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Resumen

Los hongos endofitos [HE] son microorganismos que viven dentro de las
plantas sin causar dafio aparente, y colaboran en la sintesis de sustancias
reguladoras del crecimiento, fijacion de nitrogeno, proteccion contra pato-
genos, entre otros beneficios para las plantas. En este estudio se determind
la capacidad de produccion de acido indol acético [AIA] y de solubiliza-
cion de fosfato, en cuatro cepas de HE aislados desde raices de Araucaria
araucana 'y se evalud su efecto sobre la promocion del crecimiento en
Nicotiana tabacum, utilizada como planta modelo. Los hongos fueron
identificados como Phialocephala fortinii (cepa E-1), Penicillium melinii
(cepa E-13), Umbelopsis dimorpha (cepa E-14) y Preussia cymatomera
(cepa E-36). E1 AIA fue determinado utilizando el método de Salkowski,
usando caldo de papa dextrosa [CPD] suplementado con 10 mg L' de
L-triptéfano, como precursor para la sintesis de AIA, y la produccion
fue expresada en mg L. La solubilizacion de fosfato fue determinada
en medio solido Pikovskaya, evaluando los halos formados en el medio
y calculando el indice de eficiencia relativa de solubilizacion [ERS].
Finalmente, la estimulacion del crecimiento vegetal por los HE en un
co-cultivo con las plantulas de N. tabacum, en condiciones in vitro, fue
evaluada a través de la produccion de biomasa aérea y radicular de las
plantulas. Los mayores valores de AIA y ERS fueron obtenidos con U.
dimorpha (52,29 y 3,36 mg L', respectivamente). Los hongos utilizados
promovieron el crecimiento de la biomasa aérea y radicular de las plantas
de N. tabacum en condiciones in vitro, obteniéndose la mayor produccion
de biomasa seca total (aérea y radicular) con U. dimorpha, con 188,5 mg,
valor significativamente mayor (p < 0,01) que el de las plantas control
(8,85 mg). A través de este estudio se infiere que los HE aislados de A.
araucana promueven el crecimiento vegetal y brindan beneficios para las
plantas mediante la produccion de fitohormonas.

Palabras clave: crecimiento vegetal, Umbelopsis dimorpha, AIA, solu-
bilizacion de fosfato.
Abstract

Endophytic fungi [EF] are microorganisms that reside within plant tis-
sues without causing apparent damage. They play a role in synthesizing
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growth-regulating substances, nitrogen fixation, protection against pathogens, and other benefits for plants. In this study, we
evaluated the capacity of Indole Acetic Acid [IAA] production and phosphate solubilization in four strains of EF isolated
from roots of Araucaria Araucana, and assessed their effect on the growth promotion of Nicotiana tabacum, as a model
plant. Fungi were identified as Phialocephala fortinii (strain E-1), Penicillium melinii (strain E-13), Umbelopsis dimorpha
(strain E-14), and Preussia cymatomera (strain E-36). The concentration of IAA was determined using the Salkowski
method using potato dextrose broth [PDB] supplemented with 10 mg L' L-tryptophan, as a precursor for IAA synthesis.
The yield was expressed in mg L. The capacity of phosphate solubilization was determined in Pikovskaya solid medium
through the evaluation of halos formed in the medium and calculating the relative solubilization efficiency ratio [RSE].
Finally, we evaluated the effect of EF in a co-culture with N. tabacum seedlings under in vitro conditions measuring aerial
and root biomass of the seedlings. The highest values for IAA and RSE were observed in the case of U. dimorpha (52.29
and 3.36 mg L, respectively). All fungi used promoted the growth of both aerial and root biomass of N. tabacum plants
under in vitro conditions, obtaining the highest production of total dry biomass (aerial and root) with U. dimorpha, with
a value of 188.5 mg, which was significantly higher (p < 0,01) than that of control plants (8.85 mg). Our findings suggest
that EF isolated from A. araucana has the potential to promote plant growth and provide benefits to plants through the
production of phytohormones.

Key words: plant growth, Umbelopsis dimorpha, IAA, phosphate solubilization.

1. Introduccion

Los hongos promotores del crecimiento vegetal [PGPF, del inglés Plant growth-promoting fungi] son microorga-
nismos residentes en el suelo de la rizésfera de plantas, y se les conoce por mejorar los mecanismos de defensa
y el crecimiento de ellas (Parra Martinez, 2023). Los PGPF desempefian diversas funciones en las plantas, como
potenciales biocontroladores al competir por espacio y nutrientes, produccion de hormonas de crecimiento,
solubilizacién de minerales, resistencia micoparasitica y saprofitica, colonizacidon de raices y resistencia sisté-
mica inducida [RSI] en las plantas (Adedayo y Babalola, 2023). Entre las especies promotoras del crecimiento
vegetal, se encuentran los hongos endofitos [HE].

Los HE se definen como microorganismos que pasan la mayor parte o todo su ciclo de vida colonizando
los tejidos de la planta hospedera, sin causar un dafio evidente, incluso en algunos casos son necesarios para la
sobrevivencia de las especies vegetales (Collinge et al., 2022; Ortega et al., 2020). Esta interaccion entre los HE
y su huésped es descrita como mutualista (Card et al., 2016), ya que los HE brindan beneficios a su huésped, lo
que excluiria de esta definicion a hongos patégenos y/o saprofitos. Asi, microorganismos actualmente conside-
rados como endofitos (bacterias, hongos, virus, protozoos), pero que en algin momento causan efectos nocivos
en la planta huésped, deberian ser clasificados de otra manera (Le Cocq et al., 2017). Mientras la interaccién
hongo-planta se mantenga equilibrada, el hongo obtiene nutrientes de la planta hospedante y, a cambio, ofrece
beneficios para ella (Bamisile et al., 2018). Entre estos beneficios se ha descrito que los HE pueden aportar
a las plantas un mayor contenido de nutrientes, proteccion, estimulacion del crecimiento radicular y aéreo,
y aumento de la tolerancia al estrés (biotico y abidtico) al producir metabolitos secundarios con una amplia
diversidad estructural que les brindan a las plantas proteccion y resistencia contra herbivoros, microorganismos
patdgenos y distintos estreses ambientales (Sanchez-Fernandez et al., 2013). Estos microorganismos tienen la
capacidad de sintetizar hormonas vegetales que son moléculas que controlan la mayoria de los procesos fisio-
logicos y bioquimicos, como la division celular, el crecimiento, la diferenciacion de los 6rganos aéreos y de las
raices de las plantas (Morocho y Leiva-Mora, 2019). Una de las fitohormonas secretada por algunos HE es el
acido indol acético [AIA], hormona importante en los procesos relacionados con el crecimiento de las plantas,
como la elongacion celular, el desarrollo del tejido vascular y la dominancia apical (Andrade Ayala et al., 2020;
Fu et al., 2015). Gran parte de los mecanismos y regulaciones del crecimiento y desarrollo de las plantas se
produce gracias a las fitohormonas, siendo las principales las auxinas, citoquininas, giberelinas, acido absci-
sico, etileno y acido salicilico. Las auxinas incluyen un grupo de moléculas importantes que se encuentran en
plantas, hongos y bacterias; el tipo de auxina mas abundante en la naturaleza es el AIA. Otras, como el acido
indol propidnico [4-CI-IAA] y el acido indol-3-butirico [AIB], se encuentran en menores concentraciones en
las plantas (Baez-Pérez et al., 2015). Se han realizado estudios en hongos productores de AIA, como es el caso
del género Trichoderma, donde fueron estudiadas 35 cepas (7richoderma sp.) debido al potencial del hongo
para sintetizar esta hormona (Ortufio et al., 2013).
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Otro de los aspectos relevantes tiene que ver con la capacidad que tienen los HE para solubilizar nutrientes,
mecanismo que pueden desarrollar por la liberacion de acidos orgéanicos o por la secrecion de enzimas (fosfa-
tasas acidas o alcalinas). Esto es fundamental cuando se sabe que el fosforo [P] es un macronutriente primario
para el crecimiento de las plantas y cada vez mas escaso, incluso se piensa que su uso como fertilizante comer-
cial estaria acotado al presente siglo (Mogollén et al., 2018), siendo preponderante buscar alternativas para la
solubilizacion de este nutriente. Al respecto, la condicion en que se encuentra el P en los suelos de Chile, aso-
ciado a materia organica, precipitado con compuestos de hierro, aluminio o calcio, o inmovilizado, adsorbido en
particulas de arcilla, hacen necesaria la busqueda de alternativas ecologicamente aceptables para estos fines. Es
aqui donde los HE pueden jugar un rol fundamental en el ciclaje del P en los suelos, ya que tienen la habilidad
de transformar el fosfato organico e inorganico al romper los enlaces que forma el P con los iones metalicos de
hierro, calcio y aluminio y asi transformarlo en formas solubles y disponibles (Restrepo-Franco et al., 2015).

Araucaria araucana, una especie endémica de los bosques templados de la zona centro-sur y sur de Chile
y de la Patagonia argentina, se caracteriza por su longevidad y su gran importancia cultural y cientifica. Ademas
de ser un valioso recurso econdomico para los pueblos originarios que viven de la recoleccion y uso de sus semi-
llas, como fuente de alimentacion y de ingresos, es un recurso genético tnico en el mundo (Hermann, 2006). El
microbioma de A. araucana ha sido poco estudiado, lo que ha incrementado el interés por identificar las espe-
cies flngicas que habitan en su entorno. Estas especies, que provienen de ambientes extremos y cambiantes,
podrian ofrecer un gran potencial biotecnologico (Alarcon et al., 2020). En el estudio realizado por Chavez et
al. (2023) se aislaron diferentes HE y micorricicos arbusculares de A. araucana, los cuales se inocularon en
plantulas de la misma especie sometidas a estrés hidrico. Los resultados mostraron una notable mejora en la
resistencia al estrés hidrico de las plantulas inoculadas, asi como cambios favorables en la morfologia y fisiologia
de las plantas (Chavez et al., 2023). Por este motivo, resulta de interés evaluar si esta interaccion planta-hongo
es beneficiosa también para otras especies vegetales como las de interés agricola.

En este contexto, la hipdtesis planteada aqui sugiere que los HE aislados de las raices de Araucaria
araucana (especie vegetal milenaria), estimulan el crecimiento vegetal a través de la produccion de AIA y
solubilizacion de fosfato. El objetivo de este trabajo fue comprobar la capacidad promotora del crecimiento
vegetal de cuatro cepas de HE mediante la produccion de fitohormonas y solubilizacion de fosfato. Para esto,
la investigacion se centr6 en determinar la solubilizacion de fosfato en medio sélido y la concentracion de AIA
producido por los HE en fermentacion liquida. Adicionalmente, se evaluo la estimulacion del crecimiento en
Nicotiana tabacum (como planta modelo) en co-cultivo con los HE, a través de la determinacion de la biomasa
de las plantas. Estos datos sentaran las bases para posteriores ensayos de optimizacion, donde algunas condi-
ciones de cultivo (pH del medio, tiempo de cultivo, concentracion de triptofano) seran probadas para aumentar
la produccion de AIA.

2. Materiales y Métodos
2.1. Aislamiento y activacion de cepas

Los HE utilizados en este estudio fueron aislados desde las raices de A. araucana (Chéavez et al., 2023). Para
ello, las raices de las plantas se lavaron con agua de grifo, cuidadosamente, para eliminar los restos de tierra.
Luego, las raices se cortaron en trozos de 0,5 cm (aproximadamente) y se esterilizaron superficialmente con
etanol al 70 % durante 1 min, seguido de hipoclorito de sodio al 10 % durante 10 min. Las raices esterilizadas
superficialmente fueron lavadas con agua destilada estéril, secadas y luego distribuidas en placas de Petri que
contenian extracto de malta y agar [EMA] al 1 % m/v. Las muestras se incubaron a 24 °C durante 7 dias, y a
partir de ellas se aislaron y purificaron las cepas fingicas, que luego fueron identificadas molecularmente como
Phialocephala fortinii [cepa E-1], Penicilium melinii [cepa E-13], Umbelopsis dimorpha [cepa E-14]y Preussia
cymatomera [cepa E-36], todas pertenecientes a la coleccion de cultivos del Laboratorio de Investigacion de
Micorrizas y Aplicaciones Biotecnoldgicas de Hongos [LIMAB], Universidad de Concepcion, Campus Los
Angeles. Estas cepas fueron reactivadas en medio de cultivo EMA al 1 % m/v, colocando un disco de agar/
micelio de 0,5 cm en el centro de las placas, que luego se incubaron a 24 + 1 °C en completa oscuridad durante
un periodo de 10 dias.
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2.2. Evaluacion de dcido indol acético (AIA)

Para determinar la produccion de auxinas por las diferentes cepas estudiadas se siguid la metodologia descrita
por Shahab et al. (2009). Se utiliz6 el medio de cultivo caldo de papa dextrosa (PD, Merck) suplementado con
L-triptofano, 10 mg L. Matraces Erlenmeyer de 100 mL, que contenian 25 mL del medio de cultivo, se ino-
cularon con 2 discos de agar micelio (5 mm) y se incubaron por 7 dias en agitacion a 120 rpm y 24 £ 1 °C. Los
matraces se inocularon en triplicado por cada cepa fungica, y se prepararon controles de los que contenian el
medio de cultivo sin inocular. Mediante filtracion al vacio se recuperd el caldo para determinar la concentra-
cion de auxinas del tipo AIA (Shahab et al., 2009). Para ello, se prepar6 el reactivo de Salkowski, mediante una
solucion de 15 mL de FeCl, x 6H,0 (0,5 M) a la que se afiadi6 300 mL de H,SO, (98 % v/v) y 500 mL de agua
destilada (Glickmann y Dessaux, 1995). Luego, 1 mL de sobrenadante se mezclo con el 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 prepar6 una curva de calibracion a partir de concentraciones conocidas de AIA (10-50 mg L™).

2.3. Solubilizacion de fosfato medio de cultivo sélido

La solubilizacion de fosfato fue evaluada en medio de cultivo solido para las cuatro cepas de HE mencio-
nadas en 2.1. Se ocupo el medio de cultivo Pikovskaya [PVK] (Sanchez-Gonzalez et al., 2022) que contiene:
(NH,),SO, (0,5 g), KCI1 (0,2 g), MgSO, x 7H,0 (0,1 g), MnSO, - H,O (0,004 g), NaCl (0,2 g), D-Glucosa (10
g), FeSO, x 7TH,0 (0,002 g), Ca, (PO,), (5g), extracto de levadura (0,5 g), cloranfenicol (0,1 g) y agar 1 % m/v.
El medio fue esterilizado a 121 °C por 15 min y, una vez tibio, 25 mL del medio fueron dispensados en placas
Petri bajo camara de flujo laminar. Luego de la solidificacion del medio PVK se inocularon discos agar/micelio
de 0,5 cm de diametro en el centro de las placas Petri. Las placas se incubaron en oscuridad a 24 + 1 °C y cada
5 dias fueron medidos el diametro (mm) de las colonias y el halo de solubilizacion alrededor de las colonias,
que indica la solubilizacion del fosfato insoluble del medio de cultivo. Para estimar el fosfato solubilizado se
aplico el indice de eficiencia relativa de solubilizacion [ERS], calculado mediante la ecuacion [1] descrita por
Romero-Fernandez et al. (2018).
a+b

ERS =

[1]

donde:
e ¢ =diametro de la colonia (mm)
e ) = diametro del halo de solubilizacién (mm)

Para categorizar el nivel de solubilizacion de las cepas, se utilizo el criterio establecido por Silva-Filho y Vidor
(2000), que indica que la capacidad de solubilizacion se considera baja cuando el ERS es inferior a 2, media si
es superior a 2 e inferior a 3, y alta si es superior a 3.

2.4. Hongos endofitos como promotores de crecimiento vegetal

2.4.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

Para el co-cultivo se utilizaron semillas de Nicotiana tabacum y las cepas de hongos descritas anteriormente
en el apartado 2.1. Las semillas se desinfectaron superficialmente mediante tratamiento con etanol al 70 % por
1 min, seguido de inmersion en hipoclorito de sodio 3 % y una gota de Tween 20 durante 10 min, se agit6 en
vortex cada 2 min. Finalmente, se procedio a enjuagar con agua destilada estéril por tres veces consecutivos,
previo a la siembra. Para la germinacion de las semillas se prepar6é un medio basal Murashige & Skoog [MS]
completo, suplementado con sacarosa 3 % y agar 0,7 %, se ajusto el pH a 5,6 y se procedio a esterilizar durante
15 min a 1 atm de presion y 121 °C (Vilarifio-Rodriguez, 2022).

2.4.2. Cocultivos de plantas y hongos

Luego de que las plantas de tabaco germinaron se transfirieron a una placa cuadrada de agar con medio MS
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suplementado con 0,5 % de sacarosa (p/v), momento en el cual se inocularon con los hongos. Dos discos de
agar micelio (5 mm de diametro) cortados con un sacabocados estéril, se colocaron asépticamente a una dis-
tancia de 1,5 cm entre ellos y a 5 cm de distancia de la radicula (3 plantulas por placa), segun metodologia de
Dovana et al. (2015). La parte inferior de la placa fue cubierta con papel aluminio para evitar que la luz de la
camara de crecimiento afectara el micelio del hongo y la parte de la semilla germinada quedo6 expuesta a la luz.
Se realizo un registro fotografico cada 5 dias posterior a la inoculacion [dpi] para evaluar el crecimiento de las
plantas. Al pasar 15 dias se les realiz6 una cosecha destructiva, donde se evalud crecimiento foliar y radicular
para asi determinar el peso seco (mg) de cada una de ellas.

2.5. Analisis estadisticos

La normalidad de los datos y la homogeneidad de la varianza se evaluaron mediante las pruebas de Shapiro-
Wilk y Levene, respectivamente. La significacion estadistica se determind usando test de Tukey (p < 0,05).
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Statistica.v 10 (Statsoft). Cada ensayo se realizo
por triplicado (n = 3).

3. Resultados y Discusion
3.1. Concentracion de acido indol acético [AIA]

Las cuatro cepas estudiadas tuvieron la capacidad de producir AIA y, como se puede observar en la Figura 1, la
unica cepa que presentd diferencias significativas en la produccion de esta hormona fue la especie U. dimorpha
cepa E-14 (52,29 mg L"), y para las cepas E-1, E-13 y E-36 no se presentaron diferencias significativas entre
ellas (17,2; 9,2y 21,1 mg L', respectivamente). Al respecto, se han identificado seis vias biosintéticas diferentes
de AIA, cinco de ellas dependientes de triptofano (Kejela, 2024). Por ende, los resultados sugieren que la pro-
duccion de AIA por los distintos hongos estudiados tendria una ruta de sintesis dependiente de este precursor.

80 -
a
60 -
-
(o))
£.40 1
<
<
b b
20
c
O T T T T
E1 E13 E14 E36
Cepas

Figura 1. Determinacion de la produccion de auxinas [AIA] de las diferentes cepas de HE evaluadas en medio PD. Phialocephala
fortinii (E-1), Penicillium melinii (E-13), Umbelopsis dimorpha (E-14) y Preussia cymatomera (E-36). Los datos representan el
promedio de tres réplicas + la desviacion estandar. Los valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias
significativas (p < 0,05).

Figure 1. Determination of auxin production (IAA) for the different EF strains evaluated in PD medium. Phialocephala fortinii (E-1),
Penicillium melinii (E-13), Umbelopsis dimorpha (E-14) and Preussia cymatomera (E-36). Data are expressed as mean + standard
deviation. Values followed by the same letter do not show significant differences (P < 0.05).
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Se ha reportado que la cepa de U. dimorpha JSNLOO1-1 ha demostrado tener un efecto significativo en la mejora
de la tasa de crecimiento y resistencia a la sequia en Dendrobium officinale (Xu, 2014). Este HE, ademas de
producir AIA, como fue demostrado en este trabajo, tiene la capacidad de secretar distintos compuestos feno-
licos y 4cidos orgédnicos que promueven el crecimiento vegetal, como fue descrito en el trabajo de Qin et al.
(2018), donde se evalu¢ la produccion de distintos metabolitos secretados por U. dimorpha en interaccion con
la planta Kadsura angustifolia, cambiando incluso algunos metabolitos propios de la planta huésped. Se ha
estudiado que el aumento de raices laterales puede aumentar la sintesis o produccion de compuestos volatiles
que activan genes relacionados a enzimas de la ruta biosintética de las auxinas (Hermosa et al., 2012). Los
resultados muestran que los hongos estudiados poseen un potencial en la produccién de AIA promoviendo el
crecimiento vegetal de las raices laterales y biomasa aérea (Figura 3). En Aspergillus awamori se encontr6 una
produccion de 24,2 ug mL!' de ATA (Mehmood et al., 2019), y para el caso de Preussia sp. BSL-10, cultivado
en medio de crecimiento Czapek durante 14 dias, se detect6 1,64 = 0,15 ug ml! de AIA (Al-Hosni et al., 2018).
Ademas, en otros hongos (comestibles), como la especie Morchella importuna, se encontrd una produccion de
AIA cercana a los 80 mg L' (Arroyo Marin, 2023), mayor a lo reportado en este estudio.

El microbioma de la rizésfera favorece el crecimiento de las plantas a través del establecimiento de
interacciones mutualistas entre las plantas y los microorganismos, los cuales secretan diversos compuestos
que promueven en la planta la sintesis de metabolitos beneficiosos para el desarrollo vegetal (Pascale et al.,
2020). Sin embargo, los microorganismos también pueden, de manera independiente, sintetizar metabolitos que
promueven el crecimiento de las plantas, tales como fitohormonas, sider6foros y enzimas que facilitan la solubi-
lizacion de fosfato (Kumar, 2016). Naureen et al. (2022) aislaron 150 hongos desde la rizésfera y endosfera de
la raiz de los pastos perennes Cymopogon jwarancusa 'y Panicum antidotale, y luego evaluaron la capacidad de
los hongos para estimular el crecimiento vegetal de Arabidopsis thaliana (Col-0). Los autores demostraron que
las cepas CJAN 1179 y PAAN 1135 de HE provocaron una significativa estimulacion del crecimiento radicular,
con la formacion de raices secundarias, después de 16 dias de la inoculacion de las plantas, y ademas que la
cepa CJAN 1179 produjo 1.638 pg/mL de AIA en presencia de triptofano como precursor (Naureen et al., 2022).

3.2. Solubilizacion de fosfato

La evaluacion de la actividad solubilizadora revel6 una respuesta positiva con la formacion de halos hialinos
alrededor de las colonias (Figura 2b). El halo de solubilizacion se comenzd a presentar alrededor del tercer y
quinto dia, en el medio PVK. La cepa E-1 fue la tnica que no presentd halo de solubilizacién durante todo el
ensayo (ESR = 1). Al respecto, Jones et al. (1991) y Whitelaw (1999) mencionan que la ausencia de halos de
solubilizacion en los medios de cultivo solidos no necesariamente indica que el organismo carezca de habilidad
solubilizadora, sino que posiblemente este tipo de medios son insensibles para detectar la actividad de algunos
microorganismos. Por lo cual es necesario recurrir a los medios liquidos para obtener resultados mas precisos.
Al respecto, Mikheev et al. (2022), utilizando P. fortinii, encontraron solubilizacién de fosfato atribuido a la
produccion de fitasa acida (maximo de 6,91 + 0,17 U el dia 21 de cultivo en caldo PD) y capacidad para acu-
mular polifosfatos en las células de las hifas, por lo que no se descarta que bajo otras condiciones de cultivo
esta cepa (E-1) pudiese presentar actividad solubilizadora.

Se observd, a los diez dias de crecimiento (Figura 2a), que E-14 fue la cepa con mayor indice de ERS
(3,36), siendo significativamente mayor a los indices de solubilizacion presentados por las otras cepas. El
desarrollo del halo alrededor de la colonia de los hongos se puede deber a la secrecion de enzimas y/o acidos
organicos. Los acidos organicos pueden acidificar las células del entorno circundante del hongo, provocando
la liberacion de iones P mediante la sustitucion de H* (unidos al fosfato), produciendo fésforo soluble para las
plantas (Park et al., 2009; Saeed et al., 2021). Por otra parte, los acidos organicos pueden quelar el cation unido
al fosfato con sus grupos hidroxilos y carboxilos, haciendo que el P esté disponible en forma de ortofosfato
(Picone y Zamuner, 2002). En un estudio donde se aislaron y caracterizaron hongos solubilizadores de fosfato
para probarlos en una plantacion de café, se analizaron 151 aislados, dentro de los cuales 21 tuvieron la capa-
cidad de solubilizar fosfato, y dentro de ellos se encontraron especies de los géneros Umbelopsis y Penicillium,
siendo las especies de Penicillium las que mostraron mayor capacidad de solubilizacion (Arias et al., 2023).

En relacion con el indice de ERS los valores para las cepas E-13 y E-36 (2,23 y 2,18, respectivamente)
fueron considerados medios y para la cepa E-14 (3,36) alto. Al respecto, los valores de este estudio son mas altos
que los sefialados por Morales et al. (2011), quienes reportaron un indice de solubilizacion maximo de 1,3 para
cepas de Penicillium albidum, P. thomii, P. restrictum, P. frequentans, Gliocladium roseum y Penicillium sp. Sin
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embargo, los valores obtenidos son menores que los reportados por Hajjam y Cherkaoui (2017), quienes han
informado sobre valores de indices de solubilizacion de hasta 5,3 para Trichosporon beigelii. Arias Mota et al.
(2022) informan de valores de ERS en el rango de 1,13-6,5 en hongos rizosféricos aislados de cafetales, lo que
muestra la necesidad de realizar pruebas de seleccion iniciales para obtener cepas con potencial biotecnologico.

4
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Figura 2. a) Indice de eficiencia relativa de solubilizacion [ERS] a los 10 dias de crecimiento. Los datos representan el promedio de
tres réplicas + la desviacion estandar. Los valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias significativas (p < 0,05). b)
Halos de solubilizacion (zona hialina) de las cepas Phialocephala fortinii (E-1), Penicillium melinii (E-13), Umbelopsis dimorpha
(E-14) y Preussia cymatomera (E-36), a los 10 dias de crecimiento en medio PVK.
Figure 2. a) Relative solubilization efficiency ratio [RSE] at different growth periods (5, 10 and 15 days). Data are expressed as
mean + standard deviation. Values followed by the same letter do not show significant differences (P < 0.05). b) Solubilization halos
(hyaline zone) of Phialocephala fortinii (E-1), Penicillium melinii (E-13), Umbelopsis dimorpha (E-14) and Preussia cymatomera

(E-36), after 10 days of growth in PVK medium.
3.3. Estimulacion del crecimiento vegetal

La biomasa aérea de las plantas de N. tabacum, inoculadas con los HE, mostré un aumento significativo res-
pecto a las plantas control con todas las cepas estudiadas, destacando las cepas E-1 y E-14, que estimularon las
mayores tasas de crecimiento, sin diferencias significativas entre ellas (39,8 y 37 mg, respectivamente). Los
valores representaron un aumento de 5,78 y 6,21 veces respecto a las plantas control. A nivel radicular las cepas
E-1, E-14 y E-36 mostraron diferencias significativas en relacién con el control, obteniéndose el mayor peso
seco con E-14 (72,5 +£ 0,9 mg) (Figura 4). Esto podria estar relacionado con la mayor produccion de AIA deter-
minada con la cepa E-14 (Figura 1). Se conoce que las auxinas son responsables del comienzo de la formacion
de raices laterales afectando el ciclo celular, activando células madre embrionarias (founder cells) presentes
en el periciclo (Glick et al., 2012; Naureen et al., 2022), fenémeno que se vio evidenciado en las plantas de
N. tabacum que desarrollaron raices secundarias (Figura 3), desde los 10 dpi, a diferencia de las plantas con-
trol que no tuvieron desarrollo de raices secundarias. En estudios similares donde se probo el hongo enddéfito
Cyanodermella asteris en plantas de A. thaliana, las raices presentaron un mayor crecimiento lateral, mayor
biomasa y raiz principal mas corta, en respuesta a las auxinas detectadas en las puntas de las raices y primor-
dios laterales (Jahn et al., 2021).

La cepa E-13 no permiti6 el desarrollo radicular de las plantas debido a la abundante esporulacion del
hongo, que inhibio el crecimiento total de la planta (Figura 3), a pesar de esta cepa demostrar capacidad de
secrecion de AIA (Figura 1). En estudios realizados en P. citrinum aislado de Triticum aestivum L en condiciones
de estrés por sequia (Kaur y Saxena, 2023), se determind la produccion de fitohormonas, como AIA, por este
hongo. Los autores proponen que los hongos tolerantes a la sequia, como P. citrinum, activan los sistemas adap-
tativos del trigo y, a su vez, otorgan proteccion y estimulacion del crecimiento vegetal (Kaur y Saxena, 2023).
En otro estudio, donde se evalud el hongo halotolerante P. o/sonii en plantas de tabaco en cultivo hidropénico,
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se observo un incremento de la tolerancia a la salinidad, estimulando el crecimiento vegetal y reduciendo a la
mitad el uso de fertilizantes quimicos (Tarroum et al., 2022).
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Figura 3. Crecimiento de N. tabacum alos 5, 10 y 15 dias luego de la inoculacion con las diferentes cepas de los HE: Phialocephala
fortinii (E-1), Penicillium melinii (E-13), Umbelopsis dimorpha (E-14) y Preussia cymatomera (E-36).
Figure 3. Growth of N. tabacum at 5, 10 and 15 days after inoculation with different strains of EF Phialocephala fortinii (E-1),
Penicillium melinii (E-13), Umbelopsis dimorpha (E-14) and Preussia cymatomera (E-36).

Control E-1 E-13 E-14 E-36

0dpi

S dpi
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Figura 4. Biomasa aérea y radicular de las plantas de N. tabacum inoculadas con las diferentes cepas de los HE: Phialocephala for-
tinii (E-1), Penicillium melinii (E-13), Umbelopsis dimorpha (E-14) y Preussia cymatomera (E-36). Los datos representan el
promedio de tres réplicas + la desviacion estandar. Los valores seguidos por la misma letra no presentan diferencias
significativas (p < 0,05).

Figure 4. Aboveground and root biomass of N. tabacum plants inoculated with different strains of EF: Phialocephala fortinii (E-1),
Penicillium melinii (E-13), Umbelopsis dimorpha (E-14) and Preussia cymatomera (E-36). Data are expressed as mean + standard
deviation. Values followed by the same letter do not show significant differences (P < 0.05).
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4. Conclusiones

Todas las especies/cepas evaluadas en este estudio presentaron produccion de fitohormonas del tipo auxinas
[AIA]. La especie Umbelopsis dimorpha (cepa E-14) fue la que present6 la mayor produccion de AIA. Los
HE tuvieron la capacidad de solubilizar fosfato, a excepcion de Phialocephala fortinii (E-1), que no presentd
capacidad de solubilizacion de fosfato en el medio PVK soélido. Los HE aislados de raices de Araucaria arau-
cana promovieron el crecimiento vegetal de N. fabacum mediante la produccion de AIA y la solubilizacion de
fosfato, lo que deja abierta la posibilidad de probar estos hongos o sus extractos fungicos con otras plantas de
interés agricola y/o forestal.
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