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RESUMEN: La adaptación de plantas a ambientes extremos puede depender de la asociación con hongos endófitos de
raíces. Sin embargo, las demostraciones del papel de esos endófitos en las simbiosis son limitadas si no se experimenta
con plantas libres de ellos. Este estudio adaptó y evaluó un sistema de germinación masivo de semillas (SGMS) para
probar métodos de desinfección de semillas de Brachiaria decumbens en estudios con hongos endófitos de raíces.
Con este sistema se evaluaron en semillas métodos de desinfección externa (Soluciones de NaOCl al 5% ó Ca(ClO)2

al 7.14%, o calor [60◦C] en baño de agua u horno en varios tiempos), e interna (CaptanTMy Benomil 50WP (0.1
mg�ml)). El SGMS fue adecuado para el desarrollo de plántulas de B. decumbens ya que en cinco días se obtiene
abundante material de trabajo (7 a 10 plántulas). Adicionalmente, los métodos de desinfección externa disminuyeron
la actividad microbiológica superficial en semillas, comparado con el control (agua). Aplicar NaOCl (5%) resultó
en mayor germinación y desarrollo de plántulas, pero no fue posible eliminar estructuras internas de hongos de las
raíces, lo que sugiere una relación innata planta-endófito en pasto B. decumbens, que impide obtener plantas libres de
endófitos. Algunas implicaciones experimentales son presentadas y discutidas a la luz de estos resultados.

PALABRAS CLAVE: Bolsas de germinación; hongos endófitos; métodos de desinfección; pastos, simbiosis.

ABSTRACT: Plant adaptation to extreme environmental conditions may depend on symbiotic root fungi. However re-
search on this topic is hampered by the difficulties to obtain experimental plants free of endophytes. This study adapted
and tested a system of seeds germination (SSG) of Brachiaria decumbens which allows evaluating seed disinfection
methods for experimental purposes with this important tropical grass and its roots endophytes. The system called ger-
mination bags used inexpensive, locally available materials. Using seeds, this system evaluated external (5% NaOCl,
heat, 7.14% Ca(ClO)2) and internal (CaptanTMand Benomil 50WP (0.1 mg�ml)) disinfection methods. The results
indicated that our SSG is suitable for the development of B. decumbens seedlings and yields abundant working plant
material in five days. In addition the three external disinfection methods tested reduced the outer microbial activity
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of the seeds as compared to a control treatment (water), with the use of 5% NaOCl showing the highest germination
rate of seeds per bag. Fungicide use as internal disinfection method did not eliminate root fungal internal structures,
suggesting an innate plant-endophyte relationship on B. decumbens grass that prevents to study plants without the
presence of endophytes. Further experimental consequences of these results are discussed.

KEYWORDS: Disinfection methods; fungal endophytes; germination bags; grasses; symbiosis

1. INTRODUCCIÓN

Muchas especies vegetales forman simbiosis con hongos endófitos y micorrizas, que proveen beneficios nu-
tricionales y tolerancia a condiciones ambientales adversas (Rodriguez et al., 2004). Brachiaria decumbens
es un pasto común en el trópico alto y bajo de Suramérica, que comúnmente presenta raíces colonizadas
por hongos septados, cuyo papel es desconocido. Estos hongos de los filos Ascomycota y Basidiomycota,
poseen hifas melanizadas y septadas, forman microesclerocios (Jumpponen & Trappe, 1998) y son comu-
nes en raíces de plantas en ambientes extremos, por ejemplo zonas con temperatura muy baja (Newsham
et al., 2009) o temperatura muy alta y suelos secos (Porras et al., 2008). Para entender el papel de esa
simbiosis es prerrequisito usar plantas libres de hongos como controles experimentales. Sin embargo, esos
microorganismos son transmitidos y al parecer imposibles de erradicar del material de propagación (Barrow
et al., 2004). Para ello se han evaluado sistemas de propagación controlada que emplean en condiciones
estériles estacas o semillas (Alarcón & Ferrera-Cerrato, 1999) sembradas en medios de crecimiento líquidos
(cultivos hidropónicos) (Groleau-Renaud et al., 1998), sólidos porosos (Henry et al., 2006), agares (Heist
et al., 2002), arena (Henry et al., 2006), arcilla (Biondini, 1988) y�o perlas de vidrio (Sandnes & Eldhu-
set, 2003).

Para esterilizar componentes inertes del sistema a emplear se ha usado irradiación gama o autoclave
(Henry et al., 2006), mientras que para desinfectar semillas se han utilizado métodos térmicos (Misaghi
& Donndelinger, 1990; Kannadan & Rudgers, 2008) o inmersión en soluciones diluidas de etanol (C2H6O)
(Ernst et al., 2003), hipoclorito de sodio (NaOCl) (Simons et al., 1996), hipoclorito de calcio (Ca(ClO)2)
(Knudson, 1929), ácido sulfúrico (H2S4) (Hepper, 1981). Para desinfección interna de raíces se usan fungici-
das de acción sistémica, de contacto, o traslaminar (Latch, & Christensen, 1982; Gibert & Hazard, 2011; Bar-
ney, 2003; Ernst et al., 2003). El uso de calor es una de las técnicas más utilizadas para eliminar hongos endo-
fitos en pastos por exposición a diferentes tiempos y grados de temperatura (Latch, & Christensen, 1982; Wa-
li et al., 2011), ya sean en hornos de convección (Kannadan & Rudgers, 2008) o por inmersión de semillas
en baños de agua (Wali et al., 2011).

No obstante, la no inclusión de pruebas de verificación de desinfección del material vegetal en algunos
estudios (Mergulhao et al., 2001; Redman et al., 2002) o el uso de métodos de verificación poco rigurosos
deja dudas acerca de si el material vegetal empleado estaba realmente limpio al momento de tomar variables
de interés como la capacidad de colonización de los hongos endófitos, el efecto fisiológico sobre las plantas
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Figura 1: Sistema de germinación masiva de semillas de B. decumbens. Las semillas usadas tienen una longitud media de 3 mm.
Fuente: Elaboración propia.

o su potencial en la adaptación de las plantas a condiciones extremas de fertilidad de suelo y clima. En
cualquier caso, es necesario obtener un gran número de plantas si se desea evaluar en poblaciones de ellas
y en condiciones semi-controladas los efectos de hongos simbiontes en raíces. Hasta el presente no existe
un método económico y rápido para ello. En estudios anteriores con el pasto B. decumbens en los que se
pretendía evaluar el papel de estos hongos endófitos en la tolerancia del pasto a condiciones extremas de
sequía o nutrición, se encontró que todas las plantas incluidas en tratamientos control no inoculados, y
obtenidas del mismo lote de semillas usadas aquí, presentaban una alta colonización por estos hongos, lo
que limitó el poder concluir claramente sobre el papel de esta simbiosis en el desempeño de las plantas
(Tamayo, 2017). El objetivo de este estudio fue desarrollar un sistema de germinación masivo de semillas
de B. decumbens que permitiera evaluar métodos de desinfección de raíces bajo condiciones de laboratorio
y obtener plántulas libres de endófitos para ser usadas en experimentos posteriores.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1. Sistema de germinación masiva de semillas de B. decumbens

Este sistema se adaptó a partir del reportado previamente por Kloeper & Schroth (1981) en bolsas de
crecimiento, y fue modificado según la descripción detallada en la Figura 1.
El sistema es presentado como de germinación masiva, ya que cada bolsa con un conjunto de semillas ocupa
el mismo volumen que una carpeta legajadora, de las cuales pueden apilarse hasta 50 en un gabinete regular
para almacenar documentos. En una prueba inicial se determinó la efectividad del sistema para germinación
de semillas y desarrollo inicial de plántulas de B. decumbens en condiciones estériles. Se utilizaron semillas
comerciales (Agrosemillas, lote: R044�12, pureza: 95.1%) sometidas a dos condiciones de temperatura
(alterna (24 horas a 4◦C y 96 horas a temperatura ambiente) y continua (120 horas a temperatura ambiente))
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en un diseño completamente al azar con 10 repeticiones. Cada repetición estuvo constituida por una bolsa
de germinación con 10 semillas (Figura 1). En el laboratorio, después de aplicar los tratamientos, las bolsas
se colgaron del borde superior (usando ganchos) en carpetas plásticas oscuras y se mantuvieron tres días
en oscuridad y luego dos días en períodos alternos de 12 horas oscuridad y 12 horas luz natural indirecta
incidente sólo sobre el borde superior de la bolsa. Las variables medidas fueron: germinación de semillas
(%) y crecimiento de raíces (cm) a los cinco días después de iniciada la prueba. Usando el software R se
realizó una prueba t de student para comparar los promedios de las variables en los dos tratamientos.

2.2. Efectividad de métodos para la desinfección de semillas de B. decumbens

2.2.1. Desinfección superficial de semillas

Se tomaron conjuntos de 40 semillas que se sometieron a tratamientos previamente presentados en
la literatura: solución de NaOCl al 5% (Simons et al., 1996), Ca(ClO)2 al 7.14% (Knudson, 1929),
calor (Misaghi & Donndelinger, 1990), y agua destilada estéril (control). Las soluciones de hipoclorito
de calcio o sodio se obtuvieron a partir de sales suministradas por la empresa Protokimica S.A.
(www.protokimica.com). Se registró la actividad microbial residual en la superficie de la semilla, es decir,
se determinó si hubo microorganismos que sobrevivieron después de estar expuestos por cierto tiempo al
agente desinfectante. Se colocaron las semillas en placas petri con agar PDA, se incubaron en oscuridad a
25◦C por tres días y después de 24 y 72 horas se registró en cada tratamiento el número de semillas rodeadas
por unidades formadoras de colonias (UFC) de hongos o bacterias.

2.2.2. Combinación de desinfección externa e interna de semillas

Consistió en cuatro experimentos independientes. En cada uno se evaluó un método de desinfección super-
ficial de semillas, combinado con dos tratamientos para desinfección interna (fungicidas) o un control con
agua. Cada experimento utilizó un diseño completamente al azar y 10 réplicas, cada una conformada por
una bolsa de germinación con 10 semillas de B. decumbens (Figura 1), que se incubó por cinco días en
las mismas condiciones descritas arriba. Los métodos de desinfección evaluados se presentan en la Tabla
1. Después de ese tiempo se determinó la germinación de semillas (%), longitud de raíces (cm) a partir de
fotografías analizadas en el software libre ImageJ (Rasband, 2007), y actividad microbiológica interna de las
semillas determinada indirectamente en fragmentos de raíces. Para estas últimas se tomaron de cada réplica
las raíces con al menos 1cm de longitud y se desinfectaron para prevenir cualquier contaminación externa
(etanol al 95% 1 minuto, agua destilada estéril 10 segundos, NaOCl al 2.5% 1 minuto, agua destilada estéril
2 minutos), se secaron sobre papel toalla estéril, se cortaron en fragmentos de 1 cm, y finalmente se tiñeron
de acuerdo al método de Vierheilig et al. (1998). Se consideró una raíz colonizada si al menos uno de sus
fragmentos presentaba estructuras de hongos. Los datos se presentan como la relación entre el número de
raíces positivas y el total de raíces presentes en cada réplica.

Para diferenciar claramente estructuras formadas por los hongos endófitos en raíces, en el experimento
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siguiente se usó la tinción doble (azul tripano-para hongos y Sudan IV-para lípidos) modificada de Barrow
(2003).

2.2.3. Desinfección externa (NaOCl al 5%) e interna (calor a diferentes tiempos)

Consistió en cinco tratamientos donde las semillas que se desinfectaron externamente con NaOCl al 5% se
mantuvieron a 60◦C durante 10, 20 ó 30 minutos en baño de agua o durante 6 días en horno seco. Adicio-
nalmente se incluyó un control a temperatura ambiente. Se utilizó un diseño completamente al azar y cada
tratamiento con cinco repeticiones, cada una conformada por una bolsa de germinación con diez semillas de
B. decumbens (Figura 1), que se incubó por ocho días en las mismas condiciones descritas anteriormente.
Como variables se midieron la germinación de semillas (%), longitud de raíces y plúmula (cm) a partir de
imágenes (Rasband, 2007), actividad microbiológica interna de las semillas por tinción doble presentada por
Barrow (2003) y porcentaje de colonización (Giovanetti & Mosse, 1980) por hifas, esporas, cuerpos lipídi-
cos y otras estructuras atípicas mencionadas por Barrow (2003) como protoplastos, sin pared distinguible o
con paredes muy delgadas hialinas y de difícil detección por tinciones para quitina fúngica.

Colonizacin (%) =
Conteos positivos

Conteos positivos+Conteos negativos
×100 (1)

Tabla 1: Métodos de desinfección de semillas de B. decumbens.

Experimento Método de desinfección superficial Métodos de desinfección interna
I NaOCl al 5% (Simons et al., 1996) Fungicida CaptanTM,

Fungicida Benomil 50WP,
Agua destilada estéril (control)

II Calor (Misaghi y Donndelinger, 1990)
III Ca(ClO)2 al 7.14% (Knudson, 1929)
IV Agua destilada estéril (testigo)
Nota: Los fungicidas Captan y Benomil se emplearon a un concentración de 0.1mg�ml
y se adicionaron al agua de las bolsas de germinación correspondientes.

Para el análisis estadístico se revisaron los supuestos de normalidad de residuales y homogeneidad de
varianzas previo al Anova. La variable longitud de raíz del experimento IV se transformó (logaritmo) para
cumplir con los supuestos del Anova y todos los análisis se realizaron con el paquete estadístico libre R
(www.r-project.org).

3. RESULTADOS

3.1. Desempeño del sistema de germinación masiva de semillas de B. decumbens

Cinco días después de iniciada la prueba se obtuvieron 7 a 10 semillas germinadas en cada bolsa, con
longitudes promedio en raíces de 4.6 ± 0.8 cm. No se presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre
los tratamientos de temperatura evaluados (Figura 2), y en general el desarrollo de plántulas fue adecuado.
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Figura 2: Germinación de semillas y longitud de raíces después de los tratamientos con temperatura alterna o continua. Fuente:
Elaboración propia.

Además al usar bolsas transparentes dentro de carpetas oscuras pudieron revisarse superficialmente las raí-
ces sin interrumpir el desarrollo del experimento.

3.2. Efectividad de métodos para la desinfección externa e interna de semillas de B.
decumbens

3.2.1. Desinfección externa de semillas

Los tres métodos de desinfección externa disminuyeron diferencialmente la actividad microbial residual
superficial en las semillas, en comparación con el tratamiento control con aplicación de agua. En general,
ningún tratamiento individual fue completamente efectivo para eliminar simultáneamente bacterias y hon-
gos cultivables durante el período de evaluación de las semillas. Por ejemplo, el tratamiento con Ca(ClO)2

eliminó bacterias superficiales, mientras que el tratamiento con calor eliminó hongos (Figura 3).

3.2.2. Combinación de desinfección externa e interna de semillas

La germinación de semillas fue afectada diferencialmente por los métodos de desinfección externa. La apli-
cación de Ca(ClO)2 o NaOCl (p=0.0022) en semillas resultó en niveles de germinación superiores a 70%.
Pero en el tratamiento con calor las semillas no germinaron (Figura 4).
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Figura 3: Actividad microbial residual en la superficie de las semillas 24 y 72 horas después de aplicar métodos de desinfección
externa en semillas de B. decumbens. Los paneles A, B y C representan tratamientos externos de desinfección. El panel D

representa un control que recibió solo agua. El eje vertical indica el número de semillas que presentaron crecimiento de colonias
de hongos o bacterias. Fuente: Elaboración propia.

Al combinar la aplicación de Captan con NaOCl se incrementó significativamente la germinación, aunque
este efecto no se observó al aplicarlo en semillas pretratadas con Ca(ClO)2. La aplicación de Benomil sin
desinfección externa tuvo mayor germinación si se compara con el Captan (p=0.008), a su vez el tratamien-
to con Captan fue siginificativamente menor en germinación que cuando no se les aplicó ningún tipo de
desinfección externa o interna (control) (p=0.021), mientras que al aplicar benomil tuvo mayor longitud
de la raíz en comparación al control (p = 0.0042). Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4.
Con respecto a la actividad microbial residual al interior de la semilla, en los dos primeros experimentos
que presentaron germinación se observó colonización por hongos endófitos (Figura 4), evidenciada por la
presencia abundante de esporas de hongos endófitos en las raíces a los cinco días de germinadas las semillas.

3.2.3. Desinfección externa (NaOCl al 5%) e interna (calor a diferentes tiempos)

La utlización de calor no eliminó totalmente los hongos endófitos de la raíz, sin embargo los tratamientos
en semillas a 60◦C por 10 y 30 minutos redujeron significativamente alrededor del 40 (p=0.047) y 80%
respectivamente la colonizacion de estructuras fungicas en la raíz, comparado con semillas no sometidas
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Figura 4: Germinación de semillas, longitud de raíces y colonización por hongos endófitos en raíces en cada tratamiento. Las
barras en las columnas indican el error estándar (ES), (n=300). Fuente: Elaboración propia.

a calor, aunque este último tratamiento tuvo efecto negativo significativo en la germinación de semillas, y
longitud de la raíz (p =0.006) y la plúmula (p =0.022) (Figura 5).

La tinción dual perimitió observar diferentes estructuras de los hongos endófitos en las raíces, con paredes
quitinosas de color azul y nombradas por Barrow (2003) como atípicas, rodeando posibles cuerpos lipídicos,
teñidos de color rojo. Esas estructuras fueron muy comunes en el tratamiento con agua, mientras que el
tratamiento en horno presentó un mayor número de esporas.

4. DISCUSIÓN

Este estudio permitió adaptar un sistema para obtener plántulas de pasto B. decumbens en condiciones con-
troladas, que permitirá evaluar en el laboratorio la efectividad de métodos o tratamientos, en menos de cinco
días, para obtener plantas libres de hongos endófitos o al menos con niveles reducidos de ellos, y analizar
así sus interacciones entre ellos o con las plantas. Adicionalmente, aunque al combinar algunos métodos
fue posible reducir la colonización posterior de raíces por hongos endófitos, no fue posible obtener plantas
libres de hongos endófitos. Estos resultados permitirían diseñar apropiadamente experimentos futuros para
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Figura 5: Desinfección de semillas de B. decumbens por calor en diferentes tiempos de exposicion. Las barras en las columnas
indican el error estándar (ES), (n=50 por tratamiento). Fuente: Elaboración propia.

evaluar en las simbiosis con plantas, el papel de estos hongos endófitos, que al menos para otras especies
vegetales se han considerado como innatos e imposibles de erradicar con tratamientos probados en áreas
como cultivo de tejidos vegetales (Barrow et al., 2004).

Con respecto a la desinfección externa del material vegetal, la aplicación de sales como NaOCl y Ca(ClO)2

disminuyeron la presencia de hongos y bacterias en la superficie de las semillas de B. decumbens y favore-
cieron la germinación y desarrollo de las plántulas. Una posible razón para la eliminación apenas parcial de
microorganismos superficiales puede deberse a que su efectividad dependió de la concentración de microor-
ganismos que allí se encontraban. Sauer & Burroughs (1986), afirman que un alto número de esporas puede
crear una barrera que impide la penetración del compuesto químico, así mismo, una alta concentración
también puede producir muerte incompleta de esporas como resultado de una pérdida de contacto entre las
esporas y el desinfectante, cuando este último no se agita lo suficiente con las semillas. Aunque el método de
siembra en PDA como prueba para confirmar la desinfección superficial de las semillas es la más empleada
en la literatura, no es la más apropiada ya que ciertas especies de microorganismos son indetectables a través
de este medio, por lo tanto, es preferible emplear en experimentos posteriores pruebas adicionales como la
microscopía de fluorescencia (Gamalero et al., 2003) o pruebas moleculares cuantitativas independientes de
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cultivo. Adicionalmente, por la presencia universal de bacterias asociadas a plantas, será necesario definir
también métodos que permitan su cuantificación y reducción, o eliminación. Aunque tanto esos métodos
como otros grupos de microorganismos están por fuera del alcance de esta investigación, de la que no se
tiene precedente en este tipo de pasturas.

Con base en la ineficacia relativa de los tratamientos probados aquí, es posible sugerir que las pruebas con
estos hongos deben partir de niveles de inóculo ya presentes en el material vegetal. Una alternativa razo-
nable es inducir diferencias en niveles de colonización inicial por endófitos a partir de combinaciones de
tratamientos fisico-químicos. Por ejemplo el uso de NaOCl al 5% seguido por calor a 60◦C en baño de agua
por 10 minutos, redujo el porcentaje de colonización de hongos endófitos en cerca de 40% sin ocasionar da-
ños evidentes a la planta. Aunque los efectos podrían depender de la forma de distribución de calor en cada
especie particular. Wali et al. (2011) eliminaron endófitos de semillas de Festuca arundinacea, a 56◦C por
30 minutos, mientras que en Poa alsodes y Achnatherum sibiricum se eliminaron endófitos por tratamiento
de semillas a 60◦C durante 30 días (Kannadan & Rudgers, 2008; Li et al., 2012), sin afectar la germinación.

Con fungicidas se encontró efecto significativo de Captan y Benomil en germinación y desarrollo de semi-
llas, al disminuir en cerca de 50% el porcentaje de germinación (Captan) y aumentar el número de raíces
principales por bolsa (Benomil) (Figura 4, experimento IV), pero la desinfección interna de semillas es
ineficiente. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Bayman et al. (2002); Gamboa et al. (2005)
y Chen (2011) quienes empleando concentraciones más altas de Benomil o Captan (Barney, 2003), otras
formas de aplicación del fungicida (al sustrato, sobre plántulas) e incluso otros fungicidas de acción tras-
laminar o de contacto como el propiconazol o el procloraz no lograron eliminar en un 100% los hongos
endófitos en plántulas de Lepanthes rupestris, Guarea guidonia o Lolium perenne.

Pero mas allá del sistema de cultivo adaptado para esta investigación, la detección de hongos endófitos en
este pasto, así como la imposibilidad de erradicarlos tiene implicaciones para la realización de pruebas de
re-inoculación de estos hongos y posiblemente otros microorganismos. Esto sugiere que en el pasto B. de-
cumbens, bajo condiciones naturales, existe una relación innata planta-endófito como sucede en especies de
Vaccinium (Rayner, 1929) o Bouteloua (Barrow et al., 2004). De acuerdo con esos autores, no es posible
obtener plantas libres de hongos endófitos por desinfección o remoción de la cubierta de las semillas, ya
que estos hongos penetran profundamente el endospermo de semillas en reposo; por lo tanto, durante la
germinación todos los tejidos que emergen son objeto de invasión por el micelio de dichos hongos. A nivel
experimental, si no se cuantifica el efecto de simbiontes innatos en material de propagación antes de inocular
otros hongos, sería difícil concluir sobre el papel en el desempeño vegetal por inoculación de aislamientos
particulares de hongos. Aunque la transmisión de hongos endófitos puede ser a través de semillas (vertical) o
contacto entre plantas (horizontal) (Wiewióra et al., 2015), numerosas investigaciones no registran pruebas
sobre la limpieza de plantas testigo. Sin embargo, esos resultados podrían depender de la presencia o ausen-
cia de estos hongos en el material de propagación. Por ejemplo, un ejercicio simple de busqueda en Google
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Scholar utilizando los términos fungal + septate + endophyte + plant + roots + anova entre 2014 y 2015
indicó que de 89 artículos, apenas 7 indicaban claramente la verificación de colonización o no de hongos
endófitos en los tratamientos control, lo que limita el alcance de conclusiones en este tipo de investigaciones.

En esta investigación no se usaron otros métodos de detección de hongos endófitos en semillas, ya que su
presencia en ellas no garantiza la colonización posterior de raíces. Pero los argumentos arriba soportan la
idea de que muchas pruebas en la literatura, que no verifican la presencia de endófitos originados desde el
material de propagación, podrían presentar limitaciones en sus conclusiones acerca del papel de esos micro-
organismos en simbiosis con plantas. B decumbens es una especie invasora bien adaptada a suelos de baja
fertilidad y es ampliamente usada como forraje, aunque se considera perjudicial en algunos lugares del mun-
do (CABI, 2017). Sin embargo, se conoce poco sobre el papel de estos hongos endófitos en su adaptación
ecológica. En otras especies se ha encontrado asociación específica entre tipos de endófitos y éxito repro-
ductivo o distribución de especies o híbridos vegetales en nuevos ambientes. Igualmente se ha sugerido que
puede presentarse hibridización entre endófitos, que explicaría su alta diversidad (Rodriguez et al., 2009).
En cualquier caso, por la importancia de esta especie vegetal, será necesario realizar investigaciones básicas
y usar herramientas más sofisticadas, que permitan identificar el origen y funcionalidad de estas simbiosis.

Como recomendación, el tratamiento de semillas con calor, combinado con aplicación de fungicidas per-
mitiría obtener plantas con poblaciones reducidas de endófitos. Sin embargo, los tiempos y dosis deberán
determinarse para cada especie vegetal. No obstante para el caso de los fungicidas después de aplicarlos,
será necesario determinar el efecto residual del fungicida en las plántulas a través del tiempo, ya que algunos
fungicidas permanecen hasta 20 días en la planta (Proost, & Smit, 2013).

5. CONCLUSIÓN

Los resultados sugieren la presencia innata de hongos endófitos en las plantas de B. decumbens y la inefi-
cacia de tratamientos químicos o físicos para erradicarlos. La investigación en este campo deberá partir de
la asociación simbiótica ya presente en el material de propagación para determinar la importancia de esta
simbiosis en la tolerancia de las plantas a los ambientes extremos comúnmente encontrados en condiciones
naturales.
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