualitativa alta en celulasas. Esta especie, aunque fue encontrada como
un endofito en una hoja de una cicada en el presente estudio, ha sido reportada como
causante de podredumbre blanca con actividad ligninolitica y celulolitica (Magalhaes
et al., 20006).

Cabe mencionar que entre las cepas que presentaron una respuesta moderada
a la sintesis de celulasas se encuentran dos cepas ubicadas dentro del género
Chaetomium, en el cual incluyen especies que destacan por su potencial celulitico (Al-
Kharousi et al., 2015). Especies de este género han sido reportadas en la literatura
con importantes aplicaciones en la biotecnologia, ejemplo de ello son las especies C.
variabile, C. elegans y C. fusimorme por su capacidad para producir celulasas y
lacasas, con potencial en la industria de los biocombustibles (Rao et al., 2023). Es
interesante resaltar que las especies del género Chaetomium no solo sobresalen por
su capacidad enzimatica, sino que también por la sintesis de otras moléculas dado
que, a la fecha, han sido identificados aproximadamente 500 metabolitos de 40
especies de este género, muchos de ellos con actividades bioloégicas que van desde
antitumorales, antiinflamatorias, antimicrobiana hasta resistencia a condiciones

adversas y proteccion a plantas contra otros microorganismos (Rao et al., 2023).

De igual forma las 4 cepas estudiadas del género Penicillium, obtuvieron una
respuesta celulolitica positiva, cabe mencionar que todas son micromicetos saprobios
aislados de suelos agricolas y de bosque mesdfilo, caracteristicas que seguramente
definen su actividad enzimatica. El género Penicillium es conocido ampliamente dado
gue una de sus especies fungié como fuente original de la penicilina considerada como
el primer antibiético. Actualmente también es conocido por producir enzimas que

degradan proteinas, xilano, almidon y desechos agricolas (Yoon et al., 2007). En el
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caso de las especies del género Pestalotiopsis, tres cepas obtuvieron un resultado
moderado para la produccion de celulasas, dicha actividad ha sido documentada en la
literatura, para Pestalotiopsis versicolor y Pestalotiopsis microspora bajo condiciones
de fermentacion para evaluar el efecto del pH y la temperatura en su produccion (Rao
et al., 1983; Goukanapalle et al.,, 2020). En los ultimos anos especies del género
Pestalotiopsis han sido objeto de numerosos estudios, revelando su amplia diversidad
y distribucion en todo tipo de ecosistemas, a la fecha han sido descritas 457 especies
(Index Fungorum, consulta septiembre 2025), de las cuales se han identificado mas
de 200 metabolitos secundarios con actividades anticancerigenas, antifungicas,
antibacteriana, nematicida, entre otras (Wu, et al., 2022). Cabe mencionar que la
mayoria de las especies aun no han sido estudiadas en cuanto a sus capacidades
enzimaticas, lo que sugiere la necesidad de explorar la bioprospeccién y analisis mas

profundo de Pestalotiopsis.

Por otro lado, la cepa 10ER, identificada morfolégica y molecularmente como
Periconia algeriana, también present6 actividad moderada para celulasas. A pesar de
que en el género Periconia se han descrito 238 especies (Index Fungorum, consulta
septiembre 2025), practicamente se desconoce sus capacidades fisiologicas,
unicamente se encontrdé un reporte para Periconia epilithographicol en cuanto a su

actividad enzimatica celulasa (Rodriguez et al., 2025).

Lacasas. Las lacasas fungicas tienen un amplio espectro en cuanto a su
aplicacién biotecnoldgica, asi mismo se ha comprobado que tienen un gran potencial
en la remocion de compuestos xenobidticos contaminantes en suelo y agua en el area
de biotecnologia ambiental (Panchal et al., 2024). El 44.4% de las cepas estudiadas
presento en diferente grado una respuesta positiva a la presencia de lacasa (Fig. 9B).
De nueva cuenta, como en el caso de la actividad celulasa, la cepa E220, fue la Unica
que presentd una respuesta buena en la categorizacion de la actividad cualitativa para
lacasa. Este resultado refleja la compleja bateria enzimatica que tiene esta especie,
resultado que es congruente con el trabajo de Magalhaes (2006) quienes sefalan a
este hongo como un agente productor de podredumbre blanca. Los datos obtenidos

en el presente trabajo evidencian la capacidad de esta especie de transitar de endoéfito
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a saprobio, lo cual ha sido sefialado para otras especies enddfitas cuya plasticidad es

favorecida por su versatilidad enzimatica (Lahrmann et al., 2013).

Dentro de la categoria de actividad moderada para lacasa se encuentran siete
cepas: Chaetomium sp. (S202), Cladosporium sp. (TER), Myrothecium sp. (36RC),
Pestalotiopsis sp. (E156), Pithomyces sp. (9ER), Periconia sp. (10ER) y Subulispora
sp. (42RC); de las cuales hasta la fecha solo para especies de los géneros
Chaetomium, Cladosporium, Myrothecium y Pestalotiopsis se ha reportado actividad
lacasa. Chefetz y colaboradores realizaron el aislamiento de la especie Chaetomium
thermophilium a partir del compostaje de residuos urbanos, (Chefetz et al., 1998). En
el caso de Cladosporium, Thrimothi et al. (2023) aislaron de muestras de suelo
Cladosporium cladosporioides, en dicho estudio los autores posicionan a los hongos
microscopicos como una alternativa novedosa para la produccion de enzimas
ligninoliticas ademas de los hongos de podredumbre blanca que son tradicionalmente

utilizados.

En el caso del género Myrothecium se tiene registro que la especie M. verrucaria
fue estudiaba para explorar su rendimiento de produccién de la enzima lacasa en
medio liquido y utilizando diversas fuentes de carbono naturales como avena y trigo,
asi como fueron analizados factores como el pH y temperatura (Podieiablonskaia et
al., 2017).

Por su parte, para el género Pestalotiopsis un aspecto notable es que la
actividad lacasa ha sido detectada tanto en cepas aisladas de suelos terrestres como
de sedimentos marinos, lo que revela su versatilidad para colonizar diferentes
ecosistemas y la diversidad de su bateria enzimatica (Maharachchikumbura et al.,
2011). Este hallazgo abre nuevas posibilidades para explorar los hongos marinos como
una fuente de recursos bibticos con potencial biotecnolégico (Feng et al., 2013). En el
presente trabajo, la cepa correspondiente a Pithomyces (9ER) obtuvo una actividad
moderada para lacasa, por el contrario, en un estudio realizado por Uzma y
colaboradores (2016) con hongos enddfitos de plantas medicinales, los autores no

encontraron respuesta positiva para la actividad lacasa en ninguna de las dos especies
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del género Pithomyces analizadas (Uzma et al., 2016). Lo que demuestra que no es
posible generalizar las capacidades enzimaticas de los hongos puesto que al parecer

estas son especificas para cada cepa en dependencia de su origen.

También la cepa 10 ER determinada taxondmicamente como Periconia algeriana tuvo
una actividad lacasa moderada, al respecto no se encontré ningun reporte de la
produccion de lacasa para especies de este género, por lo que este estudio seria la
primera contribucién en la que se detecta esta actividad para una especie de este

género.

Lignina peroxidasa. A esta enzima se le han encontrado diversas aplicaciones
industriales, las cuales la vuelven de interés biotecnolégico, dado que su uso abarca
procesos implicados en la biorrefineria, produccion de papel y textiles, biorremediacion

y productos dermatoldgicos (Falade et al., 2016).

Después de la actividad celulasa, la presencia de la lignina peroxidasa estuvo
presente en mas de la mitad de las cepas estudiadas, encontrandose para 4 cepas
una respuesta catalogada como buena, siendo la actividad enzimatica con mayor
numero de cepas en esta categoria (Fig. 9C), correspondiendo estas cepas a
Myrmecridium schulzeri (E215), Neofusicoccum australe (E68), Neopestalotiopsis sp.
(E201) y Pestalotiopsis sp.(E156).

De estas, las especies de los géneros Pestalotiopsis y Neopestalotiopsis han sido
reportadas como productoras de lignina peroxidasa, y se les ha atribuido un alto
potencial en procesos de biorremediacion (Naranjo-Bricefo et al., 2006; Khruengsai et
al., 2023). Las especies restantes, aun no reportadas para esta actividad, podrian
representar nuevas fuentes enzimaticas con aplicaciones relevantes en el ambito
ambiental e industrial.

El género Myrmecridium el cual consta de 29 especies descritas (Index Fungorum,
consulta septiembre 2025), hasta la fecha ninguna de sus especies ha sido reportada
en la literatura con actividad lignino peroxidasa. Recientemente Davi (2024) reporté la
actividad productora de celulasa, xilanasa y lipasa de la especie M. schulzeri

sefalandola como una de las dos mejores cepas productoras de enzimas en su
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estudio. De igual forma, la especie M. schulzeri fue reportada como un microorganismo
benéfico en la interaccién con la especie de orquidea Bletilla striata al mejorar su
crecimiento y desarrollo a partir de la produccion de acido indol-3-acético, abriendo
nuevas posibilidades para el cultivo de las orquideas en el mercado (Jiang et al., 2025).
Por su parte, el género Neofusicoccum el cual también mostrdé una categoria buena
para la actividad lignino peroxidasa, esta integrado por 74 especies (Index Fungorum,
consulta septiembre 2025). De igual manera, no existe registro sobre la produccion de
lignina peroxidasa para ninguna de sus especies. Principalmente este género es
conocido por su fitopatogenicidad en cultivos como la vid (Massonnet et al., 2017),
estilo de vida al que se le atribuye la produccidén de enzimas que le permiten degradar
las barreras vegetales y colonizar a las plantas. Restrepo y colaboradores (2023)
estudiaron la actividad enzimatica de la especie N. parvum la cual mostré produccion
de xilanasas, endoglucanasas y glucosidasas, sin deteccidn de actividad para lacasas
ni peroxidasas. Los autores mencionan que N. parvum cuenta con potencial para su

uso en la biorrefinacién de lignocelulosa.

Las cuatro cepas que presentaron una respuesta buena para la actividad lignino
peroxidasa son enddfitas, lo cual sugiere realizar estudios mas profundos acerca
potencial enzimatico de este grupo de hongos y de la funcionalidad de este tipo de

enzimas en su ciclo de vida.

Manganeso peroxidasa A diferencia de otras enzimas, la manganeso
peroxidasa ha sido reportada con una distribucion mas restringida, principalmente
entre ciertos basidiomicetos, lo que se traduce en una limitada presencia en
micromicetos (Hofrichter, 2002). Esta distribucion selectiva podria explicar la baja
proporcion de cepas con reaccion positiva observada en este estudio: unicamente el
2.2% mostré una actividad baja y el 4.44% una actividad moderada (Fig. 9D).
Solamente dos cepas del género Neopestalotiopsis (E201 y EP3) presentaron una
actividad moderada de manganeso peroxidasa, lo cual coincide con los resultados
obtenidos por Khruengsai y colaboradores quienes evaluaron el potencial de

biodegradacion del polietileno por 65 cepas fungicas diferentes y encontraron que la
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especie Neopestalotiopsis phangngaensis mostrd la mayor actividad degradadora, asi
como una alta produccion de enzimas lacasa, manganeso peroxidasa y lignina
peroxidasa (Khruengsai et al., 2023).

De las 11 cepas con respuesta positiva a 3 enzimas sobresalen Ceriporiopsis
subvermispora (E220), Myrmecridium schulzeri (E215) y Neopestalotiopsis sp. (E201).
La primera por presentar una buena respuesta tanto a celulasa como lignina
peroxidasa y las otras dos por su actividad ante la lignina peroxidasa. Motivo por el
cual es recomendable profundizar en su actividad enzimatica mediante metodologias

cuantitativas (Fig. 10).

Celulasa Lacasa

4
E214 E220 E220 41RC

Lignina peroxidasa Manganeso peroxidasa

Figura 10. Analisis cualitativos con medios reveladores sdlidos para deteccion de actividad enzimatica

y solubilizacion de fésforo.
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7.1.1. Evaluacion cuantitativa de la actividad lacasa

Al realizar la evaluacion cuantitativa de las cepas con respuesta regular y buena
en la prueba cualitativa de actividad lacasa, y tras la conversion de los valores
obtenidos a unidades enzimaticas (U/L), se confirmd que Ceriporiopsis subvermispora
(E220) presento la mayor capacidad productora de lacasa, con una actividad de 125.88
U/L, mientras que las demas cepas registraron valores iguales o cercanos a cero. A
partir de estos resultados, se sugiere establecer una metodologia especifica para la
produccion y purificacién de esta enzima a partir de dicha cepa, asi como probar

medios de cultivo como el Sivakumar para estimular una mayor produccion de lacasa.

7.2. Deteccion cualitativa de solubilizaciéon de féosforo (SF)

De un total de 45 cepas evaluadas en medio revelador Sundara, 25 formaron
un halo de solubilizacion, de las cuales 17 presentaron baja actividad, 5 actividad
moderada y 3 buena actividad (Tabla 2). EI empleo de las pruebas reveladoras en
medio sdélido resulta una prueba de gran ayuda para detectar la SF de forma
relativamente rapida y sencilla. Cabe mencionar que el 76% de las cepas con resultado
positivo a la SF corresponden a hongos saprobios, capacidad que muy seguramente
se debe al estilo de vida pues este tipo de microorganismos habitan suelos y restos
vegetales (Crowther et al., 2012) donde el fésforo suele encontrarse inmovilizado,
motivo por el cual los hongos han desarrollado estrategias como la produccion de
acidos organicos y enzimas que les permiten solubilizarlo (Vassileva et al., 2022). El
fésforo es esencial para los seres vivos en la formacion de acidos nucleicos,

fosfolipidos de membrana y metabolismo energético (Watkinson, 2016).

Las cepas posicionadas en el mayor rango de respuesta cualitativa de solubilizacion
corresponden a Cladosporium sp. (7TER), Gonatobotryum apiculatum (H105) vy

Parascedosporium putredinis (H113).

Cladosporium es un género constituido por 912 especies (Index Fungorum,

consulta septiembre 2025), se ha aislado de casi todos las fuentes naturales y
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ubicaciones geograficas. Diversas especies de este género han despertado el interés
cientifico por generar metabolitos biolégicamente activos con potencial en medicina,
industria textil y agricola (Salvatore et al., 2021). Raut y colaboradores (2021) al
evaluar diversas capacidades de tres diferentes cepas de Cladosporium sp.,
obtuvieron resultados prometedores para una de ellas, la cual, ademas de dar positivo
a la solubilizacién de fésforo y zinc, indujo biocontrol de fitopatégenos y secrecion de

enzimas hidroliticas.

En contraste, para Gonatobotryum apiculatum (H105) y Parascedosporium
putredinis (H113) no se encontraron registros previos con esta actividad, por lo que en
este estudio se evidencia por primera vez la capacidad solubilizadora de fosforo de
ambas especies. Hasta ahora, ambos géneros han sido descritos principalmente como
saprobios asociados a restos vegetales (Bangash y Lee, 2025) y en algunos casos
especies de Gonatobotryum han sido reportadas como fitopatdogenas (Gao et al.,
2019).

Entre las cepas con actividad cualitativa moderada se encuentran: Alternaria sp. (1ER),
Chaetomium sp. (S77), Chaetomium sp. (S79), Fusarium sp.(S185) y Torula sp. (8ER).
El género Alternaria esta constituido por especies que pueden ser enddfitas,
patdgenas y saprobias con una amplia distribucion global (Tralamazza et al., 2018),
hasta el dia de hoy se conocen alrededor de 878 especies (Index Fungorum, consulta
septiembre 2025). Existen pocas investigaciones acerca de la capacidad para SF por
parte de especies de Alternaria; Ceci y colaboradores (2018) aislaron 30 cepas
saprobias de suelo del mediterraneo y entre las que figuran Rhizopus stolonifer var.
stolonifer, Aspergillus nigery Alternaria alternata por su alta capacidad solubilizadora.
Los autores mencionan la falta de investigaciones acerca de la SF por parte de hongos
saprobios del suelo dado que una gran parte de las investigaciones se centran en

especies de los géneros Aspergillus, Penicillium 'y Trichoderma.

Con respecto a especies de Chaetomium, Tarafdar y Gharu (2006) reportaron para
Chaetomium globosum en ensayos in vitro y en condiciones de invernadero la
capacidad de la especie de SF en plantas de trigo. Otro de los hongos con la categoria

moderada en la actividad SF, fue la cepa S185 perteneciente al género Fusarium el
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cual es conocido por causar multiples enfermedades en plantas y frutos postcosecha,
asi como por su amplia distribucién en el suelo (Patel et al., 2022). Las especies de
este género han sido objeto de investigaciones sobre la produccidon de metabolitos con
actividades bioldégicas como antifungicas, antimicrobianas, citotéxicas y nematicida
(Ibrahim et al., 2021). Ademas de ello, en menor proporcién también se ha evaluado
su actividad SF, al respecto Li y colaboradores (2022), aislaron hongos de la rizosfera
de diversos cultivos localizados cerca de una zona de explotacién minera de fosfato,
a los cuales evaluaron su capacidad para solubilizar fésforo y su tolerancia a metales
pesados. Entre sus resultados los autores resaltan una disminucién de la biodiversidad
fungica en la rizosfera debido a la mineria y sefalan las cepas Epicoccum nigrum,
Penicillium aculeatum y Fusarium verticillioides como solubilizadores de fosforo con
buena tolerancia a multiples metales pesados. Los autores mencionan el posible
potencial de estos hongos para la remediacion de suelos contaminados y la

importancia de sumar recursos fungicos para la rehabilitacién de suelos alterados.

La quinta y ultima cepa con respuesta moderada corresponde al género Torula
(8ER), el cual esta constituido por 566 especies (Index Fungorum, consulta septiembre
2025), principalmente por individuos saprobios que habitan en lugares humedos
tropicales (Tian et al., 2023). El conocimiento de especies de Torula con capacidad SF
se limita a la especie Torula thermophila aislada de compost (Singh et al., 1980). Ante
la falta de investigacidén de esta actividad generada por las especies de este género,
se sugiere estudiar mas a fondo, puesto que puede representar un recurso interesante

para su aplicacion en diversas areas.

7.3. Evaluacidn cuantitativa de solubilizacion de fésforo de las cepas

con mayor respuesta en prueba cualitativa (SF)

De acuerdo con los resultados obtenidos en la prueba cualitativa, se
seleccionaron las tres cepas con mayor respuesta: Cladosporium sp. (7ER),

Gonatobotryum apiculatum (H105) y Parascedosporium putredinis (H113), a las cuales
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se les realizé la evaluacion cuantitativa de SF en medio liquido, lo cual permitié obtener
resultados mas robustos y comparar la eficiencia de cada cepa para solubilizar este

nutriente en condiciones in vitro (Fig. 11A).

Las cepas correspondientes a Gonatobotryum apiculatum (H105) vy
Parascedosporium putredinis (H113) registraron las concentraciones mas altas de
fésforo soluble en el presente ensayo. La cepa H105 presentd un rango de
solubilizacion de 47.29 a 98.31 mg/L, con un promedio de 81.35 mg/L, mientras que
H113 mostré un rango de 59.50 a 101.27 mg/L y un promedio de 84.12 mg/L. Ambas
alcanzaron su valor maximo el dia 20 y exhibieron una dinamica de solubilizacion
semejante durante el experimento, sin diferencias estadisticamente significativas entre
ellas (p = 0.2366) (Fig. 11B). Es importante reiterar que este estudio constituye el
primer reporte de solubilizacion de fosforo para Gonatobotryum apiculatum vy
Parascedosporium putredinis. Por tal motivo, no es posible establecer comparaciones
directas con la literatura previa sobre estas especies. No obstante, con el fin de situar
los resultados obtenidos en este trabajo en un marco de referencia, los valores fueron
contrastados con reportes disponibles para otros hongos saprobios nativos de México
en diversas investigaciones, las cuales se presentan a continuacion. Hernandez y
colaboradoras (2011) reportaron la capacidad de SF para una cepa de Paecilomyces
lilacinus aislada del Cofre de Perote, Veracruz. Dicha cepa alcanzd6 una solubilizacion
de 71.28 mg/L; ademas, las autoras mencionan que este hongo, conocido por su uso
en el control de nematodos, puede favorecer la disponibilidad de fésforo en el suelo y
resaltan la necesidad de realizar experimentos en invernadero y campo. El valor
mostrado por P. lilacinus es aproximadamente un 15% mas bajo que el obtenido por
las cepas H105 y H113.

Otro ejemplo es la investigacion realizada por Romero y colaboradores (2019),
consistente en el aislamiento de hongos de suelo de diversos sitios de Coahuila, a los
que se les valor6 cualitativa y cuantitativamente la SF. En esta investigacion, de un
total de 271 aislamientos fungicos mas del 50% obtuvieron respuesta positiva a la
capacidad fosfato solubilizadora. Los autores reportan una cepa del género Penicillium

con la mayor actividad SF, con una concentracion de 83.26 mg/L de fésforo soluble,
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valor cercano a los rangos obtenidos por los hongos con mayor actividad del presente

trabajo.

Por su parte, Arias y colaboradores (2023) realizaron el aislamiento de hongos
a partir de suelo de cafetales y bosque de niebla en el centro de Veracruz, evaluando
su actividad SF. Entre los aislamientos, las cepas correspondientes a Aspergillus niger
y Penicillium waksmanii registraron las concentraciones mas altas, alcanzando hasta
98.22 y 95.77 mg/L, respectivamente. Estos valores superan cerca de un 12% a los
obtenidos por Gonatobotryum apiculatum y Parascedosporium putredinis. Dicho
resultado abre una nueva ventana de posibilidades para explorar especies fuera de los
géneros tradicionalmente empleados en la solubilizacién de fosforo, ya que nuestros
aislados mostraron desempefios cercanos a los alcanzados por especies

generalmente utilizadas para esta actividad.

En cuanto a la a cepa 7ER perteneciente a Cladosporium sp. mostréo un
rendimiento significativamente mas bajo comparado con las cepas H105 y H113 (Fig.
11A 'y 11B), con un rango de 8.39 mg/L a 79.18 mg/L, presentando su valor mas alto
también el dia 20 y un promedio de 42.42 mg/L. En una investigacion reciente realizada
por de Souza y colaboradores (2025) aislaron una cepa de Cladosporium sp. de
sedimento antartico y de un total de 80 aislamientos fungicos, esta cepa mostré la
mejor capacidad de SF al mostrar una concentracion de 137.93 mg/L de fosforo
soluble, ademas se reportd la produccion de acidos como el fumarico y malico por

parte del hongo.

Cabe mencionar que la cepa 7ER en el dia 25 mostré una disminucién en la
concentracion de P soluble, fendbmeno que ha sido reportado en la literatura, Elias y
colaboradores (2016) lo atribuyen a diferentes causas como lo es la disponibilidad de
P soluble que puede fungir como un efecto inhibidor sobre una mayor solubilizaciéon o
de igual forma al agotamiento de la fuente de carbono que limita la produccion de

acidos organicos. Ademas, los autores mencionan que la aparicién del halo hialino en
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la prueba cualitativa no garantiza una eficiencia en la actividad en medio liquido, es
decir, la técnica en medio solido debe complementarse con la cuantificacion si se

requiere hacer un estudio mas profundo.

A lo largo del experimento se monitoreo el pH, lo cual revel6 diferencias
importantes entre los tratamientos con hongos y el testigo (9C). En general, las cepas
evaluadas tendieron a disminuir el pH del medio, lo cual concuerda con la literatura,
donde se menciona que la acidificacion del medio es consecuencia del metabolismo
fungico, principalmente relacionado con el mecanismo de produccién de &acidos
organicos (Beltran, 2014). Desde el inicio, el cultivo de la cepa H113
(Parascedosporium putredinis) mostré el pH mas bajo y mantuvo una tendencia
descendente pronunciada a lo largo del tiempo, alcanzando un valor cercano a 5 al dia
25. La cepa 7ER (Cladosporium sp.) también tuvo una tendencia a la disminucion del
pH, aunque en menor grado. En contraste, la cepa H105 (Gonatobotryum apiculatum)
presentd una dinamica distinta: su pH disminuyé al dia 15, pero posteriormente se
incrementd hacia el dia 25. El testigo mantuvo un pH estable durante todo el
experimento, lo que confirma que los cambios en pH observados en los tratamientos

fueron inducidos por la actividad fungica.

Dinamica de solubilizacion de fésforo (SF)
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Figura 11A. Dinamica de solubilizacién de fésforo (SF) en medio liquido durante 25 dias.
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Fosforo soluble en 25 dias
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Figura 11B. Prueba Tukey de la actividad SF durante 25 dias.

Dinamica de pH durante la incubacion

7ER
H105
H113
Testigo

5 10 15 20 25
Tiempo de incubacion (dias)

Figura 11C. Dinamica del pH en los medios liquidos durante la incubacion en 25 dias.
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7.4. Evaluacion de la actividad promotora de crecimiento vegetal

7.4.1. Arquitectura de la raiz

Los parametros evaluados dentro de la arquitectura de la raiz fueron: longitud

de la raiz primaria, numero de raices laterales y densidad de raices laterales.

Para el caso de la longitud de la raiz primaria (LRP), todos los tratamientos
fungicos disminuyeron significativamente este valor en comparacion con el testigo. El
control, es decir, el tratamiento sin ningun tipo de inoculacion presentd la mayor LRP,
mientras que el tratamiento SPC1 correspondiente a Pestalotiopsis sp. mostré una
disminucion del 49.43% en comparacion al testigo. En orden descendente, las
reduccion en LRP, respecto al control fueron del 31.17% para H105 (Gonatobotryum
apiculatum), 18.33% para 7ER (Cladosporium sp.), 16.92% para 41RC (Arthrinium sp.)
y 9.03% para H113 (Parascedosporium putredinis). En base al analisis estadistico, los
tratamientos se agruparon en distintas letras segun la prueba de Tukey, confirmando
diferencias significativas entre ellos (Fig. 12A). Podemos notar que, el tratamiento con
la cepa H113 se ubica como la estadisticamente mas cercana al control, lo que sugiere

un efecto menos marcado en la reduccion del LRP.

El analisis de numero de raices laterales (NRL) mostro diferencias significativas
entre la mayoria de los tratamientos. La interaccion hongo-planta de la cepa 41RC
(Arthrinium sp.) mostré el mayor resultado de NRL, con un promedio de 14, seguido
de 7ER (Cladosporium sp.) con un promedio cercano a 12, por lo que no existe una
diferencia significativa entre ellos. Los tratamientos SPC1 y H105 también
incrementaron el NRL en comparacion con el testigo, por lo que se puede denotar que

todos los tratamientos aumentaron el NRL (Fig. 12B).

Se observaron diferencias estadisticamente relevantes en la densidad de raices
laterales (DRL) entre los distintos tratamientos evaluados. La mayor DRL fue registrada
en el tratamiento SPC1 (Pestalotiopsis sp.), con un promedio cercano a 4 raices por

centimetro, un rango mayor a todos los demas tratamientos. Le siguieron los
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tratamientos 41RC (Arthrinium sp.), H105 (Gonatobotryum apiculatum), 7ER
(Cladosporium sp.) y por ultimo H113 (Parascedosporium putredinis). El control mostré
la menor densidad de raices laterales, posicionando a todos los tratamientos como

promotores de raices laterales (Fig. 12C).

La disminucion de la longitud de la raiz primaria (LRP) en experimentos de
interaccidn hongo-planta in vitro ha sido reportada en diversas ocasiones, y suele ir
acompanfada por una proliferacién de raices laterales. Un ejemplo claro de este patrén
fue documentado por Nieto y colaboradores (2017), quienes inocularon Arabidopsis
thaliana in vitro con Trichoderma sp., observando una reduccion del LRP entre un 13%
y un 25%, junto con un incremento del numero de raices laterales del 64% hasta un
90%. Este efecto conjunto se tradujo en un aumento considerable de la densidad
radicular. Estos efectos pueden deberse a la accion de fitohormonas, principalmente
auxinas, que puede inhibir el crecimiento de la raiz primaria y estimular la formacién
de raices laterales, pero, también podria deberse por compuestos organicos
producidos por los hongos que pueden modificar el desarrollo radicular (Contreras, et
al., 2009). Las raices laterales son fundamentales para la arquitectura del sistema
radicular, ya que no solo mejoran la eficiencia en la absorcion de agua y nutrientes,
sino que también proporcionan un soporte mecanico adicional a la planta. Debido a su
relevancia en el desarrollo vegetal, se ha enfocado la atencién en identificar

microorganismos capaces de estimular su formacion (Vacheron et al., 2016).

Longitud de la raiz primaria (LRP)

L
|

b
=
=

A)

bc
==
=

Hio

hle

Longitud de la raiz primaria (cm)
~
o

Control 7ER 41RC H105 H113 sSPC1 47
Tratamiento



Numero de raices laterales (NRL)

a
15 —|—
. ab
= T
B) ¢ T bc b
s Z
10 1
2 c
|5}
s T
L
s
(]
o
=1 il
z
0
Control 7TER 41RC H105 H113 SPC1
Tratamiento
Densidad de raices laterales (DRL)
a
7 +
—
4
C) & T
$ I "
[l
3 b =
B e L
Q )
(s}
kS
g c
B2 T
3 T
(2]
{ =
o
a
d
0
Control 7ER 41RC H105 H113 SPC1

Tratamiento

Figua 12. Arquitectura de la raiz. A. Largo de la raiz primaria. B. Niamero de raices laterales.

C. Densidad de raices laterales.



7.4.2. Biomasa

El desarrollo radicular de A. thaliana se vio favorecido por la inoculacion con las
cepas fungicas evaluadas (Fig. 13A). Destaco la cepa 7ER (Cladosporium sp.), que
alcanzod el mayor valor promedio de peso fresco radicular (18.17 mg), representando
un incremento del 88.7 % respecto al control (9.63 mg), siendo este el unico
tratamiento con diferencia estadisticamente significativa. Por su parte, la cepa 41RC
(Arthrinium sp.) también mostré un incremento notable (56.3 %), aunque sin
significancia estadistica. Las cepas H113, H105 y SPC1 presentaron valores
superiores al testigo, sin diferencias significativas entre ellas, aunque reflejan una
tendencia positiva en la biomasa radicular. Asimismo, se observo una aparicion masiva
de pelos radiculares, principalmente en la raiz primaria de las plantas inoculadas con
hongos, fendmeno que no se presentd con la misma intensidad en las plantas del

tratamiento control, destacando la interaccién H105-planta (Tabla 3).

En cuanto a la biomasa aérea, todos los tratamientos fungicos promovieron un
mayor peso fresco foliar en comparacién con el control (Fig. 13B). Mientras que el
testigo presentd un valor promedio de 33.53 mg, la cepa 7ER (Cladosporium sp.)
incrementd el peso foliar en un 59.2 %, y 41RC (Arthrinium sp.) en un 59.6 %, siendo
ambos los tratamientos con mayor efecto positivo. Estos resultados posicionan a
dichas cepas como potenciales bioestimulantes de la biomasa aérea. Aunque los
demas tratamientos también generaron aumentos en el peso foliar, sus diferencias no

fueron estadisticamente significativas frente al control.

En los tratamientos evaluados, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de clorofila por miligramo de tejido foliar (Fig. 13C).
No obstante, todos los tratamientos con hongos mostraron valores ligeramente
superiores al control (0.1858 mg), siendo el tratamiento SPC1 (Pestalotiopsis sp.) el
que presentd el valor promedio mas alto (0.2217 mg), seguido de H113
(Parascedosporium putredinis.) (0.2184 mg), 41RC (Arthinium sp.) (0.2141 mg) y H105
(Gonatobotryum apiculatum) (0.2019 mg).
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El incremento del peso radicular y foliar en plantas de Arabidopsis thaliana
inoculadas con hongos ha sido ampliamente reportado, especialmente en géneros
como Trichoderma y Penicillium. No obstante, también se ha observado en otros
hongos no tradicionales, como Cyanodermella asteris, donde, al igual que en el
presente estudio, el aumento del peso radicular se atribuy6 a la sobreproduccion de
raices laterales en plantas inoculadas (Jahn et al., 2021). Este incremento en la
biomasa vegetal, tanto radicular como foliar, puede estar mediado por compuestos
organicos volatiles (COVs) emitidos por los hongos, los cuales han sido descritos como
uno de los principales mecanismos de promocién del crecimiento vegetal (Halifu, et
al., 2019).

Para el caso de la clorofila en este estudio, los tratamientos no mostraron
incrementos estadisticamente significativos para la concentracién de esta sustancia,
pero este efecto se ha visto anteriormente, pues en un estudio realizado a diferentes
cultivos agricolas inoculados con hongos, solo se reporté el incremento de la clorofila
entre un 9% a 17% (Brazhnikova et al., 2021). Esto sugiere que la estimulacion en una
mayor concentracion de clorofila no es universal en la interaccion hongo-planta y
podria depender la especie de la cepa, la planta huésped, las condiciones ambientales,

entre otras.
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Tabla 3. Imagenes de follaje, raiz primaria y raices laterales de Arabidopsis thaliana

transcurridos 5 dias de la inoculaciéon hongo-planta.

Follaje

Raiz primaria

Raices laterales

Control

7ER

41RC

H105

H113

SPC1

51



o

=)

Peso fresco radicular (mg)

_|a_
I

Peso fresco radicular (mg)

rs
=

Peso fresco foliar (mg)

n
S

ab ab ab
T ab
: O
o2
e =
Control 7ER 41RC H105 H113 SPC1
Tratamiento
Peso fresco foliar (mg)
a
T _?_ ab
I 1
ab
I ab J_
b
2 il
ol
Control 7ER 41RC H105 H113 SPC1

Tratamiento




03 Clorofila por miligramo (mg)

HHo
o

== %
i

~—
Cloroflla (mg)
[\
HHo

0.1

0.0

Control 7ER 41RC H105 H113 SPC1
Tratamiento

Figura 13. Biomasa. A. Peso fresco radicular. B. Peso fresco foliar. C. Clorofila

7.4.3. Visualizacion de la actividad auxinica
Finalmente, se empled la prueba visual utilizando X-Gluc para evaluar la posible

sobreproduccion de auxinas en Arabidopsis thaliana, basada en la expresion reportero
DR5:GUS (Tabla 3). Sin embargo, no presentaron tinciones azules con diferencias
significativas al testigo, lo que podria indicar una baja o nula induccion de auxinas por
parte de las cepas fungicas evaluadas. Especies del género Trichoderma y Penicillium
han reportado una actividad positiva para la produccion de este fitorregulador
(Contreras, et al., 2009). Aunque no existid una respuesta contundente sobre la
actividad auxinica, esto no limita la promocion de crecimiento vegetal de estas cepas,
pues existen multiples vias mediante las cuales estos micromicetos pueden estimular
el desarrollo vegetal. Entre ellas se encuentra la emision de compuestos volatiles
organicos, solubilizacion de nutrientes y modulacién de otros reguladores de

crecimiento distintos a las auxinas (Diaz et al., 2024, Cui et al., 2025).

Uno de los fendmenos mas notables se presentd en la interaccion de la cepa
SPC1 (Pestalotiopsis sp.), donde la terminacion de la raiz primaria desarrollé una
curvatura, orientando su apice en direccion opuesta al punto de inoculacion. Este

patron se observo consistentemente en todos los individuos del tratamiento. Ademas,
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el meristemo apical presenté una coloracion verde palida en la prueba de actividad
auxinica, indicativa de muerte celular. El tratamiento SPC1 presenté tres
caracteristicas distintivas: 1) menos longitud de raiz primaria, 2) alto numero y
densidad de raices laterales y 3) terminacién de la raiz en forma de “gancho”. Este
conjunto de caracteristicas fue previamente reportado por Pelagio y colaboradores
(2017) en A. thaliana inoculada con Trichoderma atroviride, donde se concluyé que la
acidificacién del medio por el hongo reprimia el crecimiento radicular al afectar la
funcionalidad del meristemo. A partir de este antecedente, es posible inferir que la cepa

SPC1 podria inducir un fendmeno similar mediante la acidificacion del medio de cultivo.

Todos los hongos evaluados tuvieron algun efecto sobre el desarrollo vegetal
de Arabidopsis thaliana (Fig.14), aunque con distinta magnitud, por lo que representan
candidatos prometedores para investigaciones mas profundas que permitan evaluar

su capacidad promotora del crecimiento vegetal en condiciones de invernadero.

Figura 14. Interaccion hongo-planta a 5 dias de su inoculacion
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Tabla 4 Imagenes de follaje, raiz primaria y raices laterales de Arabidopsis thaliana
mostrando respuestas auxinicas.

Follaje Raiz primaria Raices laterales
h - -
7ER - -
: - -
H105 - -
H113 - -
: - -
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En particular, Gonatobotryum apiculatum y Parascedosporium putredinis no
habian sido previamente reportados como hongos promotores del crecimiento, lo que
abre una nueva linea de investigacion en torno a micromicetos nativos de México con
potencial agricola. Por otro lado, si bien el género Arthrinium ha sido descrito como
productor de fitohormonas (Khan et al., 2009), aun carece de estudios experimentales
mas complejos. En este trabajo, Arthrinium sp. destacé como un excelente candidato
para futuras investigaciones en este ambito. En la busqueda de especies potenciales
para su investigacion y uso para la promocion de crecimiento vegetal existen
caracteristicas deseables: a) alto grado de esporulacién, b) desarrollo de micelio para
ser accesible su manejo, c) poco o nulo cambio morfolégico del hongo y d) que no
muestre un estado de latencia imposibilitando su cultivo. Todos las cepas utilizadas en

este estudio presentaron estas caracteristicas, lo que amplia el interés en su estudio.

Esta investigacion resalta el gran potencial de los micromicetos nativos para
atender las necesidades del campo mexicano, promoviendo un uso mas diverso y
adaptado de especies fungicas en el territorio nacional. En la actualidad, tanto en
México como a nivel mundial, los hongos del género Trichoderma son los mas
empleados para enfrentar problematicas agricolas (Tyskiewicz et al., 2022). No
obstante, aun se desconoce el impacto ecologico que podria derivarse de su uso
extensivo y repetido en los suelos. Una de las principales preocupaciones radica en el
posible desplazamiento de micromicetos nativos frente a Trichoderma, lo cual subraya
la necesidad urgente de generar investigacion tanto basica como aplicada sobre la

biodiversidad fungica y sus usos potenciales en la agricultura sustentable.
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8. CONCLUSIONES

Todas las cepas de los hongos microscopicos estudiados presentaron
respuesta positiva al menos a una de las capacidades fisiolégicas evaluadas, con
distintos niveles de expresion en cada una de ellas. En la actividad enzimatica, mas
de la mitad de las cepas mostraron resultados positivos al menos para una enzima, lo
que evidencia su potencial como fuente de enzimas de interés biotecnolédgico. Entre
las cepas mas destacadas se encuentran Cerisporiopsis subvermispora (E220),
Myrmecridium schulzeri (E215) y Neopestalotiopsis sp. (E201), por tener actividad
positiva en la produccion de tres enzimas y particularmente por su actividad celulasa
y lignina peroxidasa. Las tres cepas son enddfitas, lo que sugiere explorar con mayor
profundidad la bateria enzimatica con la que cuentan las especies que se encuentran
en este estilo de vida. En particular, tras la evaluacion cuantitativa de la actividad
lacasa, se visualizo el potencial de Cerisporiopsis subvermispora (E220) como fuente
prometedora de esta enzima; por ello, se recomienda desarrollar metodologias

eficientes para su cultivo, asi como para la produccion y purificacion de la lacasa.

En cuanto a la actividad para la solubilizacion de fésforo, poco mas de la mitad
de las cepas formaron un halo de solubilizacion, siendo la mayoria de estos hongos
saprobios. Las cepas con la mejor respuesta en la evaluacién cualitativa fueron
Cladosporium sp. (7TER), Gonatobotryum apiculatum (H105) y Parascedosporium
putredinis (H113). Siendo las dos ultimas (H105 y H113) las que indujeron las mayores
concentraciones de fosforo soluble en la evaluacion cuantitativa, estos resultados son
basicos para futuras investigaciones a nivel invernadero, con el fin de evaluar su
actividad solubilizadora ante la interaccion con plantas y con el ambiente fisico y

bioldgico del suelo.

Por su parte, en la evaluacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal,
las 5 cepas seleccionadas provocaron algun tipo de respuesta en los diferentes
parametros medidos. Las cepas 41RC (Arthrinium sp.) y 7TER (Cladosporium sp.)
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mostraron el mayor efecto de promocioén del crecimiento vegetal, al generar una alta
induccion de raices laterales y un incremento significativo del peso foliar, ambas
especies con una forma de vida saprofita, lo que abre nuevas posibilidades para el uso
de micromicetos saprobios en la agricultura diferentes a las especies tradicionalmente

empleadas como por ejemplo Trichoderma harzianum.

Los resultados de este estudio ponen sobre relieve la importancia de explorar
hongos con diferentes formas de vida; de las especies estudiadas se desprende que
las cepas enddfitas tuvieron mayor respuesta a la actividad enzimatica mientras que
las saprobias presentaron mejores resultados en la solubilizacion de fésforo. A partir
de los resultados obtenidos en la interaccion hongo-planta, se propone realizar
bioensayos complementarios en condiciones de invernadero utilizando especies
vegetales de interés agricola, con el fin de validar el efecto promotor observado in vitro.
De igual forma, se considera importante ampliar los bioensayos con las cepas de
hongos endofitos, con el propésito de estudiar el tipo de interaccion que establecen

con las plantas y determinar si tienen efecto de promocion vegetal.

Este tipo de estudios son fundamentales para ampliar el conocimiento sobre la
capacidad fisiolégica de los hongos microscopicos nativos y establecer las bases para
valorar su potencial biotecnoldgico. Para ello, resulta indispensable el fortalecimiento
de colecciones de cultivos (ceparios) provenientes de hongos nativos con diferentes
formas de vida y aislados de una amplia diversidad de ambientes ecoldgicos. Dada la
complejidad y diversidad de estos microorganismos, su estudio debe abordarse desde
una perspectiva holistica que integre disciplinas como la micologia, ecologia, biologia
molecular, edafologia, quimica, biotecnologia, entre otras. Paralelamente es
importante el desarrollo de metodologias para su aislamiento, conservacion en
laboratorio y evaluacion de sus actividades biolégicas. Los micromicetos poseen un
fascinante y complejo metabolismo que les ha conferido plasticidad y un gran éxito de
sobrevivencia, comprenderlo a fondo representa un paso clave hacia su

aprovechamiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Elaboracion del medio revelador de actividad enzimatica de celulasa

Reactivos Procedimiento

1. Extracto de levadura | Para elaborar un litro se empled: 2 g de extracto de

2. Nitrato de sodio levadura, 2 g de nitrato de sodio, 0.5 g de cloruro de
(NaNO,) potasio, 0.5 g de sulfato de magnesio, 0.5 g de sulfato

3. Cloruro de potasio de hierro, 0.01 g de fosfato de potasio, 10 g de
(KCI) carboximetil y 20 g de agar microbioldgico. Después de

4. Sulfato de magnesio | haber pesado todos los reactivos, se hidratan con agua
(MgSO0.,) destilada y la mezcla se coloco sobre una parrilla con

5. Sulfato de hierro calor y agitacion constante. Se recomienda mantener
(FeSOa4) el medio en agitacion continua, ya que Ila

6. Fosfato de potasio carboximetilcelulosa tarda en  disolverse vy
(K;HPO,) homogeneizarse. Finalmente, el medio se esterilizo a

7. Carboximetolcelulosa | 121 °C durante 20 a 25 minutos.

8. Agar bacteriolégico

Anexo 2. Elaboracion del medio revelador de actividad enzimatica de lacasa, lignina 'y

manganeso peroxidasa

Procedimiento

Reactivos

1. Glucosa
(CeH1206)

2. Fosfato
monopotasico
(KH2PO,)

3. Agar

bacteriologico

4. Tartrato de
amonio ((NH,)
2C4H,O¢)

5. Cloruro de calcio
dihidratado
(CaCl,-2H,0)

6. Sulfato de
magnesio
heptahidratado
(MgSO4 - 7TH20)

7. Colorante: ABTS
(lacasa), Azure B
(lignina
peroxiadasa) y

En primer lugar, se pesaron los siguientes reactivos: 10
g/L de glucosa, 2 g/L de fosfato monopotasico, 22 g/L de
agar bacteriolégico, 0.2 g/L de tartrato de amonio, 0.1 g/L
de cloruro de calcio y 0.5 g/L de sulfato de magnesio
heptahidratado. Los reactivos se hidrataron con agua
destilada estéril y la mezcla se colocd sobre una parrilla
con calor y agitaciéon constante. Se recomienda mantener
el medio en agitacion continua hasta lograr su completa
homogeneizacion, se ajusté el pH a 5.5.

De forma paralela, se pesaron 0.2 g/L de colorante, el cual
se envolvid en papel aluminio con doble capa. Tanto la
solucion de los reactivos como el colorante se
esterilizaron a 121 °C durante 20 a 25 minutos. En un
ambiente aséptico, el medio de cultivo se agitd
manualmente con movimientos orbitales, se anadié el
colorante y se continué agitando hasta su completa
disolucién. Finalmente, el medio se vertié en cajas de
Petri.




Rojo Fenol
(manganeso
peroxidasa).

Anexo 3

Elaboracion del buffer de acetato de sodio

2. Acetato de sodio
01 M

Reactivos Procedimiento

1. Acido acético Se midieron 1.5013 mL de acido acético glacial, mismos
glacial 0.1 M que fueron aforados a 250 mL de agua destilada para
(CH3-COOH) tener la concetracion de 0.1 M. Posteriormente, se

pesaron 2.0508 g de acetato de sodio, los cuales fueron
integrados a 250 mL de agua destilada. Para finalizar,

(CH3;COONa) ambas soluciones se afadieron y agitaron hasta
homogeneizarse, después se ajusté su pH a 4.5 y se
almacené a 4°.

Anexo 4

Elaboracion del medio de Sundara

Reactivos

Procedimiento

3. Cloruro de potasio
(KCI)

4. Sulfato de amonio
((NH4)2SO,)

5. Sulfato de
magnesio
(MgSO,)

6. Sulfato de
manganeso
(MnSQ,)

7. Cloruro de sodio
(NaCl)

8. Glucosa

9. Extracto de
levadura

10.Agar
bacteriolégico

11.Sulfato de fierro
(FeSO,)

12.Goma arabica

13.Fosfato tricalcico
(Ca3(P0O4)2)

Para la elaboracion de este medio se pesaron los
siguientes reactivos: 0.2 g/L cloruro de potasio, 0.5 g/L de
sulfato de amonio, 0.3 g/L de sulfato de magnesio, 0.004
g/L de sulfato de manganeso, 0.2 g/L de cloruro de sodio,
10 g/L de glucosa, 0.5 g/L de extracto de levadura, 18 g/L
de agar bacterioldgico, 0.002 g de sulfato de fierro y 0.5
g/L de goma arabica. De forma paralela, se pesaron 0.5
g/L de fosfato tricalcico, el cual se envolvié en papel
aluminio con doble capa.

Tanto la solucién de los reactivos como el fosfato tricalcico
se esterilizaron a 121 °C durante 20 a 25 minutos. En un
ambiente aséptico, el medio de cultivo se agitd
manualmente con movimientos orbitales, se anadio el
fosfato tricalcico y se continu6 agitando hasta su completa
disolucion. Finalmente, el medio se vertio en cajas de
Petri.
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Anexo 5

Elaboracion del reactivo combinado

2. Tartrato de
antimonio ((NH.,)
3C4H4-O6)

3. Molibdato de
amonio

((NH4)2Mo0O4)

4. Acido ascérbico
(C6H806)

Rea,ctivos Procedimiento
1. Acido sulfurico 5N | Para la elaboracién de 300 ml del reactivo combinado se
(H2S0,) deben agregar los reactivos en el siguiente orden, de lo

contrario no se llevara a cabo la reaccion deseada: 150 ml
de acido sulfurico, 15 mL de tartrato de antimonio, 45 mL
de molibdato de amonio y 1.584 g de acido ascérbico que
previamente fue disuelto en agua destilada.

Metodologia de preparacion de los reactivos

Acido sulfurico

En 600 ml de agua destilada se agregan
140 ml de H,SO, y se afora a 1L.

Tartrato de antimonio

Se disuelven 3 g de (NH,) sC,H,O¢) en
50 mL de agua destilada,
posteriormente de aforan a 100 ml.

Molibdato de amonio

Disolver 4 g de (NH4)2MoO4 en 100
ml de agua destilada.

Acido ascérbico

Se disuelve la cantidad a utilizar en
agua destilada hasta que se
homogenice (este reactivo se prepara
al momento de utilizarse.

Anexo 6

Elaboracion del medio Murashige y Skoog (MS)

Reactivos Procedimiento

Sacarosa Para elaborar un litro de este medio se utilizé: 6 g/L de
Agar bacteriolégico sacarosa y 0.9 g/L de Medio MS. Se hidrataron los
Medio MS reactivos anteriores con 1L de agua destilada y se colocd

sobre una parrilla con calor y agitaciéon constante. Cuando
la mezcla este homogénea, se ajustd el pH a 7,
posteriormente se agrego 10 g/L de agar y se mantuvo en
agitacion. Finalmente, el medio se esteriliz6 a 121°C
durante 20 a 25 minutos.




Anexo 7

Elaboracion de la solucion 1 (HCI 0.24 N en metanol 20%)

Reactivos Procedimiento

Metanol (CH;OH) Para elaborar 125 ml se mezcla: 25 ml de metanol, 2.5 ml
Acido clorhidrico | de acido clorhidrico y 97.5 ml de agua destilada.

(HCI)

Elaboracion de la solucién 2 (NAOH 7% en etanol 60%)

Reactivos

Procedimiento

Etanol (C,H¢O)
Hidréxido de sodio
(NAOH)

Para elaborar 100 ml se mezcla: 60 ml de metanol, 7 ml
de hidréxido de sodio y 33 ml de agua destilada.
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