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Resumen

Las especies del género Morchella han atraido la atencion de micélogos y captado
el interés del publico en general durante mucho tiempo, son especies de valor
comercial, altamente requeridos por la gastronomia gourmet debido a su aroma,
sabor, textura carnosa y beneficios para la salud. Aunque es sabido que algunas
especies de hongos juegan un papel importante en la promocion del crecimiento de
las plantas, lo que conduce a un mayor rendimiento y un aumento en la resistencia
a diferentes tipos de estreses bioticos y abioticos, este tipo de propiedades no han
sido investigadas en Morchella, a pesar de haber sido reportada en muchas
ocasiones asociada a diferentes tipos de vegetacion. Por ello, el objetivo de este
estudio fue evaluar bajo condiciones in vitro las actividades promotoras del
crecimiento vegetal en especies/cepas de Morchella provenientes de bosque nativo
y plantaciones forestales del centro sur de Chile, y determinar su efecto en la
estimulacion del crecimiento de plantas de Nicotiana tabacum. Con las cepas 226 y
251 de M. tridentina, 110, 117 y 118 de M. andinensis, 237 de M. importuna y 236
de M. eximia, se realizaron ensayos de deteccion de sideréforos, solubilizacion de
fosfato, actividad de fosfatasa acida y alcalina, y auxinas del tipo acido indol acético
(AlA). Se evalud, ademas, el efecto de M. tridentina, M. andinensis y M. importuna,
en la estimulacion del crecimiento de N. tabacum bajo condiciones in vitro. Todas
las cepas presentaron reaccion positiva para sideréforos en medio sélido, variando
el tiempo de reaccion (7-8 dias) dependiendo de la cepa, siendo mas eficientes M.
importuna 237, M. andinensis 110 y 118, y M. eximia 236. En medio liquido, M.
tridentina 226 y M. andinensis 118 presentaron la mayor produccion de sideréforos.
Las mayores actividades de fosfatasa acida y alcalina se detectaron en M. eximia
236 y M. andinensis 110, respectivamente, en cuanto que la mayor produccion de
AlA fue detectada en M. importuna 237, seguida de M. tridentina 226, y M.
andinensis 110. Finalmente, en el ensayo in vitro del efecto de Morchella spp. en el
crecimiento de plantas, M. importuna 237 y M. andinensis 117 fueron las cepas que
generaron una mayor produccion de biomasa aérea y radicular en N. tabacum,
siendo especies de interés para evaluar a futuro el efecto promotor del crecimiento

en otras especies vegetales de interés agronomico o forestal.



Abstract

Species of the genus Morchella have attracted the attention of mycologists and
captured the interest of the general public for a long time, they are commercially
valuable species, highly demanded by gourmet gastronomy due to their aroma,
flavor, meaty texture and health benefits. Although it is known that some fungal
species play an important role in promoting plant growth, leading to higher yields
and increased resistance to different types of biotic and abiotic stresses, these types
of properties have not been investigated in Morchella, despite having been reported
on many occasions associated with different types of vegetation. Therefore, the
objective of this study was to evaluate under in vitro conditions the plant growth-
promoting activities of Morchella species/strains from native forest and forest
plantations of central-southern Chile, and to determine their effect on the growth
stimulation of Nicotiana tabacum plants. Strains 226 and 251 of M. tridentina, 110,
117 and 118 of M. andinensis, 237 of M. importuna and 236 of M. eximia were tested
for siderophores, phosphate solubilization, acid and alkaline phosphatase activity,
and indole acetic acid (IAA) auxins. The effect of M. tridentina, M. andinensis and M.
importuna on the growth stimulation of N. tabacum under in vitro conditions was also
evaluated. All strains showed positive reaction for siderophores in solid medium,
varying the reaction time (7-8 days) depending on the strain, being more efficient M.
importuna 237, M. andinensis 110 and 118, and M. eximia 236. In liquid medium, M.
tridentina 226 and M. andinensis 118 showed the highest production of
siderophores. The highest acid and alkaline phosphatase activities were detected in
M. eximia 236 and M. andinensis 110, respectively, while the highest AIA production
was detected in M. importuna 237, followed by M. tridentina 226 and M. andinensis
110. on plant growth, M. importuna 237 and M. andinensis 117 were the strains that
generated the greatest production of aerial and root biomass in N. tabacum, being
species of interest for future evaluation of the growth-promoting effect on other plant

species of agronomic or forestry interest.



I.  Introduccion

Los hongos comestibles, tanto silvestres como cultivados, han sido reconocidos
como alimentos funcionales debido a sus excelentes caracteristicas sensoriales,
incluido el aroma y sabor Unicos que tienen, los cuales han atraido un notable
interés en la industria alimentaria (Maity et al., 2021). Estos hongos a su vez son
populares por los diversos compuestos bioactivos y el alto valor nutricional, altos
contenidos en proteinas, fibra y aminoacidos esenciales, ademas de ser ricos en
compuestos fendlicos (por ejemplo: &cido galico, acido protocatecuico, catequina,
acido cafeico, acido ferulico y miricetina), policétidos, flavonoides, terpenos,
esteroides, B-caroteno, minerales (selenio, zinc, hierro, potasio) y vitaminas como
B, Cy D (Pérez-Montes et al., 2021).

Dentro de los hongos comestibles se encuentran las especies del género Morchella
perteneciente a la divisibn Ascomycota, familia Morchellaceae, los cuales son
hongos de alto valor comercial, altamente requeridos por la gastronomia gourmet
debido a su aroma, sabor, textura carnosa y beneficios para la salud (Dissanayake
et al., 2021). Estos hongos, también llamados morillas o colmenillas, han sido
consumidas en varias partes del mundo desde hace mucho tiempo, poseen una
distribuciéon sub-cosmopolita, siendo posible encontrar especies de Morchella en
Oceania, Europa, Asia, América del Sur y Ameérica del Norte (Du et al., 2015a).

Muchos hongos exhiben caracteristicas como la solubilizacion de minerales, el
control biologico y la produccion de una variedad de metabolitos secundarios de
interés para diferentes industrias. Como tal, muestran un potencial para mejorar o
estimular el crecimiento de las plantas cuando estan presentes en asociacion con
las raices, ya sea como hongos endofitos o micorricicos (Khan et al., 2010a), y por
ello, actuar como organismos promotores del crecimiento vegetal de la misma forma
gue lo hacen algunas bacterias conocidas como promotoras del crecimiento (BPCV)
(Glick, 2012).



Las plantas producen y secretan por sus raices una amplia gama de compuestos
organicos, incluidos azucares, acidos organicos y vitaminas, que las poblaciones
microbianas del suelo pueden utilizar como nutrientes o sefiales (Ortiz-Castro et al.,
2009a). Por otro lado, los microorganismos liberan fitohormonas, pequeias
moléculas o compuestos volatiles, que pueden actuar directa o indirectamente para
activar la inmunidad de las plantas o regular el crecimiento y la morfogénesis de
éstas (Ortiz-Castro et al., 2009a). Dentro de las caracteristicas que presentan los
microorganismos se pueden encontrar la produccion de auxinas (como el &cido indol
acético), produccion de la enzima acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (AAC)
desaminasa, solubilizacion de fosfato, produccion de sideroforos, entre otras (Jasim
et al., 2014).

Las especies de Morchella han sido encontradas en diferentes ambientes,
frecuentemente asociadas a cobertura vegetal, sin embargo, existen muy pocos
antecedentes demostrando la existencia de algun tipo de asociacion (micorricica o
enddfita) con las plantas, y los estudios que demuestren algun efecto estimulador
del crecimiento de las plantas son practicamente inexistentes. Debido a lo
mencionado anteriormente, en este estudio se propone evaluar la existencia de
actividades promotoras del crecimiento vegetal en algunas especies/cepas de
Morchella provenientes de bosque nativo y de plantaciones forestales del centro sur
de Chile, y determinar el potencial de las cepas como estimuladoras del crecimiento

vegetal utilizando Nicotiana tabacum como planta modelo, en ensayos in vitro.



Marco tedrico

Las especies del género Morchella han atraido la atencion de micélogos y captado
el interés del publico en general durante mucho tiempo. Sin embargo, la clasificacion
taxonomica en Morchella, especialmente a nivel de especie, ha sido histéricamente
problematica debido a la alta plasticidad de las caracteristicas morfolégicas y la
existencia de especies cripticas en el género (Machuca et al., 2021). Estos hongos
se reconocen por tener pileos de forma cdnica con multiples alveolos claramente
visibles y tamafios variables, y estipites de color amarillento claro, casi cilindricos y
huecos; sus cuerpos fructiferos alcanzan alturas de hasta 15 cm (Uitzil-Colli &
Guzman-Davalos, 2019). La tonalidad de Morchella cambia con la humedad del
ambiente y durante sus diferentes etapas de desarrollo (Chung Guin-Po, 2005). Con
base en la morfologia general, las especies de Morchella se ubicaron inicialmente
en tres grupos: morchellas negras, morchellas amarillas y morchellas semi-libres
(Du et al., 2015). Sin embargo, estudios filogenéticos moleculares posteriores han
revelado hasta ahora 78 especies filogenéticas distintas a nivel mundial (Du & Yang
2021), agrupando estas especies en tres clados o grupos filogenéticos:
Rufobrunnea (morchellas blancas), Esculenta (morchellas amarillas) y Elata
(morchellas negras) (O’'Donnell et al. 2011; Du & Yang 2021).

A pesar de los avances en el estudio de estos hongos en otras partes del mundo, el
conocimiento sobre su diversidad y relaciones filogenéticas en Sudamérica es
limitado (Baroni et al., 2018). En Chile, Morchella spp. ha sido encontrada entre la
Region de Coquimbo a la Region de Aysén en bosques nativos, zonas cordilleranas,
pero también en plantaciones forestales de Pinus radiata en zonas costeras,
principalmente en condiciones donde ha habido una conversion en el uso del suelo
(zonas donde se ha reemplazado el bosque nativo por plantaciones) (Correa &
Martinez, 2013; Machuca et al., 2021). En las regiones del Biobio y la Araucania se
han encontrado en plantaciones forestales de pinos y eucaliptos, quemadas o
cosechadas (Machuca et al., 2013; Sanz-Rocha et al., 2023).

Hasta el dia de hoy, la ecologia precisa de las morchellas sigue siendo incierta,

aungue esta muy claro que no todas las especies comparten los mismos habitos



troficos (Loizides, 2017). La mayoria de ellas se consideran saprobias, que se
nutren de materia organica muerta y tienen un crecimiento de micelio rapido y
abundante en varios medios, llegando a producir ascocarpos bajo condiciones
controladas (Ower, 1982). Por otro lado se ha informado que varias especies
interacttan con las raices de muchas especies de plantas formando diferentes tipos

de asociaciones (Snabl et al., 2019).

Se ha descrito que las especies de Morchella fructificaban en ambientes posteriores
al incendio asimilando el carbono antiguo, siendo consideradas saprotroficas
(Hobbie et al., 2016). En otros estudios se demostro que dos especies de Morchella
tenian la capacidad para formar una interaccion similar a la micorriza en la sintesis
de cultivo puro con especies como Larix occidentalis, Pinus contorta, Pinus
ponderosa y Pseudotsuga menziesii (Dahlstrom et al., 2000), e incluso tener
asociaciones tipo endofiticas Como las especies Morchella sextelata (Mel-6) y
Morchella snyderi (Mel-12) asociadas con el fuego al tomar muestras de Bromus

tectorum (Baynes et al., 2012).

2.1 Hongos como promotores del crecimiento vegetal

Los hongos juegan un papel importante en la promocion del crecimiento de las
plantas, lo que conduce a un mayor rendimiento y un aumento en la resistencia a
diferentes tipos de estreses bioticos y abioticos (Domka et al., 2019a). Hasta la
fecha se ha estimado que la diversidad de hongos oscila 2,2 a 3,8 millones
(Hawksworth & Lucking, 2017). Los hongos que pueden formar una relacién
simbidtica con las plantas son muy abundantes, algunos promueven el crecimiento
vegetal mediante la produccién de (fito)hormonas de crecimiento, suprimiendo las
infecciones de especies fungicas patdgenas, ayudando a la resistencia sistematica
a enfermedades y estrés de las plantas, a la mejora de la eficiencia en el uso de
nitrogeno (N) y las relaciones entre agua y nutrientes en las plantas (Yu et al.,
2016a). Estos hongos también producen varios metabolitos secundarios que
pueden usarse como productos ecolégicos para promover el crecimiento de las
plantas, como siderdforos, cianuro de hidrégeno, y agentes solubilizantes de

fosfato, ademas de enzimas hidroliticas (Rana et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/siderophore
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/hydrogen-cyanide

Las interacciones que ocurren entre las plantas y sus microorganismos asociados
han sido de interés durante mucho tiempo, ya que el conocimiento de estos
procesos podria conducir al desarrollo de nuevas aplicaciones agricolas (Ortiz-
Castro et al., 2009Db).

Muchos hongos son capaces de solubilizar fosfatos insolubles o facilitar la
adquisicion de P por parte de las plantas y, por lo tanto, forman una parte importante
de los productos microbianos comerciales, siendo Aspergillus, Penicillium y

Trichoderma los mas eficientes (Vassileva et al., 2022).

2.2 Solubilizacion de fosfato

El fésforo (P) es un macronutriente muy importante para el crecimiento y desarrollo
de las plantas. Sin embargo, méas del 80% del P aplicado como fertilizante no esta
disponible para las plantas debido a procesos de absorcion, precipitaciéon o
inmovilizacién en la matriz del suelo (Roberts & Johnston, 2015). Junto al N, el P es
un nutriente vital para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Su concentracion
en las plantas oscila entre el 0,05 y 0,5 % del peso seco total de la planta (Khan et
al., 2010b). Juega un papel importante en una variedad de procesos celulares,
incluido el mantenimiento de las estructuras de la membrana, la sintesis de
biomoléculas y la formacion de moléculas de alta energia como el ATP. También
ayuda en la division celular, la activacion/desactivacion de enzimas y el metabolismo
de los carbohidratos. A nivel de planta entera, estimula la germinacion de
semillas; desarrollo de raices, tallo y fuerza del tallo; formacion de flores y
semillas; rendimiento de los cultivos y calidad. Por lo tanto, es esencial en todas las

etapas de desarrollo, desde la germinacion hasta la madurez (Malhotra et al., 2018).

En diferentes ecosistemas la reserva de fésforo se encuentra en las rocas, unido al
oxigeno formando fosfatos. Cuando las rocas estan expuestas al ambiente, la
intemperie y la lluvia, estos fosfatos se disuelven, de tal forma que son absorbidos
facilmente a través de las raices de la planta. La cantidad de fosforo en el suelo se
expresa como P20s y este se clasifica en fésforo inorganico y fésforo organico
(Corrales et al., 2014). Los fosfatos organicos constituyen del 20 al 30% del fosforo

total en el suelo. La disolucion de los fosfatos organicos se produce a través del



proceso de mineralizacion mediante la accion de las enzimas (Kumar & Shastri,
2017).

Las fosfatasas acidas no especificas (FANE) también se conocen como
fosfomonoesterasas y son de dos tipos; fosfatasas acidas y alcalinas que son
secretadas por los microorganismos solubilizadores de fosfato (MSF), las cuales se
clasifican segun el pH 6ptimo, siendo las enzimas fosfatasas &cidas las que
prevalecen en suelos acidos y las alcalinas en suelos alcalinos o neutros (Nannipieri
et al.,, 2011). La desfosforilacion de fosfoésteres o enlaces fosfoanhidrido de
compuestos organicos es catalizada por fosfatasas. Se ha evidenciado que tanto
las fosfatasas acidas como las alcalinas son excretadas por microorganismos que
tienen mayor afinidad con las fosfatasas organicas del suelo. Ademas, las
fosfatasas alcalinas hidrolizan alrededor del 90 % del fésforo organico total en el

suelo y hacen que el fésforo esté disponible para las plantas (Jarosch et al., 2015).

Las fosfatasas acidas extracelulares (AcPasa) forman un grupo clave de enzimas
que pueden movilizar fosfato inorganico (Pi) de compuestos orgéanicos P, ya que
catalizan la hidrdlisis de ésteres de fosfato para liberar Pi en un ambiente &cido. La
actividad de AcPasa en la rizosfera puede tener su origen en raices de plantas,
bacterias y hongos. Los microorganismos solubilizadores de fosfato son
bioinoculantes que son sustitutos prometedores de los agroquimicos, que adoptan
diferentes estrategias para solubilizar el fosforo insoluble en forma soluble y pueden
reducir el aporte de fertilizantes fosfatados en las tierras agricolas (Rawat et al.,
2021).

2.3 Compuestos quelantes de Hierro (Fe)

El hierro (Fe) es uno de los 16 elementos esenciales para el crecimiento y la
reproduccion de las plantas, es uno de los elementos mas abundantes del planeta,
un micronutriente esencial para el crecimiento de casi todos los microorganismos
Vivos porque actla como catalizador en procesos enzimaticos, metabolismo del
oxigeno, transferencia de electrones y sintesis de ADN y ARN (Ahmed &
Holmstrém, 2014).



La deficiencia de Fe afecta el desarrollo de las plantas y disminuye el rendimiento y
la calidad de muchos cultivos sensibles, lo que provoca importantes pérdidas
econdmicas. Este desorden nutricional es consecuencia de la baja disponibilidad de
Fe en suelos alcalinos, mecanismo defectuoso de absorcion de Fe y/o deterioro en
el transporte y utilizacion de Fe en la planta, alterando el metabolismo de la
planta (Schalk et al., 2011).

La dinAmica del Fe en las plantas comienza con interacciones complejas entre las
plantas y la microbiota rizosférica, que determinan la cantidad de Fe disponible para
ser absorbido por los transportadores de raices. En condiciones de deficiencia, se
activan dos tipos de sistemas de transporte de alta afinidad, dependiendo de la
familia de plantas considerada. En plantas que no son gramineas, la reduccion del
quelato de Fe(lll) es seguida por la absorcion de Fe(ll), mientras que en las
gramineas, el Fe(lll) es quelado por fitosideréforos secretados los cuales son
absorbido posteriormente por las raices (Lucena & Hernandez-Apaolaza, 2017).

Los sider6foros son compuestos quelantes de hierro de alta afinidad y bajo peso
molecular que son excretados por microorganismos y plantas en respuesta al estrés
por hierro en el medio ambiente. Estos son los agentes complejantes de iones
férricos mas fuertes. Actualmente, se conocen mas de 500 sider6foros que son

producidos tanto por plantas como por microorganismos (Sharma et al., 2013)

En el caso de los microorganismos, éstos producen un grupo de compuestos
quelantes para la captacién del Fe con una afinidad extremadamente fuerte por el
Fe férrico (lll), y son mas conocidos como sideréforos. A pesar de su preferencia
por el Fe (lll), también pueden quelar muchos otros metales con afinidades
variables (Schalk et al., 2011). La produccion de sideroforos por parte de algunos
microorganismos los hace exitosos para sobrevivir en varios ambientes adversos y
también hace que el Fe limite a los patégenos de las plantas (Miethke & Marahiel,
2007).

Este sistema de captacién de Fe involucra la biosintesis de los sider6foros, la

exudacién en el espacio extracelular, la movilizacion del Fe y el reconocimiento y
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absorcién de los complejos sideréforo-Fe(lll) por sistemas de transporte altamente
eficientes o liberacion del Fe del complejo sideroforo y absorcion del Fe (Scavino &
Pedraza, 2013).

2.4 Fitohormonas del tipo auxinas

Investigaciones recientes han estudiado ampliamente la produccion de
fitohormonas por comunidades de hongos y la ingenieria genética de estas
fitohormonas para mejorar la tolerancia al estrés abidtico en las plantas. Tales
hormonas son moléculas de sefializacion cruciales que coordinan todos los
aspectos del crecimiento, desarrollo y mecanismos de defensa de las plantas. La
produccion de la fitohormona, particularmente la auxina (AlA) estan muy extendidas
entre las bacterias que habitan en la rizosfera de las plantas (Maheshwari et al.,
2015).

Las fitohormonas se agrupan en cinco clases segun la similitud estructural
(bioquimica) y el efecto fisioldgico en las plantas (o parte de la planta), estas son

giberelinas, citoquininas, acido abscisico, etileno y auxinas.

El &cido indol acético (AlIA) es la primera hormona vegetal del tipo auxina en ser
identificada en plantas. El AlA juega un papel clave en la regulacién de los procesos
relacionados con el crecimiento de las plantas, como la elongacién celular, el
desarrollo del tejido vascular y la dominancia apical (Fu et al., 2015). Aunque el AIA
ha sido ampliamente reconocido por sus implicaciones en el crecimiento y desarrollo
de las plantas, también puede regular la respuesta del crecimiento de la planta
frente a condiciones de estrés (Emenecker & Strader, 2020). EI AIA también
desempefa un papel importante frente a condiciones de salinidad en las plantas de
cultivo y se ha establecido un vinculo entre la sefializacion de auxinas y el estrés
salino (Fahad et al., 2015).

Recientemente, la aplicaciéon de hongos endofiticos para promover el crecimiento
de las plantas ha sido de interés porque los hongos juegan un papel importante en
la promocién del crecimiento de las plantas, lo que conduce a un mayor rendimiento

y un aumento en la resistencia a los estreses bidticos y abidticos (Domka et al.,
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2019b). Los hongos enddfitos podrian colonizar simbidticamente los tejidos internos
de las plantas sin causar signos visibles de infeccion. Ademas, también producen
varios metabolitos secundarios que pueden usarse como productos ecoldgicos para
promover el crecimiento de las plantas (Wagas et al., 2012). Siendo también los
hongos micorricicos arbusculares (HMA) los que podrian mejorar significativamente

el crecimiento de las plantas (Nacoon et al., 2020)

En el caso de la promocion del crecimiento vegetal, los hongos filamentosos de los
géneros Trichoderma, Penicillium y Aspergillus han sido ampliamente estudiados,
ya que pueden colonizar e interactuar con las raices de las plantas a través de varios
mecanismos que favorecen el crecimiento de las plantas a través de la absorcion
de nutrientes, la sintesis de fitohormonas, la induccion de resistencia sistémica y
tolerancia al estrés abiético. Ademas, como agentes de control biologico, protegen
a las plantas contra el ataque de patdgenos compitiendo por nutrientes y espacio e
inhibiendo el crecimiento de fitopatdgenos a través de la produccion de antibiéticos

y enzimas hidroliticas(Argumedo-Delira et al., 2022a).

Los mecanismos implicados en la promocion del crecimiento vegetal por parte de
los hongos incluyen un mayor acceso a los nutrientes mediante la produccion de
acidos orgéanicos y sideroforos, la produccion de reguladores del crecimiento vegetal
(auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno y acido abscisico) y la produccién de
enzimas hidroliticas (xilanasas, lacasas, pectinasas y celulasas) (Argumedo-Delira
et al., 2022b).

Debido a que la ecologia de la especie Morchella sigue siendo incierta y que los
estudios sobre posibles beneficios en el crecimiento de las especies vegetales son
practicamente inexistentes, es que en el presente estudio se busco determinar la
posible capacidad que podrian tener las especies del género Morchella
provenientes de bosque nativo y plantaciones forestales cosechadas del centro sur

de Chile como hongos promotores del crecimiento vegetal.
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[ll.  Hipbtesis

e Especies/cepas de Morchella provenientes de bosque nativo presentan
mayores actividades promotoras de crecimiento vegetal que aquellas

provenientes de plantaciones forestales, bajo condiciones in vitro.

IV. Objetivos
4.1 Objetivo general

e Evaluar bajo condiciones in vitro la actividad promotora del crecimiento
vegetal en especies/cepas de Morchella provenientes de bosque nativo y
plantaciones forestales del centro sur de Chile, y determinar su efecto en la

estimulacién del crecimiento de plantas de Nicotiana tabacum.

4.2 Objetivos especificos

e Evaluar la capacidad de solubilizacion de fosfato y de produccion de agentes
guelantes de metal de las distintas especies/cepas de Morchella, creciendo
en medio de cultivo sélido y liquido.

e Determinar la capacidad de solubilizacion de fosfato, la produccién de
enzimas fosfatasas y la produccion de auxinas de las distintas
especies/cepas de Morchella, creciendo en medio de cultivo liquido.

e Evaluar el posible efecto estimulante de las especies/cepas de Morchella en

el crecimiento de plantas, usando como planta modelo a Nicotiana tabacum.
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V.

Metodologia

5.1 Material fungico

El material fungico utilizado en el presente trabajo correspondio a diferentes cepas

o0 ecotipos de Morchella tridentina Bres., Morchella andinensis Machuca, Gerding &

Chavez, Morchella importuna Kuo, O'Donnell & Volk y Morchella eximia Boud (Tabla

1). Todos los aislados pertenecen a la coleccién de cultivos del Laboratorio de

Biotecnologia de Hongos del Campus Los Angeles, Universidad de Concepcion, los

cuales fueron mantenidos en medio extracto de malta-agar (EMA) y almacenadas

en estufa de incubacion a una temperatura de 24 + 1°C como cultivos stock.

Tabla 1. Especies, cepas y origen de Morchella spp. utilizadas en este estudio

Especie Cepa Origen

Morchella tridentina 226 Palena, Sector Rio Encuentro, Region de Los
Lagos. Bosque nativo

Morchella tridentina 251 Quilleco, Sector Peralillo, Regién del Biobio.
Bosque nativo

Morchella andinensis 110 Cochrane, Region de Aysén. Bosque nativo

Morchella andinensis 117 Nirehuao, Region de Aysén. Bosque nativo

Morchella andinensis 118 Cochrane, Region de Aysén. Bosque nativo

Morchella eximia 236 Santa Fe, Los Angeles, Region del Biobio.
Plantaciones forestales cosechadas

Morchella importuna 237 Santa Fe, Los Angeles, Region del Biobio.

Plantaciones forestales cosechadas
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5.2 Determinacion de la capacidad de solubilizacion de fosfato en medio de

cultivo sélido

Para este ensayo se utiliz6 medio Pikovskaya (PVK) (Laboratorio HiMedia), el cual
esta compuesto por (g/L): extracto de levadura 0,50, dextrosa 10, fosfato de calcio
5, sulfato de amonio 0,50, cloruro de potasio 0,20, sulfato de magnesio 0,10, sulfato
de manganeso 0,0001, sulfato ferroso 0,0001; y suplementado con agar al 1% y
Rosa de Bengala al 0,001% (m/v). Este ultimo reactivo se incorporé al medio sélido
para facilitar la visualizacion de la reaccion positiva. Se midié el pH del medio de
cultivo que fue de 6,3, luego se esterilizé6 durante 15 min a una presion de 1 atmy
121°C en autoclave Huxley 340. Una vez esterilizado, se dispensaron bajo camara
de flujo laminar 20 mL del medio de cultivo en placas de Petri (9 cm). Las placas se
inocularon con un disco de agar-micelio de 5 mm de diametro en el centro y se
dejaron incubando durante una semana en una camara de crecimiento a 24+1°C en

oscuridad. Las placas se inocularon en duplicado por cada cepa fungica.

Las observaciones se registraron diariamente para evaluar la actividad
solubilizadora mediante la aparicion de halos transparentes alrededor de las
colonias como respuesta a la presencia de fosfato en el medio sélido (Hernandez-
Leal et al., 2011). Se evaluaron también algunas caracteristicas morfologicas de los
cultivos como tipo de micelio (aéreo, superficial o sumergido), aparicion de

pigmentacién, aparicion de esclerocios, a través de observaciones macroscopicas.

Finalmente, se calculé el indice de solubilizacién de fosfato (IS) mediante la formula

descrita por Mohamed et al. (2018).

Diamentro de la colonia + halo de solubilizacién

Diametro de la colonia
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5.3 Deteccion de agentes quelantes de metal en medio de cultivo sdlido

Para la deteccion de la produccion de agentes quelantes de metal del tipo
sideroforos por las diferentes cepas fungicas, se utilizo el ensayo que usa el reactivo
universal Chrome Azurol S (CAS) (Schwyn & Neilands, 1987; Himpsl & Mobley, 2019). Para
ello, se prepararon placas de Petri (9 cm) conteniendo, agar-CAS (azul) en una de
sus mitades y medio de cultivo EMA 2% (pH 6,0) en la otra mitad, todo bajo
condiciones estériles. Las placas se inocularon con un disco de agar-micelio (5 mm
de diametro) tomado de los cultivos stock de cada cepa fangica, en la mitad que
contenia el medio de cultivo EMA 2%, y posteriormente se incubaron en estufa a
24°C durante 18 dias. La determinacion cualitativa de la produccion de compuestos
quelantes se evalué a través de un cambio de color del agar-CAS, desde el azul al
anaranjado o marron. Todas las cepas fueron inoculadas en duplicado en cada
medio de cultivo, y terminado el ensayo se evalud en forma semi-cuantitativa el
crecimiento micelial (diametro final en cm de las colonias) y la magnitud de la
reaccion CAS (avance en cm del cambio de coloracion en la mitad azul de las
placas) (Milagres et al., 1999).

5.4 Determinacion de la capacidad de solubilizacién de fosfato en medio de
cultivo liquido

Para este ensayo se utilizé el mismo medio PVK del ensayo anterior, solamente que
no se le incorpord agar ni Rosa de Bengala, y el pH del medio se ajust6 a 5,8. Luego,
se dispensaron 100 mL de medio en matraces Erlenmeyer (250 mL), para proceder
a esterilizarlos en autoclave a 121°C, 1 atm por 15 min. Cada cepa se inocul6 en
duplicado utilizando 4 discos de agar micelio (5 mm) por matraz. Se prepararon
controles con el medio PVK sin inocular. La incubacion de los matraces se realizo
en agitacion constante a 100 rpm por 15 dias, a una temperatura de 24 + 1°C (Munir
et al., 2022). Bajo camara de flujo laminar se tomaron muestras de aprox. 10 mL
cada 5 dias durante el periodo de cultivo. Se procedio a filtrar en filtro de jeringa (0,2
MM) y se midi6 el pH del filtrado con un pHmetro (HANNA HI4211).

En el filtrado de cada caldo de cultivo se cuantificé el fésforo soluble por colorimetria,

a través de la formacién del complejo molibdofosférico reducido con acido ascorbico
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(Murphy, 1962). Para ello, se mezcléo 1 mL de la muestra filtrada con la solucion
reveladora de fosfato (molibdato de amonio 40%, acido ascorbico 0,1 M, tartrato de
antimonio y potasio 0,1 M y acido sulfurico 5 N). Finalmente, se incubd la muestra
durante 30 min a temperatura ambiente y se leyé la absorbancia en
espectrofotometro (TU-1810, split Beam UV-Vis) a una longitud de onda de 880 nm.
El resultado positivo de la presencia de fosfato soluble en las muestras fue indicado
por la formacién de un color azul (Munir et al., 2022). Se construyé una curva de
calibracion de fosfato monopotasico para transformar los valores de absorbancia en
mg/L de fosfato soluble (Anexo 1). Al finalizar el periodo de incubacion (15 dias) se
separd la biomasa fungica del medio liquido mediante filtracién con papel filtro
(previamente seco y pesado) utilizando bomba de vacio. La biomasa se cuantifico

y expreso como peso Seco (g).

5.5 Determinacion de la actividad de fosfatasa alcalina y fosfatasa acida

La actividad de fosfatasa se determind en los filtrados de los caldos cosechados
cada 5 dias en el ensayo anterior (item 5.4). Para ensayar la actividad de fosfatasa
alcalina, se tomdé 1 mL de tampdn hidroxido de sodio-glicina (pH 9, 0,1 M) en un
tubo de ensayo y se le anadio 0,4 mL de extracto enzimatico. Esto fue seguido por
la adicion de 0,5 mL de sustrato enzimatico p-nitrofenol fosfato (pNPF) y 0,1 mL de
MgCl2 a la mezcla de reaccion. Se siguié el mismo procedimiento para el ensayo de
fosfatasa acida, excepto porque se usé tampén citrato (pH 5, 0,1 M). Los tubos se
incubaron a 25 °C durante 30 min, luego de lo cual se anadié 100 uL de NaOH (5
M) y se midio la liberacion de p-nitrofenol a 400 nm en un espectrofotometro (TU-
1810, split Beam UV-Vis). Se construyé una curva de calibracion con p-nitrofenol
que permitid transformar los valores de absorbancia en actividad enzimatica
(Adhikari & Pandey, 2019) (Anexo 2 y 3). La actividad de fosfatasa (acida y alcalina)

se expres6 como [UI/L].

5.6 Deteccion de agentes quelantes de metal en medio de cultivo liquido
La produccién de agentes quelantes de metal del tipo sideroforos se evalué en las

diferentes cepas de Morchella cultivadas en medio liquido. Para ello, se prepararon
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matraces (100 mL) conteniendo 40 mL de medio extracto de malta (EM) 1%, con
ajuste de pH a 6, y se inocularon en duplicado con 2 discos de agar-micelio (5 mm)
de las distintas cepas, utilizando caldo sin inocular como control. Los matraces se
incubaron en agitacion a 120 rpm a 25°C, durante 15 dias.

Bajo camara de flujo laminar se tomaron muestras de aprox. 5 mL cada 5 dias
durante el periodo de cultivo, las cuales se filtraron al vacio usando papel de filtro.
De los filtrados se tomaron alicuotas de 1 mL de extracto y se mezclé con 1 mL del
reactivo CAS-liquido, preparado de acuerdo con la literatura (Schwyn & Neilands,
1987). Luego de 1 h de incubacion a temperatura ambiente, se procedié a cuantificar
la produccion de agentes quelantes a traves de espectrofotometria
(Espectrofotdmetro TU-1810 Split Beam UV-VIS), midiendo la absorbancia a 630
nm. Finalizado el ensayo se determiné el porcentaje de agentes quelantes

producidos por medio de la siguiente formula:

[Ar — As]
% agentes quelantes = v— x 100

Donde:
Ar = Absorbancia del control

As = Absorbancia de la muestra

5.7 Determinacién de auxinas (AlA) en medio de cultivo liquido

Para la determinacion de la produccion de auxinas por las diferentes cepas de
Morchella creciendo en medio liquido, se siguié la metodologia descrita en la
literatura (Sadaf et al., 2009). Se utilizé el medio de cultivo caldo de papa dextrosa
(PD, Merck) suplementado con L-triptofano (1 mg/mL). Matraces (100 mL)
conteniendo 40 mL del medio de cultivo, se inocularon con 2 discos de agar micelio
(5 mm) y se incubaron por 15 dias en agitacion (120 rpm) a 24°C. Los matraces se
inocularon en duplicado por cada cepa fangica, y se prepararon controles

conteniendo el medio de cultivo sin inocular. Bajo camara de flujo laminar se
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tomaron alicuotas de aprox. 5 mL de cada matraz a cada 5 dias, durante el periodo
de incubacion. Las alicuotas se centrifugaron y en los sobrenadantes se determino
la concentracidon de auxinas del tipo AIA (Sadaf et al., 2009). Para ello, se prepar6
el reactivo de Salkowski, mediante una solucion de 15 mL de FeClz.6H20 (0,5 M) a
la que se afiadié 300 mL de H2S0a4 (98%) y 500 mL de agua destilada (Acufa et al.,
2011). Luego, 1 mL de sobrenadante y se mezclé con 4 mL del reactivo de
Salkowski, dejando reposar a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad
por 30 min, posteriormente se midi6 la absorbancia a 530 nm en un
espectrofotometro (TU-1810 Split Beam UV-VIS). Para cuantificar la produccién de
auxinas se preparo una curva de calibracion (Anexo 3) a partir de concentraciones
conocidas de AIA (10-50 mg/L). La reaccion positiva exhibe una coloracion rosa,
que se debe a la formacion del complejo tris-(indol-3-acetato)-Fe (lll) entre el
reactivo de Salkowski y el AIA (Gordon & Weber, 1951).

Al finalizar el periodo de incubacion (15 dias), se separé la biomasa fungica del
medio liquido mediante filtracion con papel filtro (previamente seco y pesado)

utilizando bomba de vacio. La biomasa se cuantificd y expresé como peso seco (g).

5.8 Morchellas como hongos promotores del crecimiento de Nicotiana
tabacum

Para este ensayo se utilizaron semillas de Nicotiana tabacum y se seleccionaron 3
cepas de hongos M. tridentina 226, M. Andinensis 117 y M. importuna, las cuales

mostraron mejores resultados de produccién de acido indol acético (AlA) (Item 5.7).

La esterilizacion de las semillas se realiz6 con un lavado con etanol al 70% durante
1 min agitando suavemente, posteriormente se traté las semillas con cloro, luego se
le agrego una gota de tween 20 durante 10 min agitando vigorosamente la

suspension cada 2 min, finalmente se procedié a enjuagar con agua estéril.

Para la germinacion de semillas se preparé medio MS completo, sacarosa 3% y
agar 0,7%, se ajusté pH a 5,6 y se procedi6é a autoclavar durante 15 min a una

presion de 1 atmy 121°C (Zhang et al., 2006). Una vez esterilizado, se dispensaron
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bajo camara de flujo laminar 40 mL del medio en placas de Petri cuadradas y se

dejaron incubando durante 15 dias en una camara de crecimiento a 24+1°C.

Se seleccionaron plantulas con hojas verdaderas y que tuvieran crecimiento de raiz
y se pasaron al medio MS completo con sacarosa 3% y agar 0,7% se trabajo en
triplicado con 3 plantulas por cada especie de Morchella y se le afiadio 2 indculos
de 0,5 mm, para el control se trabajo en duplicado con 3 plantulas sin inocular.
Finalizada las 3 semanas se realizaron mediciones de largo de raiz (cm), biomasa

aérea y radicular a través de la determinacion del peso seco (mg).

5.9 Analisis de resultados

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para comparar la varianza de los datos
experimentales por duplicado utilizando el programa Statistica v10. Para los datos
que no cumplieron con los supuestos de normalidad, homocedasticidad e
independencia se realizé transformacion de variable. La significacion estadistica se
determind usando el test de Duncan (p<0,05). Para los valores porcentuales fueron
transformados a través de \(x/100). Se realizé un analisis multivariado usando la
correlacion de Pearson y un analisis factorial usando la extraccion del componente
principal (PC) (Chavez et al., 2020).

19



VI. Resultados

6.1 Produccidon de agentes quelantes de metal en medio de cultivo sélido y
liquido

Al evaluar el crecimiento a través del diametro de las colonias M. tridentina 226, M.
andinensis 110 y 117, M. eximia y M. importuna, presentaron los mayores
crecimientos (> 5 cm), mientras que la cepa 251 de M. tridentina present6 el menor
crecimiento bajo las mismas condiciones de cultivo (Tabla 2).

Se detectd que todas las cepas mostraron reaccion CAS positiva en el medio de
cultivo, pero con diferencias en el tiempo de aparicion de la reaccion. M. importuna
237 fue la primera especie en mostrar reaccion en la mitad azul de las placas (agar-
CAS) a los 7 dias de incubacion, mientras que M. eximia y las cepas 110y 118 de
M. andinensis mostraron reaccion al dia 8. Las cepas 117 de M. andinensis y 226
de M. tridentina mostraron reaccion entre los 12-13 dias y la cepa 251 fue la mas
demorada, reaccionando al dia 18 de incubacion (Fig. 1). En cuanto a los aspectos
visuales de la reaccion, todas las especies mostraron un cambio en la mitad agar-

CAS desde el azul al café anaranjado.

Tabla 2. Crecimiento y reaccion CAS en medio de cultivo sélido de las diferentes

especies/cepas de Morchella.

Aparicion de reacciéon Crecimiento  Reaccion

Especie Cepa (dias)? (cm)® (cm)°¢
M. tridentina 226 12-13 54+0,1 0,8+0,1
251 18 14+0,1 0,4+£0,0
M. andinensis 110 8 54+0,2 1,6+0,0
117 12-13 52+0,2 0,7+0,2
118 8 4,4+0,1 1,2+0,0
M. eximia 236 8 55+0,0 0,8+0,1
M. importuna 237 7 54+0,1 1,5+0,1

a: tiempo de aparicion de la reaccion sobre la mitad agar-CAS (dias); b: crecimiento determinado
como diametro de las colonias al término del ensayo; c: distancia del avance de la reaccion en la
mitad agar-CAS. Los valores corresponden al promedio de 2 réplicas + DE, medidos a los 18 dias
de incubacion.
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\

Figura 1. Crecimiento y reaccion CAS de las diferentes cepas de Morchella spp. en medio de cultivo EM 2%, durante 18

dias de incubacion a 24°C. Las especies corresponden a M. tridentina (226 y 251), M. andinensis (110, 117 y 118), M.
eximia (236) y M. importuna (237).
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La determinacion de compuestos quelantes también se realiz6 en medio de cultivo
liquido, luego que las diferentes cepas de Morchella spp. crecieran en medio EM
1% (Fig. 2). Las especies que mostraron diferencias significativas en los 3 dias de
medicion (5, 10 y 15 dias respectivamente) fueron M. tridentina 226, 251, M.
andinensis 118 y M. eximia 236 aumentando la produccion de sideroforos con el
tiempo. Morchella andinensis 117 y M. importuna 237, presentaron diferencias
significativas entre los dias 5 de mediciébn en comparacion con los dias 10y 15, en
estos ultimos no se presentaron diferencias significativas. Para M. andinensis 110
en los dias 5 y 10 no se presentaron diferencias significativas, pero si entre estos y
el dia 15. Al evaluar entre las diferentes especies/cepas de Morchella solo a los 15
dias de medicion, las cepas de M. tridentina 226 y M. andinensis 118 presentaron
los mayores valores de produccion de sideroforos siendo estas diferencias

significativas con todas las otras cepas.
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Figura 2. Porcentaje de unidades de sideréforos (%) de las diferentes cepas de
Morchella spp. evaluadas en diferentes tiempos de cultivo en medio EM 1%. Las
especies corresponden a M. tridentina (226 y 251), M. andinensis (110, 117 y 118),
M. eximia (236) y M. importuna (237). Letras diferentes sobre cada barra indican
diferencias significativas entre tratamientos (comparado en forma independiente
cada especie con los dias 5,10 y 15) con un p<0,05 (ANOVA, test Duncan). * indica
mayor produccion de sideréforos comparado entre especies, siendo estas

diferencias significativas con todas las otras cepas en el dia 15.

6.2 Solubilizacion de fosfato en medio sélido y liquido

Todas las especies de Morchella crecieron en el medio de cultivo PVK, algunas con
un crecimiento micelial muy rapido como M. tridentina 226 y M. eximia, con
formacion de abundante micelio algodonoso y aéreo. El crecimiento micelial de las
cepas siguio la tendencia M. tridentina 226 ~ M. eximia > M. importuna > M.

tridentina 251 ~ M. andinensis 117 > M. andinensis 110 > M. andinensis 118 (Fig.
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4). Ademas, se aprecié que las cepas de M. andinensis y M. tridentina 251
mostraron una leve pigmentacién en los micelios. Por otra parte, las colonias de
todas las cepas mostraron bordes muy irregulares y en ninguna de las placas se
observo presencia de esclerocios durante el tiempo de duracién del ensayo (10
dias).

La presencia de un halo traslicido alrededor de las colonias de algunas especies
de Morchella indic6 la capacidad de solubilizacién de los fosfatos del medio PVK
(Fig. 4). El halo se comenz6 a ver desde el tercer dia de incubacion en las especies
M. importuna y M. andinensis cepas 110, 117 y 118, mientras que M. eximia y M.
tridentina mostraron rapido crecimiento micelial, pero no solubilizacién de fosfato
(Fig. 4). Entre las especies de Morchella que presentaron halo de solubilizacion, el
IS fue variable y se encontraron valores entre 1,6 y 3,3, siendo los maximos valores

detectados en los cultivos de las cepas 110 y 118 de M. andinensis (Tabla 3).

Tabla 3. indice de solubilizacion de fosfato en medio de cultivo sélido de las
diferentes cepas de Morchella spp.

indice
Especie Cepa Diametro de la colonia (cm) solubilizacion
M. tridentina 226 8,8 n.d
251 3,7 n.d
M. andinensis 110 1,5 3,0+0,0
117 5,6 1,8+1,2
118 1,2 3,3+0,5
M. eximia 236 8,3 n.d
M. importuna 237 4,0 16+1,0

Los valores de IS corresponden al promedio de 2 réplicas + DE, medidos a los 10 dias de incubacion.

n.d.: no determinado por no presentar halo de solubilizacion.
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M226 M251 M110 M117 M118 M236 M237

Figura 3. Crecimiento y solubilizacion de fosfato de las diferentes especies de Morchella en medio de cultivo PVK, durante
10 dias de incubacién a 24°C. Las especies corresponden a M. tridentina (226 y 251), M. andinensis (110, 117 y 118), M.
eximia (236) y M. importuna (237).
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La determinacién de fosfato soluble se realizé en medio de cultivo liquido, luego que
las diferentes cepas de Morchella spp. crecieran en medio PVK (Fig. 5). Las
especies que mostraron diferencias significativas entre los dias 5, 10 y 15 fueron M.
andinensis 117, 118, M. eximia 236 y M. importuna 237 en comparacion al resto de
las otras cepas que presentaron diferencia solo en el dia 15. Al analizar todas las
especies en el dia 15, se concluyé que M. eximia 236, M. importuna 237, M.
andinensis 110 y M. tridentina 226 presentaron las mayores concentraciones de
fosfato soluble (40,85, 35,81, 30,80 y 27,32 ug/L respectivamente) no presentando

diferencias significativas entre ellas, pero si con las demas cepas.
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Figura 4. Capacidad de solubilizacion de fosfato por las diferentes cepas de
Morchella spp. en diferentes periodos de cultivo en medio PVK liquido. Las especies
corresponden a M. tridentina (226 y 251), M. andinensis (110, 117 y 118), M. eximia
(236) y M. importuna (237). Letras diferentes sobre cada barra indican diferencias
significativas entre tratamientos (comparado en forma independiente cada especie
con los dias 5,10 y 15) con un p<0,05 (ANOVA, test Duncan). * indica mayor
concentracion de fosfato soluble, siendo estas diferencias significativas con todas

las otras cepas en el dia 15.
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Todas las cepas de Morchella spp. mostraron un crecimiento micelial diferente,
(determinado como la produccién de biomasa) al finalizar el periodo de incubacion
(15 dias) para la determinacion de fosfato soluble (Fig. 3). Morchella tridentina 251
presentd la mayor produccion de biomasa 0,117 g, siendo estadisticamente
diferente con, M. eximia (236), M. importuna (237) y M. andinensis 118, esta ultima
fue quién presentd los valores mas bajos de biomasa 0,044 g, siendo
estadisticamente diferente con todas las demas cepas estudiadas. Se destaca que
entre las cepas de M. tridentina (226 y 251) y entre M. andinensis (110y 117) no se

presentaron diferencias significativas en cuanto a la produccion de biomasa.
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Figura 5. Crecimiento de las cepas de Morchella spp. en medio PVK determinado
como cantidad de biomasa a los 15 dias de incubacion. Las especies corresponden
a M. tridentina (226 y 251), M. andinensis (110, 117 y 118), M. eximia (236) y M.
importuna (237). Letras diferentes sobre cada barra indican diferencias significativas

entre tratamientos con p<0,05 (ANOVA, test Duncan).
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En cuanto a los cambios de pH producidos por el crecimiento de Morchella spp. en
el medio PVK liquido, todas las especies mostraron una gran variabilidad respecto
al pH inicial (5,8) (Tabla 5). Una disminucién de pH fue detectada en los caldos de
M. andinensis 110, 117 y 118 y M. eximia, alcanzandose valores entre 4,3 y 5,2
entre los dias 10-15 de incubacién. En el caso de las cepas de M. tridentina, ambas
presentaron un comportamiento diferenciado, disminuyendo a pH 4,4 M. tridentina
226 al dia 10 o aumentando a pH 6,6 del medio en M. tridentina 251. La especie M.
importuna disminuyé el pH del medio al inicio de la incubacién dia5y 10apH 4,9y
4,1 respectivamente para luego aumentarlo para pH de 6,3 a los 15 dias de

incubacion (Tabla 4).

Tabla 4. Cambios en el pH de los caldos de cultivo producidos por las diferentes

cepas de Morchella spp. durante diferentes periodos de incubaciéon en medio PVK.

Cepas Dia 5 Dia 10 Dia 15
226 46+01 44+0,1 5615
251 6,0+00 57+00 6,600
110 57+0,1 57+03 52+0,9
117 58+00 48x08 45+0,2
118 56+0,1 46x+03 48+0,2
236 52+05 43+00 4915
2t 49+0,2 41+0,1 6,3+0,3

Los valores corresponden al promedio de 2 réplicas + DE, medidos a los 5, 10 y 15 dias de

incubacion. El numero de las cepas corresponde a las especies sefialadas en la Figura 5.

Se determino la actividad enziméatica de la fosfatasa alcalina, en la cual las especies
M. tridentina 226, M. andinensis 118 y M. eximia presentaron diferencias
significativas en los 3 dias, M. andinensis 110y 117 en los dias 5y 10 con respecto
al dia 15, M. importuna en los dias 10 y 15 con respecto al dia 5 y finalmente M.
tridentina 251 con diferencias solo en los dias 5 y 10. Al analizar todas las especies

en el dia 15 se determiné que la especie M. andinensis 110 fue la que obtuvo mayor
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actividad de fosfatasa alcalina, en comparaciéon a todas las demas cepas. El menor

valor de fosfatasa alcalina fue obtenido por M251.
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Figura 6. Actividad enzimatica fosfatasa alcalina por las diferentes cepas de
Morchella spp. en diferentes periodos de cultivo en medio PVK liquido. Las especies
corresponden a M. tridentina (226 y 251), M. andinensis (110, 117 y 118), M. eximia
(236) y M. importuna (237). Letras diferentes sobre cada barra indican diferencias
significativas entre tratamientos (comparado en forma independiente cada especie
con los dias 5,10 y 15) con un p<0,05 (ANOVA, test Duncan). * indica mayor
actividad de fosfatasa alcalina, siendo estas diferencias significativas con todas las

otras cepas en el dia 15.

Al determinar la actividad enzimatica de fosfatasa acida, las especies M. tridentina
226 y M. andinensis 110 presentaron diferencias significativas en los 3 dias de
medicion, M. andinensis 117, 118 y M. tridentina 251 presentaron diferencias entre
el dia 5y 15 con respecto al dia 10 y finalmente M. importuna el cual s6lo presento

diferencias en los dias 5 y 10.
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Al comparar la produccién de fosfatasa acida de las diferentes cepas de Morchella
a los 15 dias se evidencié que M. eximia 236 presentd la mayor concentracion de
fosfatasa acida 0,595 UI/L con respecto al resto de las cepas seguido de M.
tridentina 226 y M. importuna 237, estas dos Ultimas no presentaron diferencias
entre ellas, pero si con el resto de las cepas evaluadas. El resto de las cepas M.
tridentina 251, M. andinensis 110, 117 y 118 no presentaron diferencias

significativas entre ellas.
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Figura 7. Actividad enzimatica fosfatasa acida por las diferentes cepas de Morchella
spp. en diferentes periodos de cultivo en medio PVK liquido. Las especies
corresponden a M. tridentina (226 y 251), M. andinensis (110, 117 y 118), M. eximia
(236) y M. importuna (237). Letras diferentes sobre cada barra indican diferencias
significativas entre tratamientos (comparado en forma independiente cada especie
con los dias 5,10 y 15) con un p<0,05 (ANOVA, test Duncan). * indica mayor
actividad de fosfatasa acida, siendo estas diferencias significativas con todas las

otras cepas en el dia 15.
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6.3 Determinaciéon de auxinas (AlA)

Para la producciéon de AlA en las diferentes especies, se logré determinar que las
especie M. tridentina 251 presento diferencias significativas en los 3 dias de
medicion, M. andinensis 110, 117, 118 y M. importuna, en los dias 5 y 10 con
respecto al dia 15, y finalmente M. tridentina 226 en el dia 5 con respecto a los dias
10 y 15. Todas las especies evaluadas mostraron a traveés del tiempo un aumento
en la produccién de auxinas, siendo en el dia 15 su mayor concentracion. Al
comparar la produccion de AlA entre las diferentes cepas al dia 15 se evidenci6é que
M. importuna 237 presento la mayor produccion de AlA, siendo estas diferencias
significativas respecto a todas las otras cepas evaluadas, seguido de M226 (Figura

8). Cabe destacar que M236, M110 y M118 presentaron los menores valores de

AlA.
100

[—1Dias *
[ Dia 10
80 4 a I Dia 15

[

60

40 A a

b

Determinacién de auxinas [mg/L]

20 A < b

N F R R

M226 M251 M110 M117 M118 M236 M237

Cepas
Figura 8. Determinacion de auxinas (AlA) de las diferentes cepas de Morchella spp.

evaluadas en diferentes tiempos de cultivo en medio PD. Las especies
corresponden a M. tridentina (226 y 251), M. andinensis (110, 117 y 118), M. eximia
(236) y M. importuna (237). Letras diferentes sobre cada barra indican diferencias
significativas entre tratamientos (comparado en forma independiente cada especie
con los dias 5,10 y 15) con un p<0,05 (ANOVA, test Duncan). * indica mayor
determinacion de auxinas, siendo estas diferencias significativas con todas las otras
cepas en el dia 15.
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Al finalizar los 15 dias, todas las especies mostraron crecimiento de biomasa, M.
tridentina 226 y M. andinensis 117 presentaron los mayores valores (0,03 g y 0,02
g respectivamente) no presentando diferencias significativas entre ellas, pero si con
el resto de las especies evaluadas. Para M. importuna 237 no se observé diferencias
con M. andinensis 118 ni con M. tridentina 251, pero si con el resto de las cepas.
En cambio, la especie M. eximia 236 fue quien presentd el menor valor de biomasa
0,01 g presentando diferencia significativa respecto al resto de las cepas
estudiadas, excepto con la cepa 110 (Figura 9).

0.04

0,03

cd
0,02

Biomasa [g]

0,01

M226 M251 M110 M117 M118 M236 M237
Cepas

Figura 9. Crecimiento de las cepas de Morchella spp. en medio PD. determinado
como cantidad de biomasa a los 15 dias de incubacion. Las especies corresponden
a M. tridentina (226 y 251), M. andinensis (110, 117 y 118), M. eximia (236) y M.
importuna (237). Letras diferentes sobre cada barra indican diferencias significativas
entre tratamientos con p<0,05 (ANOVA, test Duncan).
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6.4 Biomasa aérea y radicular en plantas de N. tabacum

Los resultados obtenidos para biomasa aérea (BA) y radicular (BR) indicaron que
todas las cepas inoculadas generaron una estimulacion de la BAy BR, presentando
diferencias significativas entre ellas, excepto M. tridentina 226, que no presentd
diferencias significativas en la biomasa radicular con respecto al control. En la
evaluacion aérea y radicular la cepa M. importuna 237 fue la que obtuvo una mayor
biomasa 28,85 y 10 mg (BA y BR, respectivamente), presentando diferencias

significativas respecto al resto de las cepas evaluadas y el control.
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Figura 10. Biomasa aérea y radicular de las plantas de N. tabacum inoculadas con
especies de M. andinensis 117, M. tridentina 226 y M. importuna 237. Letras
diferentes sobre cada barra indican diferencias significativas entre tratamientos con

p<0,05 (ANOVA, test Duncan).
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Tabla 5. Determinacion del largo radicular (cm) de plantulas de N. tabacum tratadas

con Morchella spp.

Tratamiento Largo radicular (cm)
Control 6,1+0,6
M. tridentina 226 26+0,5
M. andinensis 117 5604
M. importuna 237 6,0£0,5

Los valores corresponden al promedio de 3 réplicas + DE.

Finalmente se realiz6 un analisis de componentes principales. Se obtuvieron dos
componentes, la primera componente explica un 66,3 % de la variabilidad
encontrada y la segunda un 21,8 %, explicando ambos componentes un 88,1 % de
la variabilidad de los datos. Las cepas de M. importuna (M237) y M. andinensis
(M117) fueron quienes estimularon una mayor produccién de biomasa aérea y
radicular en las plantas de N. tabacum (Figura 11 y 13). Las cepas de M. tridentina
M226 generd una mayor produccion de sideréforos, biomasa fangica, y fosfatasa

acida y alcalina. Las plantas controles presentaron un mayor largo radicular.
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Figura 11. Andlisis de componentes principales de M. tridentina 226, M. andinensis
117 y M. importuna 237, en la estimulacion del crecimiento de N. tabacum como
planta modelo. Se utilizaron las siguientes variables: Sider (% sideroforos), FS
(fosfato soluble (ug/mL), FA (fosfatasa acida pmoles/min), F.AL (Fosfatasa alcalina
pumoles/min), AIA (4cido indol acético), BH (biomasa hongo g), BA (biomasa aérea
mg) y BR (biomasa radicular mg), LR (largo raiz cm), IS (indice de solubilizacién).

Del analisis de correlacion se destaca una correlacion positiva entre la fosfatasa
acida (FA) con la auxina (AlA); biomasa aérea (BA) con biomasa radicular (BR);
sideroforo (Sider) con fosfato soluble (FS), fosfatasa acida (FA), fosfatasa alcalina
(F. Al), auxina (AIA) y biomasa del hongo (BH); fosfatasa alcalina (F. Al) con la
auxina AlA y la biomasa del hongo (BH). Finalmente se destaca una correlacion
negativa entre la biomasa del hongo (BH) y el largo de raiz (LR), relacionandose

con los resultados obtenidos para la cepa M226 (Figura 13).
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Figura 12. Grafica de correlacion entre las diferentes variables analizadas. Sider (%
sideroforos), FS (fosfato soluble (ug/mL), FA (fosfatasa acida umoles/min), F.AL
(Fosfatasa alcalina pmoles/min), AlA (acido indol acético), BH (biomasa hongo @),
BA (biomasa aérea mg) y BR (biomasa radicular mg), LR (largo raiz cm), IS (indice

de solubilizacion).
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Figura 13. Crecimiento de N. tabacum a los 5 y 15 dias de ser inoculadas con M. tridentina 226, M. andinensis 117 y M.
importuna 237, respecto a las plantas control sin inocular.
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VIl. Discusién

Entre las propiedades promotoras del crecimiento vegetal que presentan algunos
hongos y bacterias destacan la produccién de sideroforos, solubilizacion de fosfato,
produccién de enzimas y de auxinas, entre otras (Etesami & Glick, 2020) En este
trabajo todas las cepas de Morchella evaluadas tanto en medio sélido como en
medio liquido (EM), crecieron y presentaron reaccion CAS positiva para la
produccion de sideréforos, dependiendo de la cepa y del tiempo de reaccion (7-8
dias las mas répidas). Todo indico que el extracto de malta como medio de cultivo
es 6ptimo para el crecimiento de las especies de Morchella y favorece el crecimiento
de una amplia gama de taxones fungicos y que los resultados podrian deberse a
una variabilidad interespecifica como intraespecifica en la produccion de los
agentes quelantes (Evangelista et al., 2021). Es conocido que el Fe es un elemento
esencial para todos los microorganismos (Murakami et al., 2021), por ende, los
sideréforos desempefian un papel esencial en el acceso al Fe desde el medio
ambiente. En otra investigacion realizada por Patel et al. (2017) se aislaron dos
especies de hongos del género Aspergillus (A. niger y A. parasiticus) para
determinar la produccion de sideroforos en medio agar-CAS, en donde se observé
un aumento en el crecimiento y en la produccion, verificado por el cambio de
coloracién del medio. Posteriormente, se determiné en medio liquido la produccién
de sideréforos de forma cuantitativa, dando como resultado que A. niger produjo un
80% y A. parasiticus un 73% de unidades de sider6foros. Esta investigacion
realizada por los autores se llevé a estudios en macetas para ver el efecto de los
in6culos en plantas de frijol, ambos inéculos fungicos aislados mostraron un
aumento en el numero de hojas, ramas y raices laterales, altura de la planta, peso
fresco y peso seco en comparacion con el control, demostrandose con estos
resultados que ambos aislados fungicos productores de siderdforos podrian ser
bioinoculantes potenciales para mejorar el crecimiento de la planta de frijol mungo
(Patel et al., 2017).

Al evaluar la solubilizacion de fosfato de las diferentes especies/cepas de Morchella,

se observo que en medio solido las especies M. tridentina 226 y 251, junto con M.
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eximia 236 no presentaron halo de solubilizacibn en comparacion a las demas
especies, estas especies podrian haber reciclado y utilizado las pequefas
cantidades de P disponibles del mismo in6culo, y esto podria haber sostenido el
crecimiento del micelio durante un tiempo (Ceci et al., 2018). Al evaluar las mismas
cepas en medio liquido, se observo que todas las especies mostraron solubilizacion
de fosfato, siendo la especie M. eximia 236 la que presenté la mayor capacidad de
solubilizacion. El hecho de que algunos aislados fungicos no exhibieran halo de
solubilizacion en medio sélido después de ser reactivados, se debe a que la
confiabilidad de la técnica basada en el criterio de halo de solubilizacion es
cuestionable, ya que algunos aislados que no producen halo en placas de agar
pueden solubilizar varios tipos de fosfatos insolubles en medio liquido (Beltran
Pineda, 2015). Nautiyal (1999), comprobé que el método cuantitativo es mas
sensible y por eso es recomendable a la hora de evaluar cualquier microorganismo

con potencial de solubilizar P.

En una investigacion realizada por Bononi et al. (2020), se utilizaron cepas de
Trichoderma de la selva amazodnica capaces de solubilizar/mineralizar fosfato del
suelo y promover el crecimiento de la soja, en donde los resultados obtenidos
revelaron el potencial de la especie como prometedores agentes biofertilizantes, ya
gue dentro de los resultados se obtuvo que el 19,5% de las cepas de Trichoderma
aisladas pudieron solubilizar fosfato y ademas de mostraron respuestas positivas
en la promocion del crecimiento de la soja del 2,1% al 41,1%, asi como en la
eficiencia de absorcion de P hasta el 141% (Bononi et al., 2020). En otra
investigacion realizada por Omar (1998), se probaron 36 especies de hongos
aisladas del suelo para determinar su capacidad de solubilizar roca fosférica en
placas de agar, en donde la mayoria de ellos no eran solubilizadores de fosfato de
roca, pero dos de ellos (Aspergillus. niger y Penicillium citrinum) tenian una actividad
alta para solubilizar. En medio liquido, A. niger y P. citrinum, causaron una
disminucién en el pH de los medios de cultivo y solubilizaron cantidades

considerables de fosfato.
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El pH del medio de cultivo influye directamente en el crecimiento de los
microorganismos y en los procesos bioquimicos que realizan (Marra et al.,
2015). Los valores de pH en el ensayo de medio liquido presentaron una
disminucion en todas las cepas de Morchella en el dia 10. La disminucion del pH
indica claramente la produccion de acidos organicos y fosfatasas, que se consideran
responsables de la solubilizacion del fosfato. Se ha sugerido que los
microorganismos que disminuyen el pH del medio durante el crecimiento son

solubilizadores eficientes de fosfato (Khan et al., 2006).

Otra via crucial para el reciclaje de P por los hongos es la liberacion de fosfatasas
acidas (que actuan a pH acidos) y alcalinas (que actian a pH basico) (Corrales
Ramirez et al., 2014b). Estas enzimas degradan los compuestos organicos del
fésforo del suelo y, por lo tanto, aumentan la biodisponibilidad del P para las plantas
y los microorganismos (Rengel, 2008). La mayor produccion de fosfatasa alcalina
se presencio en M. andinensis 110, lo cual podria estar asociado a que crece
tipicamente dentro de bosques umbrios, muy cerca de Nothofagus y también cerca
de troncos de arboles podridos; con menor frecuencia, se registraron especimenes
de bordes de bosques o0 pastizales abiertos, sobre suelo franco arenoso neutro o
ligeramente acido (Sanz-Rocha et al., 2023). En relacion a la fosfatasa acida se
observd que M. eximia 236 y M. importuna 237, presentaron las mayores
actividades indicando 0,595 y 0,410 UI/L, respectivamente, lo cual se debe a que la
produccion de fosfatasas acidas por los hongos se regula a nivel genético en
respuesta a la disponibilidad de P en el ambiente, como un mecanismo importante
para la supervivencia en condiciones de escasez de P y para la colonizacion de
tejidos huéspedes durante la infeccion. Es conocido que M. importuna, tiene una
fitasa enziméatica de la familia de la fosfatasa acida de histidina identificada por Tan
et al. (2017). Las fitasas son enzimas hidroliticas que pueden degradar el fitato y
liberar fosfato inorganico, la cual es una forma mas facilmente disponible de P para
las plantas, mejorando su crecimiento y desarrollo (Singh et al., 2020). En general
en la literatura se ha afirmado que los hongos micorricicos arbusculares poseen una

mayor actividad de fosfatasas alcalinas en comparaciéon con otros hongos y
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bacterias, lo cual podria estar determinado por la relacion simbiotica de estos

organismos con su hospedero (Etesami et al., 2021).

El AIA es la principal auxina en las plantas, regula los procesos de crecimiento y
desarrollo, como la division y elongacion celular, la diferenciacion de tejidos, la
dominancia apical y las respuestas a la luz, la gravedad y los patégenos (Fu et al.,
2015b). Al determinar la produccion de auxinas, revelo que todas las especies
aumentaban a través del tiempo, destacandose M. importuna 237, M. tridentina 226
y M. andinensis 117. El AlA producido por hongos esta relacionado con inducir la
formacioén de raices laterales y el desarrollo de los pelos radiculares. La promocion
del crecimiento y desarrollo de las raices provoca una mayor absorcion de nutrientes
por parte de las plantas asociadas (Sun et al., 2014), esto se pudo observar en el
caso del tratamiento de N. tabacum con las especies M. andinensis, M. tridentina y
M. importuna (Figuras 10 y 12), donde se observo una mayor biomasa seca tanto
aérea como radicular, respecto a las plantas control. Segun las investigaciones
realizadas por Phanpadith et al. (2020) y Yu et al. (2016b), se estudio la planta de
maiz inoculada con la especie Morchella crassipes, observandose una estimulacion
en el desarrollo del sistema radicular, un aumento significativo en la biomasa de
raices y reduccion de la incidencia Fusarium verticillioides, en donde el posible
responsable de la estimulacion del crecimiento celular mediada por M. crassipes

podria ser la produccion de AlA.

Finalmente, al realizar el analisis de componentes principales en el ensayo con la
planta modelo N. tabacum, se observo claramente que M. importuna 237 y M.
andinensis 117 son las cepas que generaron una mayor produccién de biomasa
aérea y radicular en las plantas, correlacionandose con una mayor produccién de
AlA, fosfato soluble y mayor indice de solubilizacién, no observandose esa
tendencia en M. tridentina 226 (biomasa radicular). Probablemente, el efecto neutro
de M. tridentina 226 se debe a que, a pesar de producir sideréforos, tener actividad
de fosfatasa y ser productora de AIA, su crecimiento fue excesivamente rapido
(Figura 13, dia 5), lo cual generd una limitante para el desarrollo radicular en el

periodo de tiempo que duro el ensayo.
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VIll. Conclusiones

Todas las especies de Morchella presentaron produccién de sideroforos,
tanto en medio liquido como sdlido, lo cual las convierte en especies con
potencial de solubilizar y quelar hierro.

Todas las especies de Morchella presentaron en mayor o menor medida
solubilizacion de fosfato en medio liquido, destacando M. eximia 236 seguida
de M. importuna 237, con una concentracion de fosfato soluble de 40,85

pg/mL para la cepa 236 y 35,08 ug/mL para la cepa 237, en el dia 15.

La actividad de fosfatasas (acidas y alcalinas) presentes en Morchella spp.
fue distinta para todas las especies, siendo la mayor actividad de fosfatasa
acida producida por M. eximia 236 y la de fosfatasa alcalina producida por M.

andinensis 110.

La fitohormona AIA se determiné en todas las especies de Morchella,
destacando M. importuna 237 (75,09 mg/L), seguida por M. tridentina 226
(57,01mg/L) y M. andinensis 117 (34,11mg/L), las cuales estimularon el
crecimiento tanto aéreo como radicular en las plantas de N. tabacum,

principalmente M. importuna.

Finalmente, se rechaza la hipétesis planteada en este estudio dado que
especies provenientes de plantaciones forestales como M. importuna 237
tuvo mayor efecto en la estimulacion del crecimiento vegetal, comparada con
especies provenientes de bosque nativo como M. tridentina 226 y M.
andinensis 117. Sin embargo, nuevos estudios son necesarios para evaluar
el efecto que pudiesen tener estos aislados en la estimulacion del crecimiento

de otras especies vegetales.
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Anexos

Curva fosfato monopotasico
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Anexo 2. Curva de calibracion p-nitrofenol pH5

52



4-nitrofenol pH 9

1,400

0,1192x + 0,0176

R? = 0,9996 /
1,000 /'

0,800 -
0,600

1,200 y

Absorbancia

0,400

—
_~

i
*

0,200

0,000 *

Anexo 3. Curva

6n p-nitrofenol pHY

0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Absorbancia

Anexo 4. Curva de calibracién determinacion de auxinas



