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. RESUMEN GENERAL

La familia Orchidaceae se distingue por su elevada diversidad, con mas de 31 000
especies que dependen de asociaciones micorrizicas para su germinacion y
desarrollo. Oncidium reichenheimii, una orquidea epifita endémica de México, se
encuentra amenazada por la sobreexplotacidn y la degradacion del habitat, o que
hace necesario comprender la dinamica de sus interacciones simbidticas. Este
estudio evalu6 los patrones de micorrizacion en raices de O. reichenheimii bajo
condiciones climaticas contrastantes, diferentes estados de desarrollo y tipos de

raiz, asi como la caracterizacion molecular de los hongos asociados.

Se realizé en el predio de Tenderio, Tingambato, Michoacan, en bosques de pino-
encino a 1980 msnm. Entre 2022 y 2024 se recolectaron raices aéreas y en
contacto con el sustrato de individuos juveniles y adultos durante las épocas seca
y humeda. El grado de micorrizacion y el estado de los pelotones se evaluaron
mediante tincidén con azul de tripano, mientras que los hongos asociados se aislaron

e identificaron mediante la secuenciacién de la regién ITS.

Los resultados mostraron variacion estacional. En la época seca se registré un
mayor porcentaje de células micorrizadas y un predominio de pelotones digeridos,
lo que sugiere un aprovechamiento activo de los hongos como fuente de nutrientes
bajo estrés hidrico. En contraste, durante la época humeda predomind la presencia
de pelotones intactos, indicativa de colonizacion reciente. Se identificaron nueve
morfotipos fungicos, destacando Penicillium spp., presente en todas las
condiciones evaluadas, asi como Fusarium sp., Umbelopsis brunnea y un miembro
no descrito de la familia Amorosiaceae. La riqueza y abundancia fungica fue mayor

en la época seca, con un recambio del 87% entre estaciones.

Estos hallazgos evidencian una alta plasticidad simbidtica de O. reichenheimii, pero
también revelan su vulnerabilidad ante sequias extremas, resaltando la importancia
de considerar la micorrizacion y el microbioma fungico en estrategias de

conservacion y restauracion.

Palabras clave: Micorrizacion, orquidea epifita, diversidad fungica, plasticidad

simbidtica, caracterizacion molecular.



. GENERAL SUMMARY

The Orchidaceae family is distinguished by its high diversity, comprising more than
31,000 species that depend on mycorrhizal associations for germination and
development. Oncidium reichenheimii, an epiphytic orchid endemic to Mexico, is
threatened by overexploitation and habitat degradation, highlighting the need to
understand the dynamics of its symbiotic interactions. This study evaluated
mycorrhization patterns in roots of O. reichenheimii under contrasting climatic
conditions, across different developmental stages and root types, as well as the

molecular characterization of associated fungi.

The study was conducted at the Tenderio site in Tingambato, Michoacan, within
pine—oak forests at an elevation of 1,980 m a.s.l. Between 2022 and 2024, aerial
and substrate-contacting roots from juvenile and adult individuals were collected
during the dry and wet seasons. The degree of mycorrhization and the condition of
pelotons were assessed using trypan blue staining, while associated fungi were

isolated and identified through sequencing of the ITS region.

The results revealed clear seasonal variation. During the dry season, a higher
percentage of mycorrhized cells and a predominance of digested pelotons were
observed, suggesting active utilization of fungi as a nutrient source under water
stress. In contrast, during the wet season, intact pelotons predominated, indicating
recent fungal colonization. Nine fungal morphotypes were identified, with Penicillium
spp. present under all evaluated conditions, as well as Fusarium sp., Umbelopsis
brunnea, and an undescribed member of the family Amorosiaceae. Fungal richness
and abundance were higher during the dry season, with an 87% turnover of

morphotypes between seasons.

These findings demonstrate a high degree of symbiotic plasticity in O. reichenheimii,
while also revealing its vulnerability to extreme drought, underscoring the
importance of incorporating mycorrhization and the fungal microbiome into

conservation and restoration strategies.

Keywords: Mycorrhization; epiphytic orchids; fungal diversity; symbiotic plasticity;

molecular characterization.



. INTRODUCCION GENERAL

La familia Orchidaceae es una de las familias de plantas vasculares mas diversas
del mundo, dicha familia alberga aproximadamente 31 000 especies (Catalogue of
life, 2025-1), que se encuentran distribuidas en casi todo el mundo. La mayor
diversidad de especies de orquideas se encuentra en el Ecuador y las regiones
tropicales y subtropicales del planeta, donde frecuentemente son epifitas. México
cuenta con aproximadamente 1260 especies registradas, de las cuales el 60% se
reportan como especies epifitas, distribuidas en 170 géneros (Garcia-Gonzalez et
al., 2016; Jiang et al., 2019; Pérez-Decélis et al., 2016). De esta gran diversidad,
190 especies se encuentran incluidas en alguna categoria de riesgo dentro de la
Norma Oficial Mexicana de Especies de Flora y Fauna Amenazadas NOM-059-
ECOL-2010 (Secretaria de Gobernacién, 2019).

Las orquideas son plantas que presentan distintos habitos de vida, ya que existen
especies terrestres, epifitas y rupicolas, presentando adaptaciones ecofisiologicas
como la gran capacidad de absorcion de agua de sus raices, captando nutrientes
desde la primera corriente de agua con minerales que fluye por las superficies como
troncos y rocas. Estas raices son capaces de realizar fotosintesis, incluso, se han
reportado géneros completos con especies que no poseen hojas y que en su lugar
utilizan la clorofila de las partes superiores de sus raices ligeramente aplanadas,

para realizar la fotosintesis (Roberts y Dixon, 2008).

De las caracteristicas distintivas de los miembros de la familia Orchidaceae, no se
podria considerar ninguno como el determinante que describa a toda la familia
(presencia de velamen, un pétalo modificado, o labelo, opuesto a los estambres
fértiles, gran cantidad de semillas, resupinacién en sus flores, complejas relaciones
ecoldgicas, etc), sin embargo, la fusién de sus estambres y pistilo en una sola
estructura conocida como columna o ginostemio podria ser, por encima de todas,
la caracteristica que define a la familia, pese a ser una caracteristica que se puede
encontrar también en miembros de Hypoxidaceae y Stylidiaceae la que mejor

describa o pueda clasificar a esta familia (Roberts y Dixon, 2008).

Una caracteristica importante a resaltar de las orquideas es su relacién con hongos
micorrizicos, los cuales a diferencia de otras especies son esenciales para su

germinacién y desarrollo debido a las pocas reservas nutritivas de sus semillas.



Esta simbiosis, denominada micorriza, permite a las orquideas obtener nutrientes
vitales de los hongos, una relacion crucial para su supervivencia en la naturaleza.
La especificidad de estos hongos y la micorrizacion son factores clave para la
conservacion de las orquideas, especialmente en ecosistemas diversos como los

tropicales (Martos et al., 2012; McCormick y Jacquemyn, 2014).

Los hongos involucrados en la germinacion y la etapa de desarrollo de la plantula
pueden, a veces, incluso permanecer hasta la adultez de las plantas, sin embargo,
los hongos que promueven la germinacion tienden a ser intercambiados por otras
especies mientras estas se desarrollan, maduran y se establecen (Favre-Godal et
al., 2020). Se habla entonces de la posibilidad de un recambio de taxa de hongos
asociados. Estudios previos han mostrado que los hongos dominantes en la
germinacion pueden ser sustituidos en etapas posteriores por otras especies, lo
que evidencia un recambio de la comunidad fungica mediado por las necesidades
fisiologicas de la orquidea (Zahn et al., 2022). Del mismo modo, los patrones de
micorrizacion pueden variar de individuos juveniles a individuos en etapa
reproductiva como respuesta a las diferentes necesidades nutricionales que cada

etapa de desarrollo requiere (Fernandez et al., 2023).

En orquideas epifitas, los principales hongos micorrizicos aislados han sido
especies del género Tulasnella y Ceratobasidium (Alomia et al., 2022; Beltran-
Nambo et al., 2018; Bhuiyan et al., 2021; Garcia et al., 2024; Rammitsu et al., 2023;
Riofrio et al., 2013; Silva-Freitas et al., 2020; Tsutsumi et al., 2022), del mismo
modo, han sido aislados hongos de Ascomycota, como Xylaria (Romero-Salazar
et al., 2022), Fusarium oxysporum (Jiang et al., 2019) y especies de Hypocreales y

Pleosporales (Tsutsumi et al., 2022).

En este sentido, debemos considerar que, estudiar la composicién y funcion de las
comunidades micorrizicas en diferentes fases ontogénicas y escenarios climaticos
es importante para disefar estrategias de propagacion simbidtica y conservacion
de especies amenazadas, tomando en cuenta ademas el papel potencial

micorrizico que hongos no tradicionales puedan tener.

Oncidium reichenheimii (Linden & Rchb. f.) Garay & Stacy, es una orquidea epifita
endémica de los bosques de México (Estrada-Sanchez et al., 2019) y con alto

potencial ornamental por la belleza y fragancia de sus flores. Esta caracteristica la
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ha enfrentado a sufrir la extraccion de sus poblaciones silvestres. Como modelo
biolégico se han reportado un total de 88 individuos presentes en la poblacion del
predio Tenderio, perteneciente a la Comunidad Indigena de Santiago Tingambato,
Michoacan (Herrera-Villanueva et al., 2019), cantidad que se ha visto drasticamente
reducida en afos recientes, ya que, al iniciar este proyecto en septiembre de 2022,
se observaron no mas de 40 individuos en campo. En esfuerzos por trabajar en su
conservacion, se ha realizado la propagacion in vitro de semillas de O.
reichenheimii probando diferentes medios de cultivo, y asi ofrecer una alternativa
que contribuya a reducir la presidon que se ejerce sobre esta poblacién (Arriaga-
Cardona, 2019).

En un nuevo aproximamiento para continuar con esta accion, se sabe que no se
han realizado trabajos previos hasta el momento sobre la asociacion micorrizica de
esta especie, motivo por el que se plantea en el presente trabajo una investigacion

al respecto.

Esta tesis esta organizada en dos capitulos abordando puntos clave para describir
algunas caracteristicas de la comunidad fungica asociada a las raices individuos

silvestres de O. reichenheimii.

En el capitulo 1, se aborda la evaluacion del estado de micorrizacion de O.
reichenheimii en diferentes etapas de desarrollo en condiciones climaticas
contrastantes y en dos tipos de raices (aéreas y asociadas al sustrato), evaluando
el porcentaje de micorrizacion, asi como el estado de degradacion de los pelotones,
los resultados obtenidos sugieren que la micorrizacion en esta especie responde
de manera diferenciada a las condiciones climaticas ya que se observd una mayor
micorrizacion en las épocas de menor precipitacion (secas), con predominancia de
pelotones degradados, por su lado, durante las épocas de mayor humedad
(humedas), pese a que la micorrizaciéon fue menor, la gran mayoria de los pelotones

presentes se encontraron sin degradar.

En el capitulo 2, se incluye la clasificacion por morfotipos y la determinacion
molecular de los hongos aislados de pelotones de raices de O. reichenheimii
mediante la secuenciacion de genes ITS e identificacion por medio de analisis
filogenéticos, en los diferentes estados de desarrollo, tipo de raiz y condiciones

climaticas contrastantes; se observd mayor diversidad de hongos asociados



durante las épocas secas, respecto a las épocas humedas. Siete de los morfotipos
aislados fueron asignados a nivel taxonémico de género, uno hasta nivel especifico
y uno de ellos solamente a nivel de familia. Penicillium sp.1 fue la cepa mas comun
en todos los estados de desarrollo, tipos de raiz y condiciones climaticas. Se
determind el mantenimiento de pocos taxa asociados y el recambio de hongos entre
las diferentes categorias consideradas. Los resultados indican que O. reichenheimii
mantiene asociaciones fungicas moderadamente especificas, pero con alta
plasticidad, influida por factores climaticos y del estado de desarrollo de las plantas.
Se observaron hongos con potencial funcional relevante (Penicillium, Fusarium,
Umbelopsis, Leptobacillium), algunos de los cuales podrian actuar como
promotores del crecimiento vegetal. La identificacién de morfotipos unicos o poco
reportados sugiere la necesidad de continuar su caracterizacion funcional y

determinacion taxonémica especifica.

Con los resultados obtenidos se considera que las investigaciones sobre la
composicidon micorrizica en condiciones climaticas contrastantes, asi como la
identificacion de los taxa de hongos asociados, pueden contribuir a plantear
estrategias de conservacion efectivas comenzando con estudios de germinacion,
desarrollo in vitro y aclimatacién asistidas por los hongos previamente aislados e
identificados, una vez que se compruebe su potencial simbidtico, y tras emplear
estrategias como la reintroduccioén de plantas, poder reducir la presién sobre las

poblaciones silvestres ayudando a frenar su extincién local.

IV. MARCO TEORICO GENERAL

Histéricamente, las orquideas han generado un interés particular en las sociedades
humanas, por su belleza se les ha brindado un valor ornamental y comercial
sumamente importante generando un mercado de plantas y flores que produce
grandes ganancias econdmicas a nivel mundial. Algunos de los géneros de
orquideas mayormente comercializados son de origen asiatico como Cymbidium,
Dendrobium y Phalaenopsis, y algunos otros con menor produccion de origen
americano como Cattleya, Laelia y Oncidium, por mencionar algunos. Aunado a
esto, a diversas especies de la familia se les ha dado gran importancia en rituales

culturales en algunas comunidades indigenas y se han utilizado como plantas

6



medicinales, es asi como este interés ha provocado la extraccion desmedida de los
individuos de su habitat natural, lo que genera fuertes presiones sobre las
poblaciones silvestres, poniendo en riesgo de extincion a las diferentes especies
(Almanza-Alvarez et al., 2017; Jiang et al., 2019).

De manera general, son varias las causas que limitan la distribucion y permanencia
a largo plazo de las diferentes especies de orquideas, factores como el cambio
climatico, el cambio de uso de suelo, la destruccién del habitat, la extraccion
excesiva de los individuos silvestres, entre otros, afectan de manera directa o
indirecta a estas plantas, a la vez que se ve comprometida la supervivencia y
disponibilidad de otros organismos con los que presentan relaciones estrechas
como son los polinizadores, los arboles en los que se establecen o fordéfitos y los
hongos asociados, entre ellos, los hongos micorrizicos, teniendo como resultado
que la supervivencia de las orquideas dentro de sus habitats naturales se vea

comprometida (Martos et al., 2012; McCormick y Jacquemyn, 2014).

Dichas relaciones que presentan los individuos de la familia Orchidaceae, es una
de las caracteristicas mas importantes de esta familia, ya que, estas asociaciones
suelen ser muy estrechas. Por ejemplo, la asociacion que las especies presentan
con algunos grupos de hongos, los cuales pueden ser endéfitos (Selosse y Martos,
2014) que aparentemente no provocan algun dano a las plantas, del mismo modo,
las orquideas se relacionan con hongos que se comportan como patégenos de si

mismas o de otras especies de orquideas (Jiang et al., 2019; Tsutsumi et al., 2022).

Particularmente, las orquideas forman asociaciones con otros grupos de hongos
que generan una estrecha relacion con estas plantas, la cual es llamada “micorriza”
y a los hongos que participan en dicha asociacién, se les conoce como
“micorrizicos”. Las hifas de estos hongos penetran las células corticales de las
raices ingresando a través de los pelos radicales o directamente a través de la
epidermis formando asi estructuras de hifas enrolladas sobre si mismas, llamadas
“pelotones”, con la posibilidad de colonizar toda la célula vegetal, misma que puede
digerirlos y retener sus nutrientes. Particularmente, las semillas de las orquideas
son muy pequefas, contienen pocas reservas de nutrientes y dependen
completamente de la asociacion micorrizica para su germinacién, establecimiento
y desarrollo primario (Pérez-Decélis et al., 2016), no obstante, los hongos
micorrizicos son capaces de penetrar y colonizar las raices de orquideas en todas
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las etapas del ciclo de vida de estas plantas (Fochi et al., 2017; Jiang et al., 2019;
Selosse et al., 2022).

Las relaciones micorrizicas establecidas entre hongos y orquideas son
particularmente interesantes, se ha visto que es una relacién beneficiosa y
obligatoria para la germinacion y desarrollo de estas plantas aparentemente sin
recompensa para los hongos micorrizicos, se espera entonces que esta relacion
resulte en una asimetria de restriccion bioldgica (Fochi et al., 2017; Jiang et al.,
2019; McCormick y Jacquemyn, 2014).

Las orquideas son altamente dependientes de las micorrizas como proveedores de
nutrientes. Los hongos micorrizicos tienen la capacidad de absorber nutrientes del
suelo u otros sustratos y transferir una parte de ellos a dichas plantas, facilitando la
absorcidn de nutrientes del sustrato para un mejor aprovechamiento (Nurfadilah et
al., 2016).

Se ha observado una sucesion de la comunidad fungica basada en la fenologia del
hospedador, desde etapas juveniles hasta etapas reproductivas, lo que implica que
la comunidad fungica cambia segun la fase de desarrollo de la orquidea

hospedadora (Fernandez et al., 2023; Rasmussen y Whigham, 2002).

Comprender la especificidad micorrizica es sumamente importante con fines de
conservacion, pues se ha visto que es un aspecto comun en varias especies de
orquideas (Dearnaley et al., 2017). A pesar de la gran cantidad de semillas que
producen las orquideas y el alto potencial de dispersién, su germinacion vy
establecimiento pueden verse limitados por la disponibilidad de hongos micorrizicos
en el ambiente, entre otros factores. Analizar la influencia de las restricciones
ecoldgicas en la asociacidn micorrizica de las orquideas es especialmente
relevante en el contexto tropical donde los taxa de las orquideas son muy diversos
y se adaptan a nichos ecoldgicos que pueden diferir considerablemente entre si.
Cuando varias especies de orquideas conviven en un sitio, la competencia por los
recursos a escala local, posiblemente mediada por la disponibilidad o competencia
entre diferentes hongos, podria afectar la abundancia y distribucion espacial de las
orquideas en su habitat natural (Jiang et al., 2019; Martos et al., 2012; McCormick
y Jacquemyn, 2014).



V. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ De qué manera las condiciones climaticas influyen en la estructura y diversidad
de las comunidades micorrizicas asociadas a las raices de Oncidium reichenheimii

en dos etapas de desarrollo?

VI. HIPOTESIS

Las raices de individuos de Oncidium reichenheimii en diferentes categorias de
desarrollo presentan una comunidad micorrizica diversa asociada a condiciones

climaticas contrastantes.

VIl. OBJETIVOS
VIl.1. Objetivo General

Estudiar el estado de micorrizacidn e identificar la comunidad fungica asociada a
las raices de individuos en diferentes categorias de desarrollo de Oncidium

reichenheimii en condiciones climaticas contrastantes.

VII.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar el estado de micorrizacién de O. reichenheimii en diferentes tipos de raiz
y etapas de desarrollo, en condiciones climaticas contrastantes.

2. Caracterizar molecularmente los hongos asociados a raices de O. reichenheimii
en diferentes tipos de raiz y etapas de desarrollo, en condiciones climaticas

contrastantes.



VIll. DESCRIPCION DE Oncidium reichenheimii

VIIl.1. Clasificacion Taxonémica

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Liliopsida Batsch.
Orden: Asparagales Link.
Familia: Orchidaceae Juss.
Género: Oncidium Sw.

Especie: Oncidium reichenheimii (Linden
& Rchb.f.) Garay & Stacy

(Catalogue of life, 2025-2)

VIIl.2. Descripcién Botanica y Distribucién
Oncidium reichenheimii (Linden & Rchb.f.) Garay & Stacy es una planta epifita que
puede alcanzar una altura de hasta 1 metro. Posee pseudobulbos ovalados que
miden aproximadamente 7-11 cm de longitud y 3.5-4 cm de ancho. Sus hojas son
elipticas y lanceoladas, llegando a medir hasta 40 cm de largo (Figura 1.1y 1.2).
Las flores se presentan en abundantes paniculas, en varas florales que alcanzan
hasta 60 cm de longitud. Los pétalos y sépalos son oblanceolados, con una longitud
de 2-4 cm y un ancho de 5-8 cm, mostrando colores que varian desde verde hasta
rojo, con grandes manchas y bandas mas oscuras. La base de la columna es de
color blanco, mientras que el labelo muestra un blanco en la base y apice, y el resto
de color violeta. El labelo es notablemente mas corto que los sépalos, midiendo
alrededor de 1.7-2.5 cm de largo. La flor tiene una forma natural tubular-funeliforme,
con los lados curvados (Figura 1.3). La capsula es elipsoide-oblonga, con una

longitud de 7 cm y un espesor de 1.5 cm (McVaugh, 1985).

Se trata de una especie de orquidea endémica de México que se encuentra
generalmente en bosques de pino-encino, ubicados a una altitud entre 1200 y 1900

metros sobre el nivel del mar. Sus poblaciones naturales han sido observadas en
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diversos bosques de los estados de Chiapas, Estado de México, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Morelos y Oaxaca. (Beutelspacher, 2008; Solano et al., 2013;

Dominguez, 2015; Rojas-Zenteno et al., 2016).

Figura 1. Morfologia de O. reichenheimii. a) Pseudobulbos, hojas y vara floral.
(Bateman, 1864); b) O. reichenheimii in situ, pseudobulbos y hojas; ¢) Flor de O.
reichenheimii (Fotos: J.J.A.C).
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IX. AREA DE ESTUDIO

El predio Tenderio es un Area Natural Voluntaria para la Conservacion que se
localiza al norte en el municipio Santiago Tingambato en el estado de Michoacan,
en las coordenadas 19°30’ de latitud norte y 101°51’ de longitud oeste, con una
superficie aproximada de 360 Has (Secretaria del Medio Ambiente, 2022), a una

altura promedio de 1980 msnm (Dominguez, 2015) (Figura 2.1).

El municipio de Santiago Tingambato (colinda al norte con los municipios de
Nahuatzen y Erongaricuaro; al este con los municipios de Erongaricuaro, Patzcuaro
y Salvador Escalante; al sur con los municipios de Salvador Escalante y
Ziracuaretiro; al oeste con los municipios de, Ziracuaretiro, Uruapan y Nahuatzen.
El clima de Tingambato es templado subhumedo con lluvias en verano, de mayor
humedad (73.10%), semicalido humedo con abundantes lluvias en verano (20.61%)
y templado humedo con abundantes lluvias en verano (6.29%), con un rango de
temperatura de 12 — 22°C y un rango de precipitacion de 1100 — 1600 mm. Como
parte de la Fisiografia del municipio, este se localiza dentro de la subprovincia
Neovolcanica Tarasca (92.01%) y Escarpa Limitrofe del Sur (7.99%), dentro de la
provincia Eje Neovolcanico, y considerando la Hidrografia, el municipio se localiza
en la region hidroldgica Balsas (75.56%) y Lerma-Santiago (24.44%), en la cuenca
Region Tepalcatepec-Infiernillo (75.56%) y Lago de Patzcuaro-Cuitzeo y Lago de
Yuriria (24.44%) dentro de la subcuenca Regién La Parota (72.49%), Lago de
Cuitzeo (24.44%) y Paracho-Nahuatzen (3.07%). El tipo de uso de suelo en el
municipio se divide en agricola (39.86%), urbano (3.97%) y vegetacion natural de
bosques (55.61%) y pastizal (0.55%) (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia,
2010).
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X. CAPITULO 1
Variaciones estacionales en la micorrizacion de Oncidium reichenheimii
(Orchidaceae): adaptacion simbiética a condiciones contrastantes en
Michoacan, México
Seasonal variations in the mycorrhization of Oncidium reichenheimii
(Orchidaceae): symbiotic adaptation to contrasting conditions in Michoacan,

Mexico

En revision por Revista Mexicana de Biodiversidad.
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Arriaga-Cardona et al. Variaciones en la micorrizacion de O. reichenheimii.
Variaciones estacionales en la micorrizacion de Oncidium reichenheimii
(Orchidaceae): adaptacion simbidtica a condiciones contrastantes en Michoacan,
México
Seasonal variations in the mycorrhization of Oncidium reichenheimii (Orchidaceae):
symbiotic adaptation to contrasting conditions in Michoacan, Mexico

Jorge de Jesus Arriaga-Cardona?, Irene Avila-Diaz**, Rosa Elia Magafia-Lemus®

Facultad de Biologia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Edificio “R”,
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Resumen:

La micorrizacion es esencial para la supervivencia y desarrollo de las orquideas,
particularmente durante la germinacion y primeras etapas de crecimiento. Esta asociacion
con hongos micorrizicos facilita la captacion de nutrientes en las raices. La dindmica de esta
interaccion puede variar segun las condiciones climaticas y el estado de desarrollo de la
planta. El objetivo de este trabajo fue caracterizar los patrones de micorrizacion en raices de
individuos en diferentes categorias de desarrollo de Oncidium reichenheimii en condiciones
climaticas contrastantes. Se colectaron raices de diferentes individuos de O. reichenheimii
en el predio de Tenderio, Tingambato, Michoacéan, durante las épocas hiimeda y seca. Las
raices se analizaron mediante tincion y observaciones al microscopio para cuantificar los

pelotones. Durante la época hiimeda, se observd mayor presencia de pelotones intactos
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(1.52%) en comparacién con la época seca (0.1%), donde predominaron los pelotones
digeridos (1.64%). Esto sugiere que O. reichenheimii optimiza su asociacidon micorrizica en
respuesta a la disponibilidad de agua y nutrientes, adaptindose a las condiciones
estacionales. Este conocimiento destaca la importancia de considerar las variaciones
estacionales y las etapas de desarrollo de las orquideas para disefar estrategias efectivas de
conservacion y manejo de especies vulnerables en ecosistemas cambiantes.

Palabras clave:

Epoca htimeda, época seca, endemismo mexicano, micorriza orquideoide, orquidea
epifita.
Abstract:

Mycorrhization is essential for the survival and development of orchids, particularly
during germination and early growth stages. This association with mycorrhizal fungi
facilitates nutrient uptake in the roots. This interaction dynamics varies depending on
climatic conditions and the plant's developmental stage. The objective was to characterize
the mycorrhization patterns in the roots of individuals at different developmental stages of
Oncidium reichenheimii under contrasting climatic conditions. Roots were collected by
individuals of O. reichenheimii in Tenderio site, Tingambato, Michoacan, during the wet
and dry seasons. These were analyzed by staining and microscope observations to quantify
pelotons. During the wet season, a higher presence of intact pelotons (1.52%) was observed
compared to the dry season (0.1%), where digested pelotons predominated (1.64%). This
suggests that O. reichenheimii optimizes its mycorrhizal association in response to water and
nutrient availability, adapting to seasonal conditions. This knowledge highlights the
importance of considering seasonal variations and orchid developmental stages to design
effective conservation and management strategies for vulnerable species in changing

ecosystems.
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Keywords:

Wet season, dry season, Mexican endemism, orchid mycorrhiza, epiphytic orchid.
Introduccion

La micorrizacioén es un proceso por el cual diferentes hongos son capaces de crear
una relacion simbidtica con diversas especies de plantas, por lo general, cuando la relacion
se establece, tanto la planta como el hongo involucrado obtienen nutrientes del otro
organismo que les ayudan a su supervivencia y desarrollo. Esta relacion se lleva a cabo en
los o6rganos radiculares de las plantas, lo que permite el transporte de los nutrientes de manera
mas eficiente (Honrubia, 2009; Strullu-Derrien et al., 2017).

La micorrizacion es un proceso esencial para la supervivencia y desarrollo de las
orquideas, especialmente durante las etapas iniciales de germinacion y desarrollo (Arditti et
al., 1979, Arditti y Ghani, 2000). Esta asociacion con hongos micorrizicos proporciona a las
orquideas los nutrientes necesarios, especialmente carbono y nitrogeno, a través de
estructuras especializadas llamadas pelotones, que se forman dentro de las células del tejido
cortical de la raiz (Smith y Read, 2008). Esta relacion no solo favorece la nutricion de las
plantas, sino que también puede variar significativamente con las condiciones climaticas y
el estado de desarrollo de las orquideas (Dearnaley et al., 2017; Lespiaucq et al., 2021;
Rasmussen y Whingham, 2002).

La micorrizacion en individuos de diferentes categorias de desarrollo ha sido
reportada ampliamente en la literatura, resaltando la presencia de hongos micorrizicos tanto
en etapas primarias de establecimiento como en individuos adultos. Por ejemplo, Fernandez
et al., (2023) estudiaron la asociacion micorrizica en individuos adultos y juveniles de cuatro
especies de orquideas epifitas (Dichaea eburnea, Epidendrum odontochilum, Masdevallia
nidifica 'y Oncidium klotzschianum); Lespiaucq et al. (2021) realizaron una revision

evaluando 73 registros de 59 poblaciones correspondientes a 25 especies en 13 estudios.
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Comparando dos o tres etapas de desarrollo encontraron micorrizacion activa entre dichas
etapas. Observando también hongos asociados con la transiciéon de etapas de jovenes a
adultas.

Los patrones de micorrizacion han sido relativamente poco estudiados en diferentes

condiciones climaticas. La humedad parece ser un factor importante en el desarrollo de esta
asociacion, puesto que se ha observado que es durante la época himeda que se presenta una
mayor colonizacion por parte de los hongos micorrizicos en las raices de orquideas
(Dearnaley et al., 2017).
Los patrones de micorrizacion de cinco especies de orquideas terrestres (77ipulara discolor,
Goodyera pubescens, Galearis spectabilis, Corallorhiza odontorhiza y Liparis lilifolia)
fueron estudiadas, identificando diferencias entre especies a través de las estaciones, al
mismo tiempo se cuantifico la presencia de pelotones vivos y muertos y se concluy6 que las
condiciones climaticas permiten a las orquideas realizar fotosintesis durante todo el afio,
incluido el invierno, por lo que la actividad micotrofica no parece estar restringida por su
estrategia fototrofica. La colonizacion micorrizica varia segun la edad de las raices y partes
del rizoma, con raices jovenes mostrando colonizaciones activas y las mds antiguas
acumulando pelotones muertos. La colonizacion se muestra de manera continua en los
tejidos de las orquideas, fluctuando temporalmente, probablemente en respuesta a
condiciones climdticas y tensiones ambientales mas que a patrones estacionales o estrategias
fototroficas especificas. Las orquideas presentaron variaciones en sus patrones de
micorrizacion respecto a las diferentes condiciones presentes en las cuatro estaciones del afio
(Rasmussen y Whingham, 2002).

De manera general, son varias las causas que limitan la distribucién y permanencia
a largo plazo de las diferentes especies de orquideas, factores como el cambio climatico, el

cambio de uso de suclo, la destruccion del habitat, la extraccion excesiva de los individuos
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silvestres, entre otros, afectan de manera directa o indirecta a estas plantas, a la vez que se
ve comprometida la supervivencia y disponibilidad de otros organismos con los que
presentan relaciones estrechas como son los polinizadores, los arboles en los que se
establecen o forofitos y los hongos asociados, entre ellos, los hongos micorrizicos, teniendo
como resultado que la supervivencia de las orquideas dentro de sus habitats naturales se vea
comprometida (Martos et al., 2012; McCormick y Jacquemyn, 2014).

Estos hallazgos subrayan la complejidad de la relacion simbiodtica entre las orquideas
y los hongos micorrizicos, destacando la importancia de considerar las variaciones
estacionales y las etapas de desarrollo de las plantas al estudiar la interaccién micorrizica. El
entendimiento de estos mecanismos no solo contribuye al conocimiento fundamental de la
ecologia de las orquideas, sino que también puede guiar estrategias de conservacion y
manejo de las especies vulnerables en entornos cambiantes y bajo presiones que afectan su
estabilidad ecologica.

El Area Voluntaria para la Conservaciéon “Tenderio” perteneciente a la Comunidad
Indigena Santiago Tingambato constituye un sitio destinado a la conservacion de
ecosistemas forestales y su biodiversidad asociada. Dentro de sus 360 hectareas se localiza
una poblacion remanente de Oncidium reichenheimii, especie cuya abundancia ha
disminuido notablemente en los Gltimos afios. Mientras que Herrera-Villanueva et al. (2019)
reportaron la presencia de 88 individuos, en recorridos recientes realizados como parte del
presente estudio se observaron alrededor de 40 individuos, sin evidencia de reclutamiento.
Esta disminucidn resalta la necesidad de generar conocimiento cientifico que contribuya a
la comprension de los factores ecologicos que afectan a la especie con el fin de disefiar
estrategias adecuadas para su conservacion.

El objetivo de este trabajo fue: caracterizar los patrones de micorrizacion en raices

de individuos en diferentes categorias de desarrollo de O. reichenheimii en condiciones
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climaticas contrastantes, incluyendo los patrones de micorrizacion entre las raices aéreas y
las raices de sustrato, asi como la preferencia de la micorrizacion a lo largo de la raiz (parte
base, media y apical).

Materiales y métodos

Descripcion climatica. Se recabaron los datos de temperatura y precipitacion media
de la estacion meteorologica mas cercana al sitio de estudio (Zamora, Michoacan) en la web
Meteostat (https://meteostat.net/) del ciclo climatologico anual previo, para determinar las
épocas de colecta (época humeda y época seca).

Se descargaron y procesaron los datos de temperatura (media, minima y maxima) y
precipitacion media diarios para identificar los cambios generales en las condiciones
climaticas de los ciclos climatologicos de las épocas de colecta.

Sistema de estudio. Oncidium reichenheimii (Linden & Rchb.f.) Garay & Stacy es
una planta epifita que puede alcanzar una altura de hasta 1 metro. Posee pseudobulbos
ovalados que miden aproximadamente 7-11 cm de longitud y 3.5-4 cm de ancho. Sus hojas
son elipticas y lanceoladas, llegando a medir hasta 40 cm de largo. Las flores se presentan
en varas florales que alcanzan hasta 60 cm de longitud. Los pétalos y sépalos con longitud
de 2-4 cm y ancho de 5-8 cm, mostrando colores que varian desde verde hasta rojo, con
grandes manchas y bandas mas oscuras. La base de la columna es de color blanco, mientras
que el labelo muestra un blanco en la base y apical, y el resto de color violeta. El labelo es
notablemente mas corto que los sépalos, midiendo alrededor de 1.7-2.5 cm de largo (Figura
1) (McVaugh, 1985).

Se trata de una especie de orquidea endémica de México que se encuentra
generalmente en bosques de pino-encino, ubicados a una altitud entre 1200 y 1900 metros
sobre el nivel del mar. Sus poblaciones naturales han sido observadas en diversos bosques

de los estados de Chiapas, Estado de México, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos y
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Oaxaca (Beutelspacher, 2008; Dominguez, 2015; Rojas-Zenteno et al., 2016; Solano et al.,
2013).

Colecta del material biolégico. Dentro del Area Voluntaria para la Conservacion
“Tenderio”, de la Comunidad Indigena de Santiago Tingambato, Michoacan, se colectaron
raices in situ de los individuos silvestres de O. reichenheimii localizados, se identificaron
solamente dos etapas de desarrollo, juveniles (sin evidencia de vara floral) y adultos (con
evidencia de vara floral), no se localizaron individuos en etapa de plantula o protocormo.

Los arboles forofitos y orquideas de donde se colectaron las raices fueron marcados
con liston y etiqueta de aluminio, respectivamente, para recolectas en los mismos individuos.

En la primera colecta se localizaron, etiquetaron y colectaron raices aéreas y de
sustrato de 14 individuos, tres de ellos en estado de desarrollo adulto, con evidencia de una
0 mas varas florares previas; los 11 restantes se encontraban en estado juvenil, sin evidencia
de varas florales al momento de la colecta.

Durante la segunda colecta, de los 14 individuos marcados solo se pudieron colectar
13 debido a la extraccion furtiva de uno de los juveniles previamente etiquetados. Se
obtuvieron raices aéreas y de sustrato de 8 individuos mas, cinco de ellos en estado adulto y
tres juveniles. Sumando asi un total de 21 individuos.

La colecta de raices se realizd6 en ¢época himeda y €poca seca adaptando la
metodologia de Zettler et al. (2017) para su posterior caracterizacion. El corte de las raices
se realizd con tijeras estériles, desde la base de la raiz, procurando colectar un minimo de
una raiz aérea y una raiz adherida al sustrato, por cada individuo marcado. Se colocé cada
una de las raices de manera individual en un tubo de ensayo con tapa de rosca previamente
esterilizado, que contenia un trozo de algodon himedo con agua destilada. Los tubos con
raices se rotularon identificando la planta de la que provenian y se colocaron en una hielera

a una temperatura de 15-25°C para su traslado al Laboratorio de Biologia de Conservacion
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Vegetal de la Facultad de Biologia de 1a Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
Se almacenaron en refrigeracion a 4°C por un maximo de 24 hrs hasta su procesamiento para
la medicion del porcentaje de micorrizacion. Las colectas se realizaron en época humeda
durante los meses de septiembre de 2022 y 2023 (H1 y H2) y en época seca durante los
meses de mayo de 2023 y 2024 (S1 y S2).

Porcentaje de micorrizacion. Para determinar el porcentaje de micorrizacion las
raices se lavaron con agua destilada con el fin de retirar restos de sustrato, se midi6 la
longitud de cada raiz y posteriormente se realizaron cortes transversales de
aproximadamente 1 mm de grosor cada 5 mm a partir de la base de la raiz. El porcentaje de
micorrizacién se determino dividiendo el total de células con pelotones entre el total de
células del cortex de cada uno de los cortes micorrizados, el resultado se dividid entre el total
de cortes y se multiplico por 100 (modificado de Beltran-Nambo, 2010).

Células con pelotones

células del cortex % 100
Total de cortes

% de micorrizacioén =

Se observo cada corte en microscopio 6ptico ZEISS® modelo PrimoStar con objetivo
40X contando la cantidad de células con presencia de pelotones, los pelotones variaron en
su tamafio, empaquetamiento y disposicion de su masa hifal (Hadley y Williamson, 1970;
Kaur, 2020), por lo que se consideraron tres categorias: pelotones intactos (con presencia de
hifas claramente distinguibles, abarcando casi la totalidad de la célula), pelotones en proceso
de digestion (con presencia de hifas digeridas y algunas hifas intactas, en una masa
semicompacta de tamaio intermedio) y pelotones digeridos (hifas digeridas en forma de una
masa compacta y pequefia) (Beltran-Nambo, 2010), asi como el nimero total de células
corticales. Se realizd6 una segunda colecta por época (S2 y H2) realizando el mismo
procedimiento de colecta y observacion descrito anteriormente. En esta ocasion, se realizo
la tincién de las raices enteras con azul de tripano para observacion de los diferentes tipos

de pelotones con mayor claridad (Avila-Diaz, 2007).
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Se registré la preferencia de la micorrizacién a lo largo de la raiz. Esta se determind
dividiendo la totalidad de cortes obtenidos entre tres, estableciendo las siguientes categorias:
base (cortes de la parte mas cercana al rizoma), media (cortes de la zona intermedia) y apical
(cortes de la zona apical), y se calcul6 el porcentaje promedio de cortes micorrizados por
cada zona (modificado de Matsuda et al., 2009).

Analisis estadisticos. Los datos se analizaron con el programa estadistico JMP®
version 11. A. Se realizaron pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis con un valor de alfa
de 0.05 para determinar diferencias significativas (p=<0.05), se realizo la prueba de pares de
Mann-Whitney para localizar qué grupos de datos son los que presentan dichas diferencias.
Resultados

Descripcion climatica. Se obtuvieron datos de temperatura maxima, minima y
promedio, y precipitacion media diaria del 01 de enero de 2021 al 31 de agosto de 2022 en
la web https://meteostat.net/es/, de acuerdo con los valores de temperatura promedio y
precipitacion media diaria promedio mensuales, se catalogaron dos €pocas:

Epoca Humeda: junio 20.4°C, 5.5 mm; julio 19.9°C, 4.8 mm; agosto 19.6°C, 4.3 mm;
septiembre 19.1°C, 3.8 mm; octubre 19.2°C, 1.9 mm; noviembre 17.2°C, 0 mm.

Epoca Seca: diciembre 16.5°C, 0.18 mm; enero 16.6°C, 0.03mm; febrero 17.6°C, 0.4
mm; marzo 19.8°C, 0.01 mm; abril 22.8°C, 0.03 mm; mayo 24.2°C, 0.4 mm.

Debido a las caracteristicas de precipitacion y temperatura promedio, se realizaron
las colectas de raices de O. reichenheimii durante los meses de septiembre de 2022 (H1) y
septiembre de 2023 (H2); y los meses de mayo de 2023 (S1) y mayo de 2024 (S2).

Los cambios generales en las condiciones climaticas, de los promedios mensuales de
la temperatura y el promedio mensual de la precipitacion media diaria se muestran en la
Figura 2 y la Figura 3, respectivamente. Se observa un aumento de la temperatura promedio

mensual tanto entre épocas himedas como en épocas secas, siendo que en H1 la temperatura
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promedio del mes de colecta fue de 19.27°C y aument6 a 27.75°C en H2 (Figura 2), con
disminucion de la precipitacion media de 4.8 mm a 2.78 mm (Figura 3). A su vez, durante
las épocas secas se observa el mismo patron con un aumento de temperatura de 22.88°C en
S1 a 26.58°C en S2 (Figura 2) y un descenso de la precipitacion de 0.38 mm a 0.07 mm
(Figura 3).

Porcentaje de micorrizacion. En cuanto a las categorias de edad, la micorrizacion y
los tipos de pelotones encontrados en las raices de individuos juveniles no presentaron
diferencias significativas respecto a las de los individuos adultos (Figura 4). Este patron se
observd en las colectas correspondientes a HI, S1 y H2; solo en S2 se encontraron
diferencias significativas (H1)=4.8228, p=0.0280) con mayor cantidad de pelotones
digeridos en individuos juveniles. Al comparar los porcentajes de micorrizacion entre H1 y
S1, se observan diferencias significativas en la micorrizacion total (H(1)=7.8859, p=0.0050),
siendo mayor en S1 (4.39%) que en H1 (2.27%). En H1 se observa significativamente
(H1)=33.4528, p=<0.0001) mayor presencia de pelotones intactos mientras que en S1 se
registraron diferencias significativas con mayor presencia de pelotones en proceso de
digestion (H1y=20.7684, p=<0.0001) y digeridos (H(1)=26.2601, p=<0.0001) (Figura 5).

Tras la observacion de patrones de micorrizacion mediante tincion con azul de
tripano, en H2 y S2 se obtuvieron significativamente (H1)=7.6891, p=0.0056) mayor
cantidad de pelotones intactos en H2 respecto a S2 (Figura 6). Los porcentajes de
micorrizacioén general, pelotones en proceso de digestion y pelotones digeridos no presentan
diferencias significativas entre las épocas, sin embargo, se observa una tendencia a que la
micorrizacioén sea mayor durante S2 (Figura 7).

Respecto a los tipos de raices, en ninguna de las épocas y categorias de desarrollo se
presentaron diferencias significativas en los patrones de micorrizacion entre raices aéreas y

de sustrato.
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En relacion con la distribucion de la micorrizacion en las diferentes zonas de las
raices (base, media y apical), esta fue variable en cada una de las épocas revisadas:

En H1 se encontraron diferencias significativas (H2)=25.1404, p<0.0001) con mayor
micorrizacién en los cortes de la zona apical (11.36%) respecto a las zonas media (4.25%) y
base (2.09%), en contraste, en H2 se observan diferencias significativas (H)=9.0483,
p=0.018), siendo los cortes con mayor micorrizacion promedio aquellos de la zona base
(30.68%) y media (32.88%) respecto a la zona apical (19.66%).

En S1 no se observan diferencias significativas entre la micorrizacion por zonas: base
(53.3%), media (52.3%) y apical (39.9%); al igual que en S2: base (53%), media (45.6%) y
apical (37.8%), sin embargo, se observo la tendencia a ser menor en zona apical, como lo
observado en H2.

Por lo anterior, se compararon los porcentajes de micorrizacion obtenidos de los
cuatro muestreos considerando solamente la distribucion de la micorrizaciéon por zonas para
determinar la distribucion general de la micorrizacion en las raices de O. reichenheimii, el
analisis arrojo diferencias significativas (Hp)=6.6164, p=0.0366) con mayor micorrizacion,
en la zona base y la media de las raices (20.04% y 20.07% respectivamente) respecto a la
zona apical (15.18%) (Figura 8).

Durante las observaciones de los cortes de raices en las épocas S1, H2 y S2 se
registraron cortes que no contenian células en el tejido cortical y cortes cuyo tejido se
encontrd oxidado, por lo tanto, no arrojaron informacion respecto a la micorrizacion. Se
analiz6 el porcentaje promedio de los cortes sin presencia de células corticales y células
oxidadas, comparando los cuatro muestreos considerando solamente su distribucion,
tomando en cuenta las mismas zonas antes referidas. Se registraron diferencias significativas

(H2)=10.9944, p=0.0041) identificando mayor predominancia de los mismos en la zona
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apical (15.29%) y la menor predominancia en las zonas base (5.34%) y media (4.64%)
(Figura 8).

Considerando la presencia de cortes que no presentaron células en el tejido cortical,
se realizaron las pruebas estadisticas para determinar la existencia de una relacion de pérdida
parcial de este tejido con respecto a las condiciones climaticas. Estas pruebas arrojaron
diferencias significativas (H3y=35.8169, p=<0.0001), siendo la época S2 la que presenta
mayor pérdida de células corticales (Figura 9).

Observaciones en campo. Durante las diversas vistas y colectas en campo, nos
pudimos percatar de la baja existencia de raices en buen estado y ain mas la baja
predominancia de brotes nuevos. A su vez, solamente se identificé la floracion de dos
individuos adultos de los que se colectaron raices en S1, mismos que perdieron la totalidad
de sus flores a las pocas semanas de su observacion.

Discusion

Se observo un aumento general de la temperatura maxima, minima y promedio
mensuales tanto entre épocas himedas como entre €épocas secas, al pasar del muestreo 1 al
2 (Figura 2) con disminucion importante de la precipitacion media en ambos casos (Figura
3).

El presente trabajo indica que no existe variacion en la micorrizacion entre individuos
juveniles e individuos adultos, resultados similares fueron obtenidos por Ordofiez et al.
(2014), quienes al estudiar los patrones de micorrizacion entre adultos y juveniles de
Masdevallia coccinea no encontraron diferencias significativas entre las categorias de
desarrollo analizadas. Asi mismo, Jiménez-Pefia et al. (2018) reportaron que la orquidea
epifita Laelia autumnalis presenta micorrizacion en su etapa adulta. Nuestros resultados
también son similares a los reportados por Sathiyadash et al. (2012) quienes encontraron

altos niveles de micorrizacion (del 34% en Luisia zeylanica al 79% Acampe praemorsa) en
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22 especies epifitas, resaltando la importancia de la asociacion en orquideas con esta forma
de vida. Los ambientes epifitos son considerados de bajos nutrientes, por lo que las orquideas
necesitan adaptar sus estrategias para optimizar la nutricién (Osorio-Gil et al., 2008), como
es el caso de O. reichenheimii al no presentar variacion en la micorrizacion entre categorias
de desarrollo, sugiriendo la dependencia de la micorrizacion para la nutricion en todas las
etapas de su ciclo de vida, adaptandose a la escasez de nutrientes que el ambiente epifito
representa.

Oncidium reichenheimii presenta variacion en los porcentajes de células
micorrizadas entre las épocas consideradas, ya que, de manera general, se observa mayor
micorrizacién en las épocas secas, sin embargo, se trata de pelotones en proceso de digestion
y digeridos, lo que sugiere el aprovechamiento de las estructuras fungicas como fuente de
nutrientes y agua en la época de menor humedad disponible en el ambiente. A su vez, durante
las épocas humedas, se observd una mayor cantidad de pelotones intactos sugiriendo una
colonizacidn reciente, estos resultados son consistentes con los reportados en la literatura
para Tripulara discolor, Goodyera pubescens, Galearis spectabilis, Corallorhiza
odontorhiza y Liparis lilifolia, que presentaron variaciones en la micorrizacion y tipos de
pelotones asociados a las condiciones climaticas y tensiones ambientales presentes en las
diferentes estaciones del afio fluctuando temporalmente (Rasmussen y Whingham, 2002);
Rynchostilis retusa 'y Vanda tessellata presentaron diferencias en la micorrizacion, siendo
esta significativamente mayor durante la época humeda y menor en época seca (Sayem et
al., 2024); Epidendrum stamfordianum, Stelis quadrifida y Erycina crista-galli con mayor
presencia de pelotones “frescos” durante la época himeda, mismos que solamente fueron
encontrados en Erycina crista-galli durante la época seca y en muy baja cantidad (Bertolini

et al., 2014).
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De manera general, los patrones observados indican que O. reichenheimii responde
de forma diferencial a las condiciones climaticas, ajustando la distribucion de los recursos
conforme a sus necesidades nutricionales y las demandas ambientales.

Los resultados obtenidos de valores de micorrizacion y tipos de pelotones
predominantes en cada época sugieren que las plantas que se encuentran en condiciones
menos favorables durante la época seca, tienden a modificar los patrones de micorrizacion
pues es en época seca que se observa una mayor micorrizacion general de las raices, sin
embargo, la mayoria de los pelotones presentes en esta época se encuentran digeridos o en
proceso de digestion, lo que sugiere un mayor aprovechamiento de los hongos por parte de
las plantas, estos resultados difieren con lo propuesto por Dearnaley et al. en 2017, quienes
mencionan que la época himeda favorece la colonizacion por parte de los hongos, pero, todo
apunta que en O. reichenheimii se estan presentando diferentes variables ambientales que
modifican los patrones generales de micorrizacion en las orquideas.

Por su parte, los tipos de pelotones prevalentes en cada época son consistentes con
lo reportado en la literatura, pues se observa mayor prevalencia de pelotones intactos en la
época humeda y pelotones digeridos y en proceso de digestion durante la época seca (Figura
5y Figura 7), lo cual podria reforzar lo propuesto anteriormente. Por otro lado, se considera
importante continuar con estudios a largo plazo de las modificaciones de los patrones de
micorrizacion a través del tiempo y en condiciones climaticas contrastantes, en el contexto
actual de cambio climatico.

Las raices colectadas para la realizacién de este estudio, tanto aéreas como de
sustrato, no presentaron diferencias entre la micorrizacion, tipo de pelotones presentes o
distribucion de la micorrizacion entre ellas, sin embargo, las raices reportadas aqui como
aéreas no fueron exentas de estar en contacto con el sustrato o con otros tejidos de la planta

en algin punto de la zona basal o media, por lo mismo, estas raices deberian ser
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reconsideradas como semi aéreas. Estos resultados podrian ser similares a los reportados
para otras especies epifitas en la literatura: Laelia furfuracea (Garcia-Sanchez et al., 2024),
L. autumnalis (Jiménez-Pena et al., 2018), Rodriguezia granadensis (Romero-Salazar et al.,
2022) y 22 especies epifitas (Sathiyadash et al., 2012), donde mencionan que las raices
aéreas estaban libres de micorrizacion cuando no se encontraban en contacto con el sustrato,
0 se encontraban parcialmente micorrizadas en la zona basal cuando el contacto con el
sustrato fue esporadico. En O. reichenheimii no se observaron raices completamente aéreas,
lo que puede sugerir una fuerte dependencia de esta especie a la micorrizacién para su
supervivencia.

Estos descubrimientos resaltan la complejidad de la relacién simbidtica entre las
orquideas y los hongos micorrizicos, enfatizando la importancia de tener en cuenta las
variaciones estacionales y las etapas de desarrollo de las plantas al investigar la
micorrizacion.

En cuanto al aumento de la pérdida de tejido entre €épocas, nuestros resultados
aparentan tener una relacion con los niveles de temperatura y precipitacion registrados en
las épocas de colecta, siendo S2 la época que presenta mayor porcentaje promedio de cortes
sin cé€lulas en el tejido cortical (Figura 9) y los mayores niveles de temperatura ambiental
promedio (Figura 2), seguido de la época H2. Los resultados obtenidos en este estudio, donde
se presenta una mayor micorrizacion de las zonas basal y media no pueden ser concluyentes
debido a la falta de informacion de la zona apical con el paso del tiempo, ya que en H1 estos
resultados fueron totalmente opuestos, pues la zona mayormente micorrizada fue la apical
sin mostrar pérdida u oxidacion del tejido cortical en ninglin corte observado. En la literatura
se ha reportado mayor presencia de la micorrizacion de las raices en las zonas mas cercanas

a la base, como es el caso de L. autumnalis (Jiménez-Pefia et al., 2018) en la zona basal y,
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de manera similar Rodriguezia granadensis mostré mayor micorrizacion en las zonas basal
(70%), seguida de la media (60%) y al final la apical (35%) (Romero-Salazar et al., 2022).

Se recomienda estudiar con mayor profundidad las condiciones que pudieran estar
ocasionando las respuestas observadas en campo como son la pérdida de varas florales,
ausencia de eventos reproductivos en individuos adultos, abundancia de raices senescentes,
poca aparicion de brotes nuevos y pérdida y oxidacion del tejido cortical; asi como continuar
con estudios sobre la micorrizacion a través de las diferentes etapas de desarrollo de O.
reichenheimii para entender mejor la biologia y la ecologia en todos los niveles de la relacion
micorrizica, y asi mismo poder establecer estrategias y acciones concretas que permitan la
conservacion de esta especie y el ecosistema en el que se desarrolla.

Comprender estos mecanismos no solo amplia el conocimiento basico sobre la
ecologia de las orquideas, sino que también puede orientar estrategias para la conservacion
y gestion de especies vulnerables en entornos que estan en constante cambio.
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Figura 1. O. reichenheimii in situ: a) Pseudobulbos, hojas y raices de adulto en
forofito; b) Flor de O. reichenheimii. c) Colecta de raices de plantas juveniles y

adultas.
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Figura 2. Temperatura promedio mensual de la estacidon meteorolégica mas

cercana a Tingambato, Michoacan. Se destacan los valores de temperatura minima,

temperatura promedio y temperatura maxima registrados para los meses de colecta.
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digestion; 3) Pelotones digeridos.
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Figura 5. Porcentaje promedio de micorrizacién de raices de O. reichenheimii, los

tipos de pelotones observados (intactos, en proceso de digestion y digeridos) entre

época humeda 1 (H1) y época seca 1 (S1). Se indican las barras de error estandar.
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Pelotones en proceso de digestion; 3) Pelotones digeridos.
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Figura 7. Micorrizacion de O. reichenheimii. Porcentaje promedio de micorrizacion
total de los tipos de pelotones observados (intactos, en proceso de digestion y
digeridos) entre las estaciones H2 (gris claro) y S2 (negro). Se indican las barras

de error estandar.
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Figura 9. Porcentaje promedio de cortes sin tejido cortical o tejido cortical oxidado

en O. reichenheimii por zona. *Se muestran ejemplos de los cortes mencionados.
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Xl. CAPITULO 2

Caracterizacion molecular de los hongos asociados a raices de O.
reichenheimii en las diferentes categorias de desarrollo y condiciones

climaticas contrastantes

Resumen

La identificacion de los hongos asociados es ampliamente realizada mediante
regiones ITS, destacadas por su alta variabilidad y capacidad para diferenciar
especies. La diversidad y composicion de hongos asociados varia segun las
condiciones ambientales y el estadio de desarrollo de la orquidea, reflejando una
relacion simbidtica adaptativa. El objetivo de este capitulo fue identificar
molecularmente los hongos aislados asociados a raices de Oncidium reichenheimii
de diferentes tipos de raiz y estados de desarrollo, en condiciones climaticas
contrastantes, extrayendo el ADN de los aislados fungicos obtenidos, por el método
de fenol-cloroformo y se realiz6 la amplificacién y secuenciacion de la regidn
espaciadora interna transcrita 1ITS1-5.8S-ITS2. La identificacion se realizé con el
uso de filogenias por el método de maxima verosimilitud. Se aislaron 29 morfotipos
fungicos obtenidos de pelotones extraidos de raices de O. reichenheimii, tanto
aéreas como relacionadas al sustrato de individuos juveniles y adultos en épocas
secas y épocas humedas. Encontramos mayor riqueza en época seca 1 (S1) y
menor en época humeda 2 (H2), con un recambio del 87% de los morfotipos
encontrados en S1. El analisis molecular por secuenciacion e identificacion de las
regiones 1TS1-5.8S-ITS2 permitio la identificacién de 9 morfotipos: tres del género
Penicillium, dos Leptobacillium, y uno de Neopestalotiopsis, Fusarium y un miembro
de la familia Amorosiaceae. Solamente Umbelopsis brunnea se pudo identificar
hasta especie. Se evidencié una comunidad micorrizica parcialmente especifica,
con hongos persistentes, como Penicillium sp. 1 (M1) presente en todas las épocas,
estados de desarrollo y tipo de raiz, y otros mas restringidos, ya sea a ciertas

condiciones ambientales, un tipo especifico de raiz o a uno solo de los estados de
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desarrollo. Los resultados indican una relacion simbiotica dinamica y adaptativa
influida por factores climaticos y ontogénicos. Resaltando la importancia de las
asociaciones fungicas en las orquideas, no solo para entender estas dinamicas,
sino también para su conservacion y propagacion. Conocer la identidad y ecologia
de los hongos asociados es importante para comprender como estas interacciones

permiten a las orquideas adaptarse a entornos cambiantes y extremos.

Abstract

The identification of associated fungi is widely carried out using ITS regions,
highlighted for their high variability and ability to differentiate species. The diversity
and composition of associated fungi vary according to environmental conditions and
the developmental stage of the orchid, reflecting an adaptive symbiotic relationship.
The objective of this chapter was to molecularly identify the fungal isolates
associated with the roots of Oncidium reichenheimii from different root types and
developmental stages, under contrasting climatic conditions. DNA was extracted
from the fungal isolates obtained using the phenol-chloroform method, and the
ITS1-5.8S-ITS2 internal transcribed spacer region was amplified and sequenced.
Identification was performed through phylogenetic analyses using the maximum
likelihood method. A total of 29 fungal morphotypes were isolated from pelotons
extracted from the roots of O. reichenheimii, both aerial and substrate-related, from
juvenile and adult individuals during dry and wet seasons. We found higher richness
in the dry season 1 (S1) and lower in the wet season 2 (H2), with an 87% turnover
of morphotypes. Molecular analysis through sequencing and identification of the
ITS1-5.8S-ITS2 regions allowed the identification of nine morphotypes: three
belonging to the genus Penicillium, two Leptobacillium, and one each of
Neopestalotiopsis, Fusarium, and a member of the family Amorosiaceae. Only
Umbelopsis brunnea was identified to species level. A partially specific mycorrhizal
community was evidenced, with persistent fungi such as Penicillium sp. 1 (M1),
present across all seasons, developmental stages, and root types, while others
were more restricted to certain environmental conditions, a specific root type, or a
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single developmental stage. The results indicate a dynamic and adaptive symbiotic
relationship influenced by climatic and ontogenetic factors, highlighting the
importance of fungal associations in orchids, not only for their conservation and
propagation but also for understanding these dynamics. Knowing the identity and
ecology of associated fungi is essential to understand how these interactions enable

orchids to adapt to changing and extreme environments.

Introduccién

Los hongos asociados a orquideas desempefian un papel crucial en su ecologia;
estos organismos pueden actuar como saprotrofos, micorrizicos, enddfitos,
patdogenos o parasitos (Fochi et al., 2017; Martos et al., 2012; McCormick y
Jacquemynt, 2014; Tsutsumi et al., 2022), influyendo significativamente en la salud
y desarrollo de las plantas hospedadoras (Rajeevan et al., 2024). La identificacion
precisa de estos hongos es fundamental para comprender sus interacciones
simbidticas con las orquideas y su respuesta a diferentes condiciones ambientales
(Ko Ko et al., 2011).

Con el fin de avanzar en este conocimiento, la biologia molecular ha proporcionado
herramientas clave para la identificacion de hongos micorrizicos de orquideas,
siendo las regiones ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN ribosomal las mas
empleadas. Estas regiones poseen fragmentos altamente conservados y zonas de
elevada variabilidad, lo que permite distinguir entre diferentes niveles taxonémicos
e, incluso, llegar a la identificacién a nivel de especie (Maldonado-Bonilla et al.,
2024). Debido a estas caracteristicas, los ITS se consideran marcadores genéticos
robustos lo que los hace utiles para diferenciar especies cercanas, identificar
especies cripticas y realizar estudios de barcoding (Baldwin et al., 1995; Boyer et
al., 2001; Martinez-Hernandez et al., 2023; Rivers et al., 2018; Song et al., 2012)
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y su posterior

secuenciacion.
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Diversos estudios han identificado hongos asociados a orquideas mediante la
secuenciacion de las regiones ITS, entre ellos los realizados en Dichaea andina
(Alomia et al., 2022); con Laelia speciosa (Avila-Diaz et al., 2013); L. speciosa, L.
autumnalis, Prosthechea citrina y P. squalida (Beltran-Nambo et al., 2018);
Rhynchostylis retusa (Bhuiyan et al., 2021); Dendrobium burnea, Epidendrum
odontochilum, Masdevallia nidifica y Oncidium klotzschianum (Fernandez et al.,
2023); Paphiopedilum spicerianum (Han et al., 2016); Pseudorchis albida (Kohout
et al., 2013); Vanda falcata (Rammitsu et al., 2023); E. rhopalostele (Riofrio et al.,
2013); y R. retusa y V. tessellata (Sayem et al., 2024), por mencionar algunos. Las
secuencias obtenidas en este tipo de investigaciones pueden compartirse y

contrastarse en plataformas en linea, como el NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/).

En este estudio se aislaron hongos putativos micorrizicos a partir de pelotones de
raices de Oncidium reichenheimii, los cuales fueron diferenciados de acuerdo con
las caracteristicas macroscoépicas de los cultivos. Posteriormente, se emplearon

marcadores tipo ITS para su identificacion.

Asimismo, este trabajo se enfocé en analizar los patrones de recambio de hongos
asociados a raices entre diferentes categorias de edad de las plantas y bajo
diversas condiciones climaticas. Este fendmeno ha sido documentado en distintas
especies de orquideas epifitas, como Tripulara discolor, Goodyera pubescens,
Galearis spectabilis, Corallorhiza odontorhiza y Liparis lilifolia (Rasmussen y
Whingham, 2002); Epidendrum stamfordianum, Stelis quadrifida y Erycina crista-
galli (Bertolini et al., 2014); Anacamptis morio (Ercole et al., 2015); Bletilla striata y
B. ochraceae (Zeng et al., 2021); asi como R. retusa y V. tessellata (Sayem et al.,
2024), especies en las que se han observado diferencias en los patrones de
micorrizacion y en la cantidad y diversidad de hongos asociados en funcién de las

condiciones climaticas y las etapas de desarrollo.

Este enfoque resulta crucial para comprender cémo las orquideas ajustan sus
asociaciones simbioticas de acuerdo con sus necesidades fisioldgicas y las
variaciones ambientales, lo que puede tener implicaciones significativas en la

conservacion de poblaciones naturales. La investigacion sobre hongos micorrizicos
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de orquideas, mediante herramientas moleculares, no solo contribuye a una
comprension mas profunda de las interacciones planta-hongo a nivel molecular,
sino que también proporciona informacion critica para el manejo y conservaciéon de
especies amenazadas como O. reichenheimii. ldentificar los hongos asociados en
diferentes etapas de desarrollo y bajo distintas condiciones climaticas permite
disefiar estrategias de conservacién mas efectivas que promuevan la salud y

supervivencia de esta especie en su habitat natural.

Marco Teérico

Hongos micorrizicos de orquideas

La mayoria de los hongos encontrados en las asociaciones micorrizicas de las
orquideas son pertenecientes al género Rhizoctonia, el cual se trata de una
agrupacion polifilética de hongos con caracteristicas similares pertenecientes a la
division Basidiomycota (Smith y Read, 2008) de las familias Ceratobasidiaceae,
Tulasnellaceae y Serendipitaceae. Estos hongos pueden ser saprétrofos,
ectomicorrizicos, patégenos o parasitos de otras plantas (Fochi et al., 2017; Martos
et al., 2012; McCormick y Jacquemyn, 2014; Tsutsumi et al., 2022).

Los hongos del grupo polifiletico Rhizoctonia se caracterizan por hifas con
ramificacion en angulo recto, constriccion en el punto de ramificacion y septos
cercanos al origen de la rama; ademas, suelen presentar células moniloides y
raramente se observan sus etapas sexuales. Pueden ser uninucleados, binucleados
(los mas comunes en micorrizas de orquideas) o multinucleados, y se organizan en
grupos de anastomosis (AG), las hifas de dos aislados que pertenecen al mismo AG
pueden fusionarse y unir su contenido citoplasmatico; R. solani tiene13 AG, 21 en
los binucleados y uno en los uninucleados. Algunas especies son patdgenas de
numerosos cultivos, mientras que su clasificacion y relaciones filogenéticas se han
esclarecido mediante caracteres morfolégicos y analisis de secuencias del

espaciador interno transcrito ribosomal (ITS), cuyas regiones ITS-1 e ITS-2 son
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ampliamente utilizadas para la identificacion y diferenciacion de especies debido a

su variabilidad evolutiva (Otero et al., 2002).

Son varios los estudios que se han encargado de la extraccion, aislamiento e
identificacion de hongos micorrizicos provenientes de raices de orquideas,
principalmente terrestres y en tiempos recientes de orquideas epifitas, en sus
diferentes estadios de desarrollo. Algunos de los hongos Rhizoctonia identificados
en orquideas adultas han sido Epulorhiza repens, un telomorfo (estado reproductivo
sexual) de Tulasnella deliquescens, provenientes de raices de orquideas rupicolas
en estado silvestre, en la comunidad de Nova Lima, Brasil (Eustaquio-Nogueira et
al., 2013); asi como Tulasnella y Ceratobasidium encontrados frecuentemente en

aislados de raices de Pseudorchis albida (Kohout et al., 2013).

Se han logrado aislar hongos micorrizicos asociados a la orquidea terrestre
Cremata appendiculata, originaria del sur de Asia, de diferentes muestras de
protocormos, raices de plantulas y raices de plantulas adultas, obteniendo un 75.7%
de los aislados de protocormos pertenecientes a la familia Psathyrellaceae,
relacionados al género Coprinellus y menor abundancia de hongos de las familias
Ceratobasidiaceae (0.69%) y Sebacinales (0.9%), familias tipicas de las
asociaciones micorrizicas en orquideas (Rhizoctonia). Sin embargo, la dominancia
se invertia en aquellos aislados de plantulas e individuos adultos, indicando un
recambio de la comunidad fungica en el desarrollo de estadios mayores, lo que
indicaria un recambio mediado por las necesidades fisiolégicas de la orquidea

durante su desarrollo (Zahn et al., 2002).

Por su parte, algunos hongos de la divisidon Ascomycota han sido aislados de raices
de orquideas, tal es el caso de Fusarium oxysporum proveniente de raices de Blettia
striata (Jiang et al., 2019), asi como hongos de los géneros Hypocreales y
Pleosporales de raices de Liparis krameri, géneros de hongos que generalmente
incluyen algunos patdgenos agresivos, ocasionales o contaminantes, aun asi, el

género que mas se identificé en la mayoria de los aislados fue Tulasnella, mismo
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que se reconoce como parte del grupo polifilético Rhizoctonia (Tsutsumi et al.,
2022).

En cuanto a especies de orquideas de habito epifito, se han identificado hongos del
complejo Rhizoctonia altamente representado en Rodriguezia granadensis
(Romero-Salazar et al., 2022) y en menor cantidad el género Xylaria (Ascomicetes).
En otros estudios se han identificado otros hongos del complejo Rhizoctonia como
diversas especies del género Tulasnella altamente frecuentes en raices de Encyclia
tampensis (Garcia et al., 2024), Cattleya jongheana, C. cinnabarina, C. caulescens
y Zygopetallum maxillarae (Silva-Freitas et al., 2020), Epidendrum rhopalostele
(Riofrio et al., 2013), Laelia autumnalis, L. speciosay Prosthechea squalida (Beltran-
Nambo et al., 2018); Ceratobasidium en Dichaea andina (Alomia et al., 2022) y
Rhynchostylis retusa (Bhuiyan et al., 2021). En la orquidea Vanda falcata se observo
mayor predominancia de un hongo del género Tulasnella y hongos de
Ceratobasidiaceae durante la etapa de germinacion y establecimiento primario
(Rammitsu et al., 2023).

Las orquideas muestran una dinamica rapida de reemplazo de hongos micorrizicos
(Selosse et al., 2022), lo que en estudios antes mencionados se observa con un
recambio de los hongos que promueven la germinacién y los hongos asociados en
etapas ontogénicas mayores. Estos patrones de recambio de hongos micorrizicos
no se han descrito como respuesta a cambios en las condiciones climaticas, sin
embargo, se ha observado que las orquideas pueden modificar sus patrones de
colonizacion de acuerdo con sus necesidades fisiologicas y ante las presiones
ambientales (Rasmussen y Whigham, 2002) con el fin de mantener su
sobrevivencia, por lo que, el estudio de las comunidades micorrizicas y el rol
ecolégico que estan llevando a cabo en los diferentes estados de desarrollo de las
plantas y bajo diversas condiciones climaticas es un punto de partida importante
que podria llevarnos a establecer estrategias de propagacion simbiética disenadas
bajo los diferentes escenarios que promuevan la conservacién y mantenimiento de

las poblaciones naturales de orquideas amenazadas.
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Por otro lado, considerando la plasticidad de este tipo de relaciones, es necesario
prestar mas atencion en los hongos micorrizicos no Rhizoctonia e identificar su
relacion con las orquideas asociadas, para determinar su papel micorrizico y no
como contaminacién de laboratorio, puesto que, se han encontrado formando
pelotones (Selosse et al., 2022), y de este modo, estudiar de manera particular las
relaciones establecidas entre las diferentes especies de orquideas y sus hongos

micorrizicos asociados.
Identificacion de hongos endoéfitos de plantas

La identificacion y caracterizacion de hongos resulta esencial para comprender su
biologia y ecologia. Reconocer con precision las especies permite esclarecer sus
relaciones evolutivas y su interaccion con otros organismos, asi como el papel que
desempefian en los ecosistemas, ya sea en procesos de descomposicion de
materia organica o en la formacion de micorrizas que favorecen la absorcion de

nutrientes en las plantas (Ko Ko et al., 2011).

Entre la diversidad de grupos fungicos, los endofitos constituyen un conjunto
heterogéneo de especies que establecen asociaciones con una gran variedad de
plantas en distintos ecosistemas. Su identificacion tradicional se ha basado en la
observacion de rasgos morfoldgicos tras el aislamiento y cultivo, aunque este
enfoque presenta limitaciones. Las comunidades obtenidas dependen de las
condiciones de esterilizacién y cultivo, lo que dificulta la esporulacién y, por ende,
la caracterizacion de numerosos aislados. En consecuencia, es necesario recurrir
a estrategias complementarias, como el uso de diferentes medios de cultivo o de
tejidos estériles de las plantas hospedadoras, para favorecer la expresion de

estructuras diagnésticas (Sun y Guo, 2012).

La implementacion de herramientas moleculares ha transformado el estudio de los
hongos, al permitir la extraccidon y secuenciacion de ADN, técnicas como la
amplificacion mediante la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) han ayudado
bastante para que este salto sea posible. Este enfoque, basado en la comparacion

de secuencias con bases de datos disponibles, ha demostrado ser mas confiable

48



que los métodos tradicionales, ya que proporciona identificaciones mas precisas y

supera en algunos casos las limitaciones del cultivo tradicional (Ko Ko et al., 2011).

Una ventaja adicional es que las técnicas moleculares posibilitan la deteccion de
hongos directamente en los tejidos vegetales. Sobre todo, al poder identificar
organismos en cualquier etapa de desarrollo o fragmentos, donde los caracteres
morfolégicos no son evidentes (Behrens-Chapuis et al., 2021; Hering et al., 2018;
Fomina et al., 2020), cuando se trata de mezclas de especies o adulteraciones en
productos biolégicos, minimizando errores humanos o interpretaciones subjetivas
(Ali et al., 2014) algo dificil con métodos morfolégicos (Hyder et al., 2024; Fomina
et al., 2020). Esto resulta fundamental, ya que muchos hongos asociados a plantas
no crecen en medios artificiales o lo hacen de manera muy lenta. Para resolverlo,
se han implementado métodos que incluyen la extraccion de ADN total (planta-
hongo), la amplificacion de marcadores genéticos con regiones altamente
conservadas como ITS, 28S o 18S mediante cebadores especificos, la separacion
de productos de PCR mediante gel de gradiente desnaturalizante (DGGE), la
clonacion en plasmidos, la transformacion en Escherichia coli, el cribado de clones
por técnicas de huella genética (PCR-RFLP), y la posterior secuenciacién y analisis
filogenético de los fragmentos representativos a través de matrices de distancias
(Suny Guo, 2012).

Dentro de estos marcadores, la region ITS del ADN ribosomal ha demostrado ser
la mas eficiente, alcanzando una tasa de éxito del 72% en la identificacion de
hongos, lo que la convierte en el candidato mas solido como codigo de barras
genético para este grupo (Sun y Guo, 2012). En el caso particular de las orquideas,
el aislamiento y caracterizaciéon de hongos micorrizicos resulta especialmente
relevante, pues en las raices pueden coexistir endofitos e incluso patégenos que
no participan en la simbiosis. Por ello, la amplificacion de las regiones ITS mediante
PCR ha sido ampliamente empleada en estudios recientes sobre micorrizas de
orquideas (Alomia et al., 2022; Avila-Diaz et al., 2013; Beltran-Nambo et al., 2018;
Bhuiyan et al., 2021; Fernandez et al., 2023; Han et al., 2016; Jacquemyn et al.,
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2017; Kohout et al., 2013; Rammitsu et al., 2023; Riofrio et al., 2013; Otero et al.,
2002; Sayem et al., 2024).

Regién espaciadora interna transcrita (ITS) del ADN

Los codigos de barras genéticos son secuencias cortas y estandarizadas de ADN
que facilitan la identificacion de especies conocidas y el descubrimiento de nuevas
especies. Mientras que en muchos animales y otros eucariontes el gen mitocondrial
CO1 es facil de secuenciar y proporciona mucha informacion, las plantas terrestres
enfrentan dificultades especificas para seleccionar un codigo de barras genético.
Esto se debe a la baja tasa de sustitucion y la frecuencia de reorganizaciones en el
genoma mitocondrial de las plantas y entonces se utilizan codigos de barras del

genoma de cloroplastos (Gernandt et al., 2011).

En el caso de los hongos, el codigo de barras genético corresponde a la region
espaciadora interna transcrita, ITS por sus siglas en inglés (Internal Transcribed
Spacer) (Maldonado-Bonilla et al., 2024) que son regiones del ADN ribosomal
nuclear (ARNr) que se encuentran entre los genes que codifican las subunidades
ribosomales 18S, 5.8S y 28S de organismos eucariontes. Estas regiones son
utilizadas frecuentemente debido a su combinacion de areas conservadas y areas
altamente variables, las regiones ITS son utiles para disehar cebadores o primers
de PCR que pueden amplificar dichas regiones e identificar una amplia gama de
especies fungicas. Estas regiones contienen multiples copias paralogas en cada
organismo, lo que facilita su busqueda y combinan areas de ADN conservadas con
areas altamente variables, las cuales al ser similares entre diferentes organismos,
permiten comparar y analizar grandes grupos taxondmicos, siendo utiles para
estudios filogenéticos a niveles altos (género, familia, orden) Su estabilidad y baja
variabilidad intraespecifica aseguran que la secuenciacion sea mas sencilla y
reproducible, reduciendo errores de interpretacion (Yao et al., 2010; Mir et al., 2020;
Wu et al., 2015).
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El ADN ribosémico contiene informacion para el ARNr y se transcribe, pero no se
traduce. EI ADNr esta organizado en repeticiones tandem y consiste en tres
subunidades separadas por dos espaciadores internos (ITS1 e ITS2) con altas tasas
de sustitucion, que actuan como amortiguadores de mutaciones en las regiones
ribosomales conservadas (18S, 5.8S y 28S), resultando en un alto polimorfismo
(Figura 1). Las regiones conservadas del ADNr, debido a su baja tasa de sustitucion,
son utiles para determinar relaciones filogenéticas de taxa con divergencias muy
antiguas. Las regiones de los espaciadores internos transcritos (ITS1 e ITS2) y la
region 5.8S se utilizan para esclarecer relaciones entre taxa a niveles inter e
intragenéricos, aprovechando el alto numero de copias que poseen, por su parte,
las regiones 18S y 28S se pueden implementar en la comparaciéon de grupos
taxonoémicos a nivel de familias y géneros por su baja tasa de sustitucion (Rincén-
Hernandez, 2009).

Es asi como cada especie de hongo tiene una region ITS especifica, cuya similitud
aumenta entre hongos mas cercanos evolutivamente. Las secuencias ITS son mas
similares entre especies del mismo género que entre géneros distintos, y mas
similares entre géneros de la misma familia que entre familias diferentes. La
diferencia en las secuencias ITS refleja el tiempo de divergencia desde su ancestro
comun (Maldonado-Bonilla et al., 2024).

ITS5 ITS3
| 18S ITS1 5.85 1TS2 288 |
ITS1 1782 ITS4

Figura 1. Representacion de las regiones ITS1 e ITS2 y las regiones conservadas
18S, 5.8S y 28S del ADNr. Las flechas indican los oligonucleétidos ITS1, ITS2, ITS3,
ITS4 e ITS5 generalmente empleados como cebadores o primers para la

amplificacion de las regiones del ADNr por PCR.
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Conociéndose las regiones conservadas de las secuencias de ADNr, son
flanqueadas las zonas ITS por medio de los cebadores u oligonucleétidos para ser
sometidas a la amplificacion por reaccion en cadena de polimerasa (PCR), misma
que permite el aislamiento y amplificacion (White et al., 1990), el ADN amplificado
por PCR se puede secuenciar y asi conocer la naturaleza quimica exacta de la

secuencia.

Para la correcta identificacion de las cepas de hongos, la secuenciacion es un paso
importante. Las secuencias obtenidas a través de diversos estudios cientificos se
comparten con la comunidad cientifica a través de plataformas disponibles en
internet. Lo que permite su utilizacién para la comparacion rapida y confiable con
aquellas secuencias nuevas por descubrir, de modo que, si existe una coincidencia
en la base de datos, es posible obtener una identificaciéon precisa utilizando
algoritmos computacionales, como el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool), del GeneBank del NCBI o el Barcode of Life Data System (Maldonado-

Bonilla et al., 2024), entre otros.

Al conocer las especies presentes en un ecosistema, se pueden implementar
medidas para proteger las especies raras o en peligro de extincién y mantener el
equilibrio ecoldgico. La identificacion de los hongos micorrizicos provenientes de
raices de O. reichenheimii nos permitira conocer cuales son aquellos organismos
con los que la planta se relaciona y si es que existe alguna especificidad dentro de

la relacion.

Metodologia
Colecta de muestras

Se colectd una raiz aérea y una raiz de sustrato de individuos adultos y juveniles
qgue se encontraron en el predio de Tenderio de la Comunidad Indigena Santiago
Tingambato, Michoacan, en época humeda (H1, septiembre 2022; H2, septiembre
2023) y en época seca (S1, mayo 2023; S2, mayo 2024).
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En H1 de registraron y colectaron raices de 14 individuos, tres de ellos en estadio
de desarrollo adulto, con evidencia de una o mas varas florares previas y uno de
ellos en floracién; los 11 restantes se encontraban en estado juvenil. Durante la
colecta de la época Seca |, de los 14 individuos colectados solo se pudieron
colectar 13 debido a la extraccion furtiva de uno de los juveniles previamente
etiquetados, se obtuvieron raices aéreas y de sustrato de 8 individuos mas, cinco
de ellos en estadio adulto y tres juveniles. Sumando asi un total de 21 individuos.
Sin embargo, en los muestreos posteriores, hubo algunos individuos que no
presentaron raices aéreas y otros cuyas raices no fueron aptas para la extraccion

de pelones.

Las raices fueron trasladadas al Laboratorio de Biologia de la Conservacion
Vegetal en el Jardin Botanico de la Facultad de Biologia de la UMSNH, dentro de
tubos de ensayo con tapa de rosca, previamente esterilizados, que contenian una
mota de algoddén y agua destilada. Estos se trasladaron desde Tenderio en una
hielera (6°C — 25°C) y colocados en refrigeracion (4°C) para su conservacion por
24 hrs y posterior extracciéon en campana de flujo laminar por el método de un solo
pelotén, durante los 3 dias posteriores a su colecta (Arriaga-Cardona et al., datos

no publicados).

Extracciéon de pelotones provenientes de raices de Oncidium

reichenheimii y aislamiento de hongos asociados

En campana de flujo laminar, cada raiz se coloco en un tubo Eppendorf de 2 ml y
se enjuago con una mezcla desinfectante de cloro comercial y 2 gotas de Tween 80
por cada 500 ml de cloro, durante 10 minutos en agitacion constante. Se decanto la
mezcla desinfectante y se realizaron 3 enjuagues con agua destilada estéril a cada
una de las raices, posteriormente, estas se sumergieron durante 10 minutos en una
solucién de antibidticos (eritromicina 0.03% y gentamicina 0.01%). Una vez
transcurrido este tiempo, se decantd la solucidon de antibiéticos y se enjuagaron de

nuevo a cuenta en 3 ocasiones con agua destilada estéril.
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Posteriormente a la desinfeccion, con apoyo de un mechero Bunsen para mantener
un area estérii y apoyo de un microscopio estereoscopio marca VELAB
Microscopes, modelo VE-S1, se realizaron los cortes de las raices y el aislamiento
de tres pelotones por cada raiz, tanto aérea como de sustrato, cada segmento de
raiz fue colocado en una caja Petri con 2ml de agua destilada estéril, y se realizaron
cortes del cortex con bisturi y agujas estériles para dispersar los pelotones,
enseguida estos se tomaron con una pipeta Pasteur estéril y se colocaron en cajas
de Petri con medio PDA (Papa-Dextrosa-Agar) para su crecimiento, procurando
extraer unicamente un peloton para cada caja de Petri, obteniendo asi un minimo
de tres extracciones por raiz (Modificado de Ortega-Larrocea, 2008; Beltran-Nambo,
2010).

Los hongos obtenidos de los pelotones extraidos y desarrollados en medio PDA
fueron subcultivados de nuevo dentro cajas de Petri con medio PDA y mantenidos

en hieleras térmicas a temperatura ambiente.

Caracterizacion molecular

La determinacion molecular de los hongos micorrizicos de O. reichenheimii se llevé
a cabo en el laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas del Instituto de
Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la UMSNH, con apoyo del M.C. Luis Maria

Suarez Rodriguez.

Extraccion de acidos nucleicos (ADN)

Para la extraccion del material genético, el micelio de los hongos aislados se crecio
en cajas de Petri con medio PDA sobre una membrana de tela de organza sintética
estéril hasta su completa colonizacién, el material organico se raspé y pulverizé con
la ayuda de nitrégeno liquido en un mortero con pistilo estéril; la lisis celular se inicié
con 100mg de tejido molido y la incorporacién de 600ul de buffer de lisis DNALIn
(Lin et al., 2001) (100mM Tris-HCI, pH 8.0; SDS 2%, NaCl 500 mM; EDTA 50mM
pH 8.0; PVP 10%) adicionado con 5ul de 2-,Mercaptoetanol, se incubé a 65°C por
15min en Thermomixer Eppendorf AG modelo 5382000015 a 650rpm. La solucién

se centrifugd a 12,000rpm por 10min. Para aislar el sobrenadante (fase acuosa) se
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agrego 2ul de RNAsa (10mg/ul) y se incub6 a 37°C por 10min en Thermoblock
DLAB modelo HB60-S, terminado este tiempo, se agregé 600yl de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (50:49:1) y se agité en vértex manual hasta
obtener una mezcla lechosa, que, luego se centrifugd a 12,000rpm durante 10min,
recuperando el sobrenadante (fase acuosa) con cuidado de no tomar la fase

organica. Posteriormente, el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio.

El ADN se precipité con un volumen de isopropanol frio y las muestras se incubaron
durante 1hr a -20°C. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron las muestras a
12,000rpm durante 3min, se desecho el sobrenadante y se dejo secar la pastilla a
temperatura ambiente por 10 minutos. Finalmente, el ADN fue resuspendido en un
volumen de 30ul de agua grado biologia molecular estéril. EI material genético se
cuantifico por espectrofotometria a 260 y 280nm en NanoDrop 2000c
ThermoScientific para determinar calidad y cantidad del ADN obtenido. Los
productos de ADN se visualizaron en geles de agarosa TBE 0.5X al 1.2% tefiidos

con Bromuro de Etidio.

Caracterizacion molecular de genes ITS de hongos aislados

El material genético aislado se utilizdé para la amplificacion de los genes ITS por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en termociclador Applied Biosystems
Veriti 96-Well.

Para amplificar las regiones espaciadoras transcritas internas 1 y 2 se utilizan los
oligonucleétidos ITS-1FW (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS-4RV (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). La mezcla de reaccidén contuvo lo siguiente:
Buffer Tag 10X; MgClz 50mM, 10mM de mezcla de dNTP’s, 10uM de cada
oligonucledtido, 1U de Tag DNA polimerasa recombinante (Invitrogen, EE. UU.) y
100ng de ADN por reaccion, ajustando el volumen final a 10 yL con agua grado
biologia molecular estéril. Las condiciones de amplificacién fueron: un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 94°C-10min, 30 ciclos (desnaturalizacién 94°C-1min:
alineamiento 56°C-45s: extension 72°C-1 min), y un ciclo de extensién final de 72°C-
7 min manteniendo la reaccion a 4°C hasta retirarlo (Figura 2) (mod. de White et al.,
1990).
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Figura 2. Diagrama de condiciones de amplificacién por PCR empleado para la

amplificacion de los genes ITS de los hongos aislados de raices de O. reichenheimii.

Los productos de PCR fueron visualizados en geles de agarosa TBE 0.5X al 1.2%
tefiidos con Bromuro de Etidio, en un fotodocumentador con luz UV donde se
registraron las evidencias con fotografia digital. Los productos de la PCR fueron
escindidos del gen, purificados y resuspendidos con ayuda del kit Zymoclean Gel
DNA recovery kit (Zymo research, Cat. D4001, USA) y enviados para su
secuenciacion a Psomagen: Multiomics Services and Data Analysis Macrogen

(Boston, Massachusetts, Estados Unidos).
Analisis de datos

Para analizar la distribucion de los morfotipos, se considerd la frecuencia y riqueza

de estos por cada categoria considerada.

Cada secuencia obtenida en Psomagen se denominé como OTU (Unidad
Taxondmica Operacional, por sus siglas en inglés) y un numero consecutivo: OTU1,
OTU2, OTUS...

Para la identificacion de las secuencias de la region ITS, cada una de las secuencias
obtenidas (OTU) se compararon con la base de datos del GenBank (NCBI) con la
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
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(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Sayers et al., 2025) y se escogieron
aquellas con mayor porcentaje de homologia y cobertura en la base de datos para
ITS/ADNr eligiendo la opcion ITS from fungi type and reference (base de datos
curada), y, base de datos estandar (general) en casos donde los datos de la base

curada no fueran suficientemente especificos.

Las secuencias seleccionadas en BLAST se alinearon con las secuencias obtenidas
en el programa estadistico MEGA12 v12.0.11 (Tamura et al., 2011), los archivos de
secuencias alineadas se realinearon en el servidor web MAFT version 7

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html) (Katoh et al., 2002).

Los alineamientos obtenidos se utilizaron para seleccionar el mejor modelo de
sustitucion molecular utilizando el enfoque de maxima verosimilitud, de manera

automatica en el programa estadistico MEGA12 v 12.0.11 (Tamura et al., 2011).

Para la realizacion de los arboles filogenéticos por maxima verosimilitud se utilizaron
los modelos de sustitucion molecular obtenidos en la prueba de busqueda, con un
Boostrap de 500 repeticiones para sustentar la topologia. Para enraizar los arboles,
se escogieron como grupos externos secuencias de especies de hongos con base
en la literatura consultada para cada grupo de hongos identificado (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de acceso de GenBank de los taxa utilizados para enraizar los
arboles filogenéticos.

Numero de
OoTU Grupo externo acceso de Fuente
GenBank
1,8y Aspgrgillus ‘
’10 oerlinghausenesis KT359601 Houbraken et al., 2020
A. feliz MN431358
5 Beauveria caledonica NRO77147
18)/ B. majiagensis NR158356 D’Alessandre et al., 2013
B. malawensis NR136979
Pseudopestalotiopsis Maharachchikumbura et al.,
thailandica NR164472 2014
4 Hsu et al., 2024;
Maharachchikumbura et al.,
P. theae NR111716 2014
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P. cocos NR145246 ,
P. novae-hollandiae NR147557 g/loa1h4arachch|kumbura etal.,
P. arceuthobii NR147561

5 llyonectria .destructans MH496589 Lizcano-Salas et al., 2024
Rugonectria rugulosa MG991753
Mortierella minutissima EU484297

6 | M. minutissima var. Wang et al., 2022
dubia JX976122

7 | Umbelopsis brunnea NR191114 Spatafora et al., 2016

Los arboles obtenidos fueron editados a través del servidor web IQTREE
(http://www.igtree.org/) (Minh et al., 2020).

Resultados

Aislamiento de los hongos asociados

Se lograron aislar hongos de pelotones de las raices de O. reichenheimii, tanto
aéreas como aquellas que estaban sobre el sustrato, en épocas humedas como en
secas (Tabla 2). Los totales de individuos representan la cantidad de plantas cuyos
pelotones aislados generaron uno o mas cultivos fungicos (en verde), y el total de
aislados indica el gran total de cultivos fungicos aislados por época (en rojo). Debido
a que la extraccion fue de minimo seis pelotones por individuo, tres de raices aéreas
y tres de raices de sustrato, en el total se logra observar la cantidad de aislados
fungicos obtenidos en cada categoria, no representan la suma de los individuos,
sino el total de aislados fungicos, ya que un solo individuo pudo tener hasta seis

hongos aislados, tres por cada tipo de raiz.
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Tabla 2. Hongos aislados de raices aéreas y de sustrato de individuos juveniles y

adultos de O. reichenheimii en las diferentes épocas de colecta. En verde es el total

de individuos y en rojo el total de aislados fungicos.

HONGOS AISLADOS DE PELOTONES

H1: ADULTOS S1: ADULTOS H2: ADULTOS S2: ADULTOS
Tipo de
raiz Indivi- Aisla- Indivi- Aisla- Indivi- Aisla- Indivi- Aisla-

duos dos duos dos duos dos duos dos

Aérea 1 3 7 22 4 12 6 19

Sustrato 2 6 7 19 4 11 7 21
H1: JUVENILES S1: JUVENILES H2: JUVENILES S2: JUVENILES

Aérea 7 18 10 24 3 6 8 30

Sustrato 5 14 9 19 6 18 9 26

TOTAL 10 41 20 84 10 47 16 96

*NOTA: Los totales no son sumas de las categorias anteriores, ya que se pudieron

aislar hongos de hasta tres pelotones de una sola raiz aérea y una sola raiz de

sustrato, ambas de un solo individuo juvenil o adulto.

Los aislados fungicos se clasificaron en 29 morfotipos de hongos con base en sus

caracteristicas macroscopicas: tipo de micelio, crecimiento, coloracion, oxidacion

del medio de cultivo y presencia de secreciones (Figura 3).
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Figura 3. Morfotipos fungicos observados en raices de O. reichenheimii en diferentes categorias de edad y
épocas de muestreo. 1: M1; 2: M1T; 3: M1C; 4: M2; 5:M3; 6:M4; 7:M5; 8:M6; 9:M7; 10:M8; 11:M9; 12:M10;
13:M11; 14:M12; 15:M13; 16:M14; 17:M15; 18:M16; 19:M17; 20:M18; 21:M19; 22:M20; 23:M21; 24:M22;
25:M23; 26:MP ; 27:MN ; 28:MB; 29: MA.




La Riqueza de los morfotipos varié entre las diferentes condiciones climaticas

siendo mayor en S1 y menor en H2 (Tabla 3).

Tabla 3. Riqueza de morfotipos por cada época.

, Riqueza de
Epoca .
morfotipos
H1 8
S1 24
H2 3
S2 6

DIVERSIDAD DE MOFOTIPOS DE HONGOS
POR EPOCA
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Figura 4. Frecuencia porcentual de morfotipos presentes en las diferentes épocas.
En el eje Y se muestra la frecuencia porcentual de morfotipos y en el eje X se
observan los tipos de morfotipos. Los colores en las barras representan las
estaciones donde se presenta dicho morfotipo y su largo el porcentaje de aparicién

de este.
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Se observo una mayor frecuencia del Morfotipo 1, estando presente en todas las
épocas observadas y siendo el mas abundante en cada una de ellas (excepto en

H1 donde fue mas abundante el Morfotipo 18) (Figura 4).

A su vez, considerando las categorias de desarrollo (adultos y juveniles) y tipos de
raiz (aérea y de sustrato) presentan valores de diversidad y riqueza de morfotipos

bajos y muy parecidos entre si (Tabla 4).

Tabla 4. Riqueza de los morfotipos observados por categoria de edad y tipo de raiz

Riqueza de
Morfotipos
Adulto 20
Categoria de edad Juvenil 18
Aérea 21
Tipo de Raiz Sustrato 18

Entre categorias de edad (Figura 5), se identificd la prevalencia de los morfotipos
M1, M1T, M1C, M2, M17, M18, M19, M20 y MN en ambas categorias y se observa
que M5, M6, M7, M21, M22, M23, MP, MB y MA se encuentran unicamente
presentes en juveniles y M3, M4, M8, M9, M10, M11, M12, M13, M14, M15 y M16
Uunicamente en adultos. Sin embargo, M3, M4, M5, M7, M8, M9, M10, M11, M12,
M13, M14, M15, M16, M19, M21, M22, M23 y MA estuvieron presentes unicamente

en un individuo, principalmente de época S1.
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Figura 5. Frecuencia porcentual de morfotipos presentes en los diferentes estadios

de desarrollo. En el eje Y se muestra la frecuencia porcentual de morfotipos y en el

eje X se observan los diferentes morfotipos. Los colores en las barras representan

las categorias de edad donde se presenta dicho morfotipo y su largo el porcentaje

de aparicion del mismo.

Respecto a los tipos de raiz, solamente 11 de los 29 morfotipos se distribuyen en

ambos tipos de raiz (aéreas y de sustrato) (Figura 6), siendo estos M1, M1T, M2,
M6, M8, M18, M19, M20, MP, MN y MB. Las raices aéreas mostraron exclusividad
de 11 morfotipos (M3, M4, M7, M10, M11, M12, M14, M15, M17, M22 y MA), y las
de sustrato de 8 morfotipos diferentes (M1C, M5, M9, M13, M16, M19, M21 y M23).
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y de sustrato). En el eje Y se muestra la frecuencia porcentual de morfotipos y en el
eje X se observan los tipos de morfotipos. Los colores en las barras representan el
tipo de raiz donde se presenta dicho morfotipo y su largo el porcentaje de aparicion

del mismo.

Caracterizacion molecular

Extraccion de ADN

Una vez determinados los morfotipos presentes en las diferentes épocas, se extrajo
el ADN de la gran mayoria de ellos, obteniendo asi muestras de ADN con una
relacion A260/280 6ptima (Tabla 5) que oscila entre 1.52 y 1.93 mismos que fueron

utilizados para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
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Tabla 5. Rendimiento de las extracciones de ADN de hongos aislados de raices de

O. reichenheimii. Los valores entre 1.52 y 1.93 de la relacion A260/280 indican ADN

integro y de buena calidad para su amplificacién por PCR.

Muestra Rendimiento de A260 (Abs) A280 (Abs) Relaciéon
ADN (ng/pl) A260/280
M1 2617.00 52.33 30.28 1.73
MAT 2762.90 55.26 29.02 1.90
M2 1270.00 25.40 19.97 1.60
M3 2554.00 51.09 33.46 1.53
M5 4257.70 85.16 49.75 1.71
M6 2900.00 63.52 47.89 1.33
M7 1503.00 30.06 18.57 1.62
M8 778.40 15.57 9.63 1.62
M9 2541.10 50.82 26.42 1.92
M13 2690.20 53.80 28.13 1.91
M14 2808.00 56.16 31.87 1.76
M15 1032.50 20.65 13.52 1.53
M16 1707.30 34.15 20.81 1.64
M17 2950.40 59.01 32.96 1.79
M19 905.00 18.10 11.17 1.62
M20 1501.30 30.03 19.71 1.52
M21 757.10 15.14 9.50 1.59
M22 1808.20 36.17 21.58 1.68
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M23 1259.20 25.18 16.44 1.53

MP 2683.00 53.66 27.75 1.93

Se realizaron las amplificaciones de las regiones ITS mediadas por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) en un termociclador Applied Biosystems Veriti 96-
Well y logrando amplificar los morfotipos M1, M1T, M2; M5, M9, M12, M17, M19,
MP y MB. La visualizacién de los productos de PCR se realiz6 por electroforesis en
geles de agarosa TBE 0.5X al 1.2% tefiidos con bromuro de etidio y registrados

fotograficamente en un fotodocumentador con luz UV (Figura 7).

1000 bp

Figura 7. Gel de agarosa TBE 0.5X al 1.2% tefido con bromuro de etidio con
productos de amplificacion de las regiones ITS de hongos aislados de raices de O.
reichenheimii. Carril MTM: Marcador de tamano molecular 1kb (Vivantis VC 1kb
DNA Ladder); Carril 1: Control negativo; Carriles 2 al 10: Amplicones de ADNr-ITS
de los morfotipos M1, M1T, M5, M9, M12, M17, M18, MP y MB respectivamente.
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Identificacion de hongos asociados

Los productos de PCR se secuenciaron (Sanger et al., 1977) y las secuencias

obtenidas fueron renombradas como:

M1=0TU1; M1T=0TU2; M2=0TU3; M5=0TU4; M9=0TUS; M12=0TUG;
M17=0TU7; M18=0TU8; MP=0TU9 y MB=0OTU10.

Los OTU1, OTU8 y OTU10 fueron identificados como hongos del género Penicillium
(Figura 8). El arbol filogenético se construyé utilizando el modelo de sustitucion
recomendado Jukes-Cantor (JC) con correcciones para heterogeneidad de tasas
(G) y sitios invariantes (I). El arbol filogenético se enraizé con Asperqillus felis 'y A.
oerlinghausenesis (Houbraken et al., 2020). De acuerdo con la posicion de los OTUs
analizados, se observa que estos pertenecen a tres diferentes secciones del género

Penicillium.

OTU1 se encuentra dentro de la seccion Chrysogena, OTU8 a la seccion Citrina 'y

OTU9 a la seccion Exilicaulis dentro de la serie Restricta (Houbraken et al., 2020).
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- Penicillium mononematosum
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Penicillium dipodomyus
- Penicillium lanosocoeruleum
w4~ Penicillium persicinum Secc. Ch rysogena
Penicillium halotolerans
Penicillium nalgiovense
Penicillium taurinense
Penicillium rubens
Penicillium goetzii

Secc.Fasciculata
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Penicillium allii-sativi

- Penicillium vanluykii
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| 4 Penicillium chrysogenum
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::~ Penicillium restrictum
o~ Penicillium meridianum
‘1% Penicillium citreonigrum
°fl - Penicillium chalabudae
o"{f Penicillium archerae
- Penicillium katangense
Penicillium raciborskii
ﬁt Penicillium aotearoae
Penicillium fagi
Penicilliium kurssanovii
Penicillium parvulum
Penicillium cinnamopurpureum
Penicillium salmoniflumine

— Penicillium malacaense

Penicillium citrinum
1{ oTu8
i Penicillium hetheringtonii

- Penicillium sizovae strain
1’4 Penicillium tropicum

Penicillium cerradense
Aspergillus oerlinghausenensis
Aspergillus felis

0.4

Secc. Exilicaulis

Secc. Cinnamopurpurea

Secc. Citrina

Figura 8. Arbol filogenético generado con las secuencias de ADNr-ITS de los OTUS
1, 8 y 9, correspondientes a los morfotipos M1, M18 y MP, utilizando el modelo de

sustituciéon JC+G+l. En verde se observa que el OTU1 es afin a la seccion

Chrysogena, en amarillo que el OTU8 es parte de la seccion Citrina y en anaranjado

que el OTU9 corresponde a la seccion Exilicaulis (Houbraken et al., 2020). La escala

fue de 0.01 sustituciones por sitio.
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El OTUZ2, correspondiente al morfotipo M1T y el OTU10 correspondiente al
morfotipo MB fueron identificados dentro del género Leptobacillium (Figura 9). El
arbol filogenético se construyé utilizando el modelo de sustitucion recomendado
Kimura de dos parametros (K2) con correcciones para heterogeneidad de tasas (G)
y sitios invariantes (l). Para enraizar el arbol se utilizaron secuencias de Beauveria
caledonica, B. majiagensis y B. malawensis (D’Alessandre et al., 2013; Liu-Xu et al.,
2025).

Tree scale: 0.1 ————

Simplicillium cylindrosporum
Simplicillium hurnicofa
. Simplicifium subtropicum
Simplicillium obclavatum
Simplicilfivm aogashimaense
"'L Simplicitfivm sympodiophorum
' Simplicifiom lamelticola
Simpliciltium atbum
Leptobacitium chinense
oTui0
Leptobacillium marksiae

q Simpiicitlium minatense

.

oruz

| Leptobacittium feptobactrurm
Leptobaciflium symbioticum
Leptobacitlium filiforme
Beauveria caledonica
Beauveria majiangensis
Beauveria malawiensis

Figura 9. Arbol filogenético generado con las secuencias de ADNr-ITS de los OTUS

2 y 20, correspondientes a los morfotipos M1T y MB, utilizando el modelo de

sustitucion K2+G+l. La escala fue de 0.1 sustituciones por sitio.
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El OTU4, correspondiente al morfotipo M5, fue identificado dentro del género
Neopestalotiopsis (Figura 10). El arbol filogenético se construyé utilizando el modelo
Tamura 1992 (T92) con sitios invariantes (). Se utilizaron las secuencias de
Pseudopestalotiopsis arceuthobii, P. cocos, P. novae-hollandiae y P. thailandica y

P. theae para enraizarlo (Hsu et al., 2024; Maharachchikumbura et al., 2014).

Tree scale: BOL —m8

Neopestaiptiogsis hispanica
Neopestalotiopsis rosae
Neopestaloiopsis mesopetamica
Neopesialotiopsis javaensis
Neopestaloiopsis surinamensis
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Neopestalotiopsis aotearoa
Neapestalotiopsis megabetaspora
Neapestalotiopsis piceana
a Neopestalotiopsis eucalypticola
Necpestalotiopsis honoluluana

OoTU4

Pssudopestalotiopsis thalandica

. Pseudopestaloiopsis iheae
L—  Pseucapestalotionss cacos

L

——  Pestalotiopsis novae-hollandiae
——  Pestaloriopsis arceuthobii

Figura 10. Arbol filogenético generado con la secuencia de ADNr-ITS del OTU4,
correspondiente al morfotipo M5 utilizando el modelo de sustituciéon T92+I. La escala

fue de 0.01 sustituciones por sitio.
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El OTUS, correspondiente al morfotipo M9 fue identificado dentro del género
Fusarium (Figura 11), para su construccion se utilizé el modelo de sustitucién
recomendado Kimura de dos parametros (K2) con correcciones para
heterogeneidad de tasas (G) sitios invariantes (1). Las secuencias de llyonectria
destructans y Rugonectria rugulosa fueron empleadas para enraizarlo (Lizcano-

Salas et al., 2024).

Tree scale: 0.1 +
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Cyanonectria cyanostoma
Neocosmospora magnoliae
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Albonectria albosuccinea
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. Neocosmospora duplosperma
Neocosmospora vasinfecta
Neocosmospora rubicola
”' °74 Fusarium solani
Neocosmospora illudens
Ilyonectria destructans

Rugonectria rugulosa

Figura 11. Arbol filogenético generado con la secuencia de ADNr-ITS del OTUS5,
correspondiente al morfotipo M9, utilizando el modelo de sustitucion K2+G+l. La

escala fue de 0.1 sustituciones por sitio.
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El OTUG fue identificado como Umbelopsis brunnea por su valor de Bootstrap de
1.0 (Figura 12). El arbol se realiz6 utilizando el modelo de sustitucién recomendado
Tamura 1992 (T92) con correcciones para heterogeneidad de tasas (G) sitios
invariantes (I). Las secuencias de Mortierella minutissima y M. minutissima variedad

dubia fueron empleadas para enraizarlo (Wang et al., 2022).

Tree scale: 0.1

Umbelopsis brunnea
oTu6
Umbelopsis crustacea
Umbelopsis autotrophica
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Umbelopsis gibberispora
Umbelopsis curvata
——  Mortierella minutissima
Y Mortierella minutissima var. dubia

Figura 12. Arbol filogenético generado con la secuencia de ADNr-ITS del OTUS,
correspondiente al morfotipo M12, utilizando el modelo de sustitucion T92+G+l1. La

escala fue de 0.1 (10% de sustituciones por sitio).

EI OTU7 (M17) fue identificado dentro de la familia Amorosiaceae (Figura 13). Para
la inferencia filogenética se utilizé el modelo General Time Reversible (GTR) con
distribucion gamma de tasas (G) y sitios invariantes (I). La busqueda en BLAST
(GenBank) arrojo diversos resultados tanto en la base de datos curada como en la
base de datos general, por lo que se realizd una busqueda mayor de diferentes
especies pertenecientes a las diversas familias previamente arrojadas, todas
pertenecientes a la Divisibn Ascomycota. El arbol se enraiz6 con Umbelopsis

brunnea, hongo perteneciente a la Division Mucoromycota (Spatafora et al., 2016).
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Dothiorella magnoliae
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Phaeotrichum benjaminii
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Figura 13. Arbol filogenético generado con la secuencia de ADNr-ITS del OTU7,
correspondiente al morfotipo M17, utilizando el modelo de sustitucion GTR+G+lI. La

escala fue de 0.1 sustituciones por sitio.

En resumen, la distribucion de los morfotipos fungicos identificados mediante
analisis molecular, considerando su aparicion en diferentes épocas climaticas
(épocas humedas H1 y H2, secas S1 y S2), categorias de desarrollo (juvenil y
adulto), y tipos de raiz (aérea y de sustrato) se puede apreciar en la tabla 6. Destaca
el morfotipo M1 (Penicillium sp. 1) por su presencia constante en todas las
condiciones evaluadas. En contraste, otros morfotipos como M5 (Neopestalotiopsis
sp.), M9 (Fusarium sp.) y M12 (Umbelopsis brunnea) se encontraron restringidos a

individuos juveniles en época seca y con afinidad por un solo tipo de raiz.

Tabla 6. Presencia de morfotipos identificados molecularmente en funcién de la

época, etapa de desarrollo y tipo de raiz de O. reichenheimii.

] Estado(s) Tipo(s) de
. . Epocas de .
OTU/Morfotipo Taxén raiz
presentes | desarrollo .
asociados
presentes
- H1, S1, H2, | Adultos y Aéreay
OoTU1/M1 Penicillium sp. 1 S0 Juveniles Sustrato
OTUS/IM18  |Peniciliumsp.2 |H1,S1, 52 |Adultosy jAereay
Juveniles | Sustrato
OTU9/MP Penicillium sp. 3 | S1 Adulios y | Acrea y
Juveniles | Sustrato
OTU2/MAT Leptobacillium sp. H1, S2 Adultqs y Aéreay
1 Juveniles | Sustrato
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OTU10/MB Leptobacillium sp. S92 Juveniles Aéreay
2 Sustrato

OTU4/M5 ’S\’FfOpeSta’Ot’OPS’S S1 Juveniles | Sustrato

OTUS5/M9 Fusarium sp. S1 Adultos Sustrato

OTU6/M12 Umbelopsis S1 Adultos Aérea
brunnea

OoTuU7/M17 Amorosiaceae S1 AdUItO.S y Aérea

Juveniles

Discusion
Aislamiento de hongos asociados

La variabilidad en la diversidad fungica observada a lo largo de las distintas épocas
de muestreo sugiere que los factores climaticos tienen un efecto importante en la
composicidon y estructura de la comunidad de hongos micorrizicos asociados a O.
reichenheimii. Esta variacion es consistente con estudios con otras especies de
orquideas fotosintéticas epifitas y terrestres, como Bletilla striata, B. ochraceae
(Zeng et al., 2021) y Anacamptis morio (Ercole et al., 2015), que sugieren que los
requerimientos fisioldogicos de la planta y condiciones ambientales influyen
directamente en la diversidad y abundancia de hongos asociados a sus sistemas

radiculares.

La riqgueza y abundancia de los morfotipos de hongos fue variable en las diferentes
épocas observadas, siendo S1 donde se observdé mayor riqueza de morfotipos
(Tabla 2), destacé M1, quien se identificd a nivel molecular como Penicillium sp. 1,
como el hongo mas abundante estando presente en todas las épocas y siendo el
hongo predominante en la mayoria de ellas (Figura 4). La alta diversidad y equidad
observadas en la época seca S1 podria verse relacionada a una estrategia ante las
condiciones ambientales menos favorables para compensar la absorcion de
nutrientes durante la escasez de agua disponible, pues se ha observado la

tendencia a mantener un suministro de nutrientes como C y N de manera constante
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en diferentes condiciones tanto ambientales como de desarrollo de algunas
orquideas (Ercole et al., 2015; Zeng et al., 2021).

La ganancia de morfotipos entre H1 y S1, y la pérdida del 87 % de los morfotipos
presentes en S1 al pasar a H2 evidencia un recambio sustancial de hongos
asociados, entre las diferentes épocas. La baja diversidad de morfotipos asociados
a las épocas humedas respecto a las secas sugiere que O. reichenheimii mantiene
una relacion parcialmente especifica con sus hongos micorrizicos, pero presenta
cierta plasticidad funcional, permitiendo la colonizacion de nuevos taxones bajo

condiciones menos favorables.

La diferenciacion observada en la distribucion de morfotipos segun la categoria de
edad y el tipo de raiz de O. reichenheimii también concuerda con estudios previos
que indican que las comunidades de hongos varian segun el estado de desarrollo
de las plantas. En Bletilla ochracea (Zeng et al., 2021), Cypripedium calceolus,
Neottia ovata y Orchis militaris (Oja et al., 2014), Calanthe siboldi (Huang et al.,
2022), Anacamptis Mario (Ercole et al., 2015) Dichaea eburnea, Epidendrum
odontochilum, Masdevallia nidifica'y Oncidium klotzschianum (Fernandez et al.,
2023) se ha demostrado que la diversidad y composicién de hongos cambian desde

plantulas hasta individuos adultos.

Algunos hongos son criticos en etapas juveniles, mientras otros se asocian a la
reproduccion, posiblemente en respuesta a las diferentes necesidades fisioldgicas
y nutricionales de cada etapa. Su identificacion ayuda a explicar el reclutamiento y

supervivencia (Fernandez et al., 2023).

Del mismo modo, se observé la permanencia de algunos hongos especificos entre
las diferentes etapas, sugiriendo que pueden ser esenciales para el establecimiento
y desarrollo de estas plantas, mientras que los nuevos podrian tener algun aporte
de recursos adicionales en etapas de crecimiento, reproduccion o senescencia. En
el caso de O. reichenheimii, la persistencia de ciertos morfotipos como M1
(Penicillium sp.1), M6 y M18 (Penicillium sp. 2) a lo largo de las cuatro épocas
sugiere la existencia de asociaciones mas estables con algunos de los hongos
observados, sin embargo, es importante poder determinar el rol de estos hongos en
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la asociacion con las raices de esta planta. La especializacion en taxa fungicos
permite la particion de recursos, reduciendo competencia entre orquideas

coexistentes (Jacquemyn et al., 2014).

En conjunto, estos resultados respaldan que O. reichenheimii presenta una
comunidad de hongos asociadas a sus raices moderadamente especifica, con
ciertos morfotipos persistentes entre épocas y etapas de desarrollo, pero también
con un componente de recambio estacional, ontogénico y espacial. Esta plasticidad
simbidtica podria representar una estrategia adaptativa para enfrentar condiciones

climaticas contrastantes en su habitat natural.
Caracterizacion molecular

La metodologia implementada permitid la secuenciacion de 9 de los morfotipos
observados, la identificacion a nivel especifico de uno de ellos (Umbellopsis
brunnea), siete se lograron identificar a nivel genérico (tres Penicillium, dos
Leptobacillium, un Neopestalotiopsis y un Fusarium)y uno de los morfotipos se pudo
identificar solo a nivel de familia (Amorosiaceae). Resalta el género Penicillium
siendo el mas abundante en las 4 épocas de colecta (Figura 4), presente en todas

las categorias observadas.

La mayoria de los hongos identificados son descritos como endofitos, y, en general,
estos hongos pueden tener la capacidad de generar metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana y mejorar la absorcién de nutrientes, contribuyendo
potencialmente al mantenimiento de las plantas y la solubilizacién de nutrientes
(Adhikari y Pandey, 2019; Caruso, 2020)

Penicillium spp. (M1/0TU1, M18/0TU8, MP/OTU9):

Los tres hongos clasificados como Penicillium (OTU1, OTU8 y OTU9) pertenecen a
distintas secciones taxonémicas dentro del género, lo que sugiere una diversidad

funcional potencialmente alta dentro del mismo grupo.

OTU1 (seccion Chrysogena) fue el hongo mas comun y persistente, presente en
todas las épocas, categorias de desarrollo y tipos de raiz, lo que indica una alta
plasticidad ecoldgica y posible rol clave en la simbiosis con O. reichenheimii. Por su
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parte, OTU8 (seccion Citrina) también se detectd en tres de las cuatro épocas,
exceptuando H2, en las dos categorias de desarrollo y en ambos tipos de raiz, y
OTU9 (seccidon Exilicaulis) tuvo presencia restringida, unicamente en H1, en
individuos juveniles y en ambos tipos de raiz, lo que sugiere que mientras M1 podria
estar implicado en funciones esenciales, los otros dos podrian estar mas sujetos a
condiciones estacionales. La amplia distribucién de M1 en todos los tipos de raiz y
estados de desarrollo sugiere una interaccion estable, mientras que los otros

podrian actuar como simbiontes facultativos o enddfitos transitorios.

El género Penicillium pertenece a la familia Aspergillaceae, del orden Eurotiales
dentro de la division Ascomycota (Houbraken et al., 2020). Este es un grupo de
hongos sapréfitos oportunistas ampliamente distribuido, en casi cualquier ambiente

y diferentes condiciones fisicoquimicas (Pitt y Hocking, 2009).

Se ha demostrado que la asociacién enddfita con Penicillium promueve la
solubilizacion de fosfatos en raices de Taxus wallichiana (Taxaceae) (Adhikari y
Pandey, 2019), ademas de estimular la produccion de acido indolacético en
Dendrobium longicornu (Orchidaceae), donde incrementa significativamente el
numero y tamano de raices y hojas en cultivos in vitro (Shah et al., 2022); asimismo,
este género fungico ha mostrado capacidad para producir giberelinas, relacionadas
con el crecimiento vegetal y la resistencia al estrés (Salazar-Cerezo et al., 2018),

evidenciando su potencial como promotor del desarrollo vegetal.

Se han encontrado especies del género Penicillium en raices de Bletilla striata y B.
ochracea que consideran como especies putativas de hongos micorrizicos de
orquideas, ademas de especies saprotrofas o enddfitas (Zeng et al., 2021), sin
embargo, especies de este género han sido mayormente reportadas como especies
de hongos endéfitos comunes en raices de orquideas terrestres y epifitas, como
son Liparis krameri (Tsutsumi et al., 2022), Phalaenopsis pulcherrima, Bromheadia
finlaysoniana y Dendrobium crumenatum (ldris et al., 2019), Dendrobium longicornu
(Shah et al., 2022), Laelia speciosa (Avila-Diaz et al., 2013), Phalaenopsis spp.
(Watkinson y Winkel, 2024), Stanhopea tigrina (Salazar-Cerezo et al., 2018), entre

otros.
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Leptobacillium spp. (M1T/OTU2, MB/OTU10):

Ambos morfotipos fueron identificados dentro del género Leptobacillium (OTU2 y
OTU10), un grupo fungico que ha sido recientemente delimitado filogenéticamente,
perteneciente a la familia Cordycipitaceae, en el orden Hypocreales, dentro de la

divisién Ascomycota (Zare y Gams, 2016).

OTU2 se registro en dos épocas contrastantes, o que sugiere cierta adaptabilidad
a condiciones ambientales variables. Por otro lado, OTU10 se observd soélo en
juveniles, lo que podria indicar un papel especifico en etapas tempranas del
desarrollo. La asociaciéon de estos morfotipos con raices tanto aéreas como de
sustrato sugiere un rango de interaccion amplio, aunque su rol funcional especifico
aun requiere mayor estudio, pues no tenemos conocimiento acerca del rol ecoldgico

de este género de hongos en Orchidaceae.

Se trata de un género de hongos saprétrofos, en ocasiones fungicolas (Zare y
Gams, 2016) con algunas especies endofitas como L. leptobactrumy L. chinese en
Solanum lycopersicum (Solanaceae) promoviendo su crecimiento (Liu-Xu et al.,
2025) o L. symbioticum aislado de soros de Phakospora pachyrhizi
(Phacosporaceae), un hongo fitopatdégeno de la soya (Okane et al., 2020), ademas
de que L. chinense ha sido reportado como agente en el control bioldégico contra

nematodos fitoparasitos (Zhao et al., 2013).
Neopestalotiopsis sp. (M5/0TU4):

Este género fungico, recientemente descrito pertenece a la familia
Pestalotiopsidaceae, del orden Amphisphaeriales, dentro de la division Ascomycota
(Maharachchikumbura et al., 2014).

Este morfotipo fue detectado exclusivamente en juveniles y en raices de sustrato de
O. reichenheimii la época S1, lo que podria indicar una asociacion estacional y
ontogénica especifica, por otro lado, su presencia restringida podria representar un
endofito oportunista mas que un simbionte funcional. Sin embargo, es necesario
realizar mas estudios para determinar su potencial endéfito y/o patégeno en esta

especie de orquidea.
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Neopestalotiopsis es un género de hongos saprotrofos, endofitos y fitopatégenos de
diversas plantas (Heng et al., 2025; Maharachchikumbura et al., 2014), se ha
observado que este género es causante de la enfermedad del tronco de la vid
(Vitaceae) (Maharachchikumbura et al., 2016), y se ha detectado que afecta las
hojas de Erythropalum scandens (Olacaceae) (Yang et al., 2021) y de Chamaedora
quezalteca (Arecaceae) (Sarmiento-Chacon et al., 2023), las hojas y el fruto de la
fresa (Rosaceae) (Avila-Hernandez et al., 2025; Jiménez-Madrid et al., 2024;
Olivares-Rodriguez et al., 2024), las hojas de Litsea verticilata (Lauraceae) (Heng
et al., 2025), de Rhapis excelsa (Palmae), Rhododendron simsii y R. championiae
(Ericaceae) (Yang et al., 2021).

En Orchidaceae, Neopestalotiopsis clavispora ha sido reportado como hongo
fitopatdbgeno en hojas de Dendrobium officinale (Cao et al., 2022) vy
Neopestalotiopsis sp. como enddfito en raices, hojas y pseudobulbos de Stanhopea
tigrina ademas de que se reportd su capacidad de producir giberelinas (Salazar-
Cerezo et al., 2018), y como enddfito de raices de Renanthera coccinea (Wang et
al., 2021).

Fusarium sp. (M9/0TUS5):

El género Fusarium forma parte de la familia Nectriaceae, del orden Hypocreales,

dentro de la division Ascomycota (Catalogue of life, 2025-1).

En este estudio, M9 fue exclusivo de plantas adultas y de raices de sustrato, lo que

podria relacionarse con condiciones microambientales especificas.

El género Fusarium se encuentra ampliamente distribuido en suelos, principalmente
suelos cultivables, y sus especies son reconocidas por su papel como fitopatégenos,
causando una amplia gama de enfermedades como marchitez vascular, pudriciones
de raiz y tallo, tizones pre y post emergentes, etc. La mayoria de ellas son especies

saprofitas, e incluso, se han reportado especies endofitas (Pitt y Hocking, 2009).

Fusarium se encuentra entre los principales géneros flungicos reconocidos por su
capacidad de producir micotoxinas. Dentro de las toxinas mas comunes generadas

por este grupo se encuentran las tricotecenas, una clase de compuestos
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sesquiterpénicos. Se han identificado mas de 50 variantes de estas sustancias,
muchas de las cuales presentan una toxicidad elevada, sin que se haya
comprobado que alguna sea completamente inocua. Ademas, estas toxinas suelen
sintetizarse en combinacion, incluso en condiciones controladas de laboratorio, lo
que dificulta su aislamiento y hace que la evaluaciéon de su toxicidad individual sea
compleja (Pitt y Hocking, 2009), sin embargo, se ha demostrado que Fusarium
también tiene la capacidad de estimular la produccién de acido indolacético (F.
proliferatum), un importante regulador del crecimiento y desarrollo de las plantas
(Tsavkelova et al., 2012; Shah et al., 2022).

Fusarium fujikuroi, un hongo patégeno del arroz, destaca por su habilidad para
sintetizar giberelinas (GAs), que son clave en el crecimiento vegetal. Sin embargo,
la mayoria de sus especies afines carecen de esta capacidad, a pesar de poseer
los genes necesarios en su genoma. Una excepcion es Fusarium proliferatum,
aislado de orquideas, que demostré una produccioén notable de GAs, a diferencia

de otras cepas altamente relacionadas (Tsavkelova et al., 2008).

Diversos estudios han documentado la presencia de hongos del género Fusarium
como endofitos en multiples especies de orquideas epifitas y terrestres, lo que
sugiere una amplia plasticidad ecoldgica. Se han identificado especies de Fusarium
en raices, pseudobulbos, hojas y flores de Stanhopea tigrina (Salazar-Cerezo et al.,
2018), en otras orquideas como Acampe rigida (Wang et al., 2021), Bletilla striata y
B. chracea (Zeng et al., 2021), Cymbidium aloifolium (Shubha & Srinivas, 2017),
Dendrobium longicornu (Shah et al., 2022), Dichaea andina (Alomia et al., 2022),
Encyclia tampensis (Garcia et al., 2024), Laelia speciosa y L. autumnalis (Avila-Diaz
et al., 2013; Beltran-Nambo et al., 2018), Paphiopedilum spicerianum (Han et al.,
2016), Rhynchostylis retusa 'y Vanda tessellata (Sayem et al., 2024) confirmando su

amplia distribucién en Orchidaceae.

Mas alla de su papel como colonizador endofitico, algunas cepas de Fusarium,
como F. proliferatum y F. fujikuroi, aisladas de varias especies de Dendrobium y
Cymbidium han demostrado capacidad de inhibir bacterias fitopatégenas (Chua et

al., 2022), cepas de Fusarium que fueron aisladas de D. moniliforme lograron
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promover la germinacion, crecimiento y desarrollo de plantulas de Rynchostylis
retusa, (Shah et al., 2019), asimismo, y extractos obtenidos de cepas de Fusarium
que fueron aisladas previamente de raices de D. moschatum, estimularon la
germinaciéon de semillas de esta especie asi como el desarrollo de protocormos de

germinados in vitro de D. longicornu (Shah et al., 2025).

Fusarium oxysporum, un hongo fitopatégeno, reportado como agente causal de
marchitez en: Bulbophyllum, Calanthe, Cattleya, Clowesia, Coelogyne, Cymbidium,
Dendrobium, Encyclia, Epidendrum, Gongora, Guarianthe, Laelia, Lemboglossum,
Miltonia, Mormodes, Oncidium, Phalaenopsis, Rodriguezia, Rossioglossum,
Scaphyglottis, Vanilla y Xylobium (Rivera-Coto y Corrales-Moreira, 2007), quien
principalmente infecta a las orquideas iniciando por las raices, atraviesa por el tejido
vascular y termina marchitando a toda la planta (Fernandez-Herrera et al., 2020),
fue reportado como un hongo micorrizico en Bletilla striata pues promovié la
germinaciéon de sus semillas, la formacién de pelotones y el desarrollo de plantas

vigorosas (Jiang et al., 2019).

Estos hallazgos sugieren que, aunque algunas especies de Fusarium son conocidas
por su patogenicidad, otras pueden establecer asociaciones funcionales con
orquideas, favoreciendo su germinacion, crecimiento y establecimiento. Se
recomienda llevar a cabo estudios necesarios que permitan delimitar si la cepa
encontrada se relaciona como un hongo patégeno o enddfito delimitado a individuos

adultos de O. reichenheimii.
Umbelopsis brunnea (M12/0OTUG6):

U. brunnea es una especie de hongo descrito recientemente (Zhao et al., 2013)
cuyas caracteristicas ecoldgicas no estan ampliamente estudiadas. Este género
pertenece a la familia Umbelopsidaceae, del orden Umbelopsidiales perteneciente
a la division Mucoromycota (Catalogue of life, 2025-2; Zhao et al., 2013).

El morfotipo M12 fue identificado como U. brunnea, un hongo saprétrofo del suelo

que también puede comportarse como enddfito. En este caso, su aparicidon
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exclusiva en plantas adultas y en una sola época indica una asociacion muy

especifica o transitoria.

El género Umbelopsis se conforma de hongos saprétrofos comunes en el suelo y
ambientes lefiosos que posee un amplio repertorio de enzimas degradadoras de
carbohidratos, compatibles con su ecologia saprobia en ambientes lefiosos y
ensamblajes biologicos donde actua como promotor del metabolismo vegetal y una
gran capacidad de produccion de lipidos (Muszewska et al., 2021). Hongos de este
género se han observado como enddfitos de raices de Kadsura angustifolia
(Schisandraceae) (Wang et al., 2017) y Avenella flexuosa (Poaceae) (Tejesvi et al.,

2012), ademas de promover su crecimiento.

A su vez, Umbelopsis ha sido reportado como enddfito en raices de orquideas, lo
que deja abierta la posibilidad de una interaccion funcional bajo ciertas condiciones,
como lo es en Liparis krameri (Tsutsumi et al., 2022) y Stanhopea tigrina (Salazar-
Cerezo et al., 2018), sin embargo, no es un hongo comunmente reportado en los
estudios sobre hongos asociados a especies de Orchidaceae, por lo que su
presencia en O. reichenheimii en organismos adultos durante la época seca podria
relacionarse con su capacidad saprotrofa, y es por esto que se recomienda

continuar con estudios al respecto.
Amorosiaceae (M17/0TU7):

Este morfotipo no pudo ser identificado a nivel de género, pero se observa su
asociacion a la familia Amorosiaceae (Figura 13), del orden Pleosporales, dentro de

la division Ascomycota (Catalogue of life, 2025-3).

La familia fue determinada por Thambugala et al. (2015), actualmente alberga 7
géneros recientemente descritos. Sin embargo, dentro de nuestro conocimiento,
estos géneros no han sido reportados como enddfitos de Orchidaceae. Los hongos
de esta familia son principalmente micoparasitos y saprotrofos de la madera muerta,
sin embargo, la presencia en O. reichenheimii sugiere una relacion novedosa,

ademas de la posibilidad de tratarse de una especie no descrita anteriormente.
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Durante la busqueda en BLAST de la secuencia obtenida de M17, las secuencias
mas cercanas, con un valor de Bootstrap de 0.64, relacionan a M17 con dos hongos
no cultivables aislados de muestras de suelo en un bosque montafnoso tropical
pristino en el sur de Ecuador (Duehas et al., 2022), mismos hongos cuyas
secuencias no fueron relacionadas con ninguna especie conocida de las que
integran la familia Amorosiaceae, lo que refuerza la idea de una especie aun no

descrita.

Se presentd unicamente en la época S1, en raices aéreas de ambos estadios de
desarrollo, por lo que podria tratarse de un endéfito oportunista o un hongo
facultativo, sin embargo, se requiere investigacién adicional para confirmar su

ecologia y funcion en la relacion con O. reichenheimii.

Se considera importante llevar a cabo analisis filogenéticos multi locus que permitan
la identificacién a nivel genérico o especifico de esta cepa, o en su defecto, que
confirmen su identidad como una especie no descrita, asi como la realizacién de la
descripcion morfolégica macro y microscépica para apoyar en su identificacion, asi
como los experimentos necesarios que permitan determinar cual es el papel que

desempenia en la relacion con O. reichenheimii.

Perspectivas

Los resultados obtenidos en este estudio abren diversas lineas de investigacion que
permitiran profundizar en la comprension de las asociaciones fungicas en Oncidium
reichenheimii y otras orquideas epifitas. En primer lugar, debera realizarse la
identificacion de los morfotipos no clasificados hasta el nivel de género o especifico
ya que podrian corresponder a hongos clave o a especies aun no descritas con
roles ecoldgicos relevantes. Su caracterizacion no solo ampliara el conocimiento
sobre la diversidad fungica asociada a O. reichenheimii, sino que también podria
revelar nuevas especies con potencial biotecnolégico o aplicaciones en
conservacion. Para ello, es indispensable el desarrollo y optimizacion de

metodologias especificas que permitan una extraccion eficiente y un cultivo exitoso
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de hongos micorrizicos, muchas veces de crecimiento lento o con requerimientos

particulares.

El uso de medios selectivos, condiciones controladas de incubacion, temperatura
especifica por tipo de hongo en la fase de alineamiento durante la PCR, asi como
la implementacién de técnicas complementarias como PCR anidada o
secuenciacion de multiples marcadores, resultan fundamentales para superar las
limitaciones actuales en su aislamiento e identificacion. Solo mediante una
aproximacion metodolégica mas robusta sera posible comprender a fondo la
funcionalidad de estos simbiontes en los procesos de germinacion, establecimiento

y desarrollo de las orquideas epifitas en sus ambientes naturales.

Los hongos endofitos son conocidos por la produccién de metabolitos secundarios
y fitorreguladores como el acido indolacético y giberelinas, que son importantes en
el crecimiento y desarrollo de las plantas, asimismo, se ha demostrado que algunos
hongos tienen el potencial de promover la germinacion, crecimiento y desarrollo de
orquideas (Rajeevan et al., 2024), los hallazgos de este estudio revelan una
marcada variacion en la composicion y diversidad de la comunidad de hongos entre
épocas climaticas y estados de desarrollo de las plantas, lo cual sugiere una

interaccién dinamica entre los hongos, el entorno y las orquideas estudiadas.

El recambio de morfotipos observado, especialmente en relaciéon con factores como
la disponibilidad de agua y nutrientes, la temperatura y estado de desarrollo de las
plantas, asi como la persistencia de algunos hongos a lo largo de las épocas y
estados de desarrollo de las plantas, apunta a una relacién parcialmente especifica
pero adaptativa, en la que ciertos hongos podrian ser clave en el desarrollo y
mantenimiento de O. reichenheimii y algunos otros actuar como simbiontes
facultativos bajo condiciones desfavorables, por ello, se considera importante la
identificacion y caracterizacion de los hongos asociados a las diferentes etapas para
llevar a cabo estudios de tipo funcional (bioensayos, transcriptomica, metabolémica)
que permitan confirmar e identificar la produccién de compuestos que influyan en el
metabolismo de las plantas, de modo que, al determinar su efecto en la fisiologia de

la planta hospedera y su relacién en las diferentes condiciones contempladas nos
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permita comprender su potencial funcional y su papel en el ciclo de vida de la
orquidea, del mismo modo, seria interesante complementar con ensayos in vitro e
in vivo que evaluen su papel en la germinacion de semillas, establecimiento de

protocormos, crecimiento vegetativo o reproduccion.

Seria especialmente relevante determinar si estos hongos cumplen una funcién
micorrizica o si se comportan exclusivamente como endoéfitos oportunistas, o en su
defecto, como patdogenos por el potencial de ciertos taxa de tener este

comportamiento (como Fusarium, Neopestalotiopsis o Leptobacillium).

Asimismo, la identificacion de morfotipos poco comunes o escasamente reportados
en orquideas, como Leptobacillium, Umbelopsis brunnea o el miembro no
identificado de la familia Amorosiaceae, resalta la necesidad de realizar analisis
filogenéticos multilocus, con el fin de precisar su posicion taxondmica, evaluar su

grado de novedad (potencial especie nueva) y comprender su rol ecoldgico.

Finalmente, debido a la situacién alarmante de la poblaciéon de O. reichenheimii en
Tenderio y su asociacion con comunidades fungicas parcialmente especificas, es
necesario incorporar un enfoque de conservacion ecoldgica y simbidtica. Integrando
la informacion obtenida en este estudio dentro de estrategias de propagacion y
conservacion in situ y ex situ de orquideas mexicanas, utilizando hongos nativos
como bioinoculantes cuya actividad como promotores de la germinacion,

crecimiento y establecimiento de orquideas sea comprobada previamente.
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Xll. DISCUSION Y PERSPECTIVAS GENERALES

Los resultados obtenidos en este estudio confirman hallazgos previos sobre la
plasticidad de las asociaciones micorrizicas en orquideas epifitas (Jiménez-Peha et
al., 2018; Romero-Salazar et al., 2022), pero revelan particularidades notables en
Oncidium reichenheimii. La variacidén estacional en los patrones de micorrizacion,
con mayor porcentaje de ceélulas micorrizadas durante la época seca pero
predominantemente con pelotones digeridos. La variacidon de la micorrizacion entre
condiciones climaticas coincide con lo reportado para Tripulara discolor y Goodyera
pubescens (Rasmussen y Whigham, 2002), aunque contrasta con observaciones
en Rhynchostilis retusa que muestra mayor micorrizacion en épocas humedas
(Sayem et al., 2024). Esta divergencia sugiere que las estrategias simbidticas
pueden variar significativamente incluso entre orquideas epifitas de habitats

similares.

El presente trabajo indica que no existe variacion en la micorrizacion entre
individuos juveniles y adultos de Oncidium reichenheimii, lo que coincide con lo
reportado por Ordofez et al. (2014), quienes tampoco encontraron diferencias
significativas entre categorias de desarrollo en Masdevallia coccinea. De manera
similar, Jiménez-Pefia et al. (2018) registraron micorrizacién en etapas adultas de
Laelia autumnalis. Considerando que los ambientes epifitos son de bajos nutrientes
(Osorio-Gil et al., 2008), no sorprende la ausencia de variacién en la micorrizaciéon
entre categorias de desarrollo en O. reichenheimii, lo que sugiere que esta especie
depende de dicha asociacién para su supervivencia en todas las etapas de su ciclo
de vida, como estrategia adaptativa frente a la escasez de nutrientes de su habitat,
semejante a lo encontrado para Rhynchostele cervantesii en el mismo sitio de

estudio (Magana-Lemus, en proceso).

La distribucién de la micorrizacion no pudo ser determinada con claridad debido a
que en cada época de colecta se vio cada vez mayor pérdida de tejido cortical hacia
la zona apical de las raices. Motivo por el cual no se pudo obtener informacién
acerca del porcentaje de células micorrizadas en esta zona para comparar con las

otras zonas (media y basal) observadas.
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Las observaciones de campo sobre la escasa regeneracion y pérdida de tejido
cortical (15.29% en zona apical; p=0.0041) coinciden con reportes de estrés
fisiolégico en orquideas epifitas ante cambios climaticos (Bertolini et al., 2014). El
aumento de temperatura registrado (de 19.27°C en H1 a 27.75°C en H2) podria
estar exacerbando estos efectos, como se ha documentado en Erycina crista-galli
(Bertolini et al., 2014). Esta situacion alerta sobre la vulnerabilidad de O.
reichenheimii ante escenarios de calentamiento global, particularmente

considerando su distribucion restringida (Estrada-Sanchez et al., 2019).

La composicién de la comunidad fungica asociada a O. reichenheimii presenta
aspectos particulares. La persistencia de Penicillium sp.1 en todas las condiciones
evaluadas (Tabla 8) amplia el espectro de hongos potencialmente importantes para
las Orchidaceae, tradicionalmente enfocado en Rhizoctonia spp. (Zeng et al., 2021).
Este hallazgo concuerda con reportes recientes en Stanhopea tigrina (Salazar-
Cerezo et al., 2018) y Dendrobium longicornu (Shah et al., 2022), donde especies
de Penicillium mostraron capacidad para producir compuestos promotores del
crecimiento vegetal. Sin embargo, la presencia de Fusarium sp. (identificado en
adultos durante S1) plantea interrogantes, ya que este género incluye tanto
patdgenos como enddfitos funcionales (Fernandez-Herrera et al., 2020; Jiang et al.,
2019; Rivera-Coto y Corrales-Moreira, 2007). Curiosamente, en Bletilla striata,
Fusarium oxysporum fue reportado como micorriza (Jiang et al., 2019), lo que

sugiere que su rol podria depender del contexto ecoldgico especifico.

Particularmente relevante resulta el aislamiento de un miembro de la familia
Amorosiaceae no identificado, que, de acuerdo con la falta de secuencias similares
tras su busqueda en BLAST, y la relativamente reciente descripcion de la familia y
sus géneros (Thambugala et al., 2015), podria corresponder a una especie no
descrita anteriormente, destacando lo mucho que aun desconocemos sobre la

diversidad fungica asociada a los individuos epifitos de Orchidaceae.

En O. reichenheimii se observo el recambio de los morfotipos de hongos aislados y
taxa de hongos identificados, tanto en diferentes etapas de desarrollo como entre

condiciones climaticas, asi como el mantenimiento de otros hongos, como
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Penicillium sp.1, en todas las condiciones consideradas, estos resultados son
consistentes con la alta variabilidad de hongos asociados observada en otras
especies de orquideas como respuesta a diferentes necesidades fisiolégicas y
nutricionales de cada etapa observada, tal es el caso de Bletilla ochracea (Zeng et
al., 2021), Cypripedium calceolus, Neottia ovata y Orchis militaris (Oja et al., 2014),
Calanthe siboldi (Huang et al., 2022), Anacamptis morio (Ercole et al., 2015)
Dichaea eburnea, Epidendrum odontochilum, Masdevallia nidifica y Oncidium
klotzschianum (Fernandez et al., 2023), donde se observé de manera general el
recambio de algunos tipos de hongos y mantenimiento de otros tantos entre

diferentes épocas climaticas como etapas de desarrollo.

Penicillium es un género de hongos ampliamente distribuido a nivel global (Pitt y
Hocking, 2009), ampliamente representado con especies enddfitas muy comunes
en las orquideas, algunas de estas especies han presentado la produccion de
sustancias que promueven la germinacion, el crecimiento y el desarrollo de
orquideas, como el acido indolacético (Shah et al., 2022) y algunas giberelinas
(Salazar-Cerezo et al., 2018).

Esta plasticidad podria representar una adaptacion clave para sobrevivir en el
ambiente epifito, caracterizado por fluctuaciones drasticas en disponibilidad de

recursos (Osorio-Gil et al., 2008).

Se considera especialmente importante determinar la identidad fungica a nivel
especifico de los aislados obtenidos en las diferentes condiciones climaticas,
ademas de realizar pruebas que determinen sus roles funcionales en la asociacion
con O. reichenheimii debido a la probabilidad de que estos socios fungicos se
comporten como enddfitos, promotores de germinacion, desarrollo y crecimiento
vegetal, hongos saprofitos o patégenos en las diferentes etapas de desarrollo de O.
reichenheimii, asi como su capacidad de producir compuestos reguladores del
crecimiento vegetal o metabolitos secundarios con efecto sobre la fisiologia de las
plantas y otros organismos potencialmente fitopatégenos. Con los estudios
adecuados de tipo funcional (bioensayos, transcriptdmica, metaboldnica, expresion

genética, cultivo in vitro asistido) en las diferentes categorias de desarrollo de O.
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reichenheimii y bajo condiciones controladas de temperatura, disponibilidad de
nutrientes y estrés hidrico se podria determinar el rol de cada uno de los hongos
ante las diferentes condiciones previamente mencionadas. De este modo, poder
generar conocimiento para promover la conservacion a largo plazo de Oncidium
reichenheimii en el predio de Tenderio, como de diversas orquideas amenazadas
en ambientes de constante perturbacion por el cambio climatico y alteraciones

antropogeénicas.

De manera general, Oncidium reichenheimii muestra una dinamica de micorrizacién
sensible a las condiciones climaticas, ajustando sus patrones de colonizacion
fungica segun la disponibilidad de humedad. Asimismo, se observa un recambio en
los hongos asociados a sus raices tanto entre los distintos estadios de desarrollo
como entre épocas climaticas contrastantes. En conjunto, estos patrones sugieren
que la orquidea podria favorecer una mayor colonizacién micorrizica en periodos de
menor disponibilidad hidrica, posiblemente como estrategia para compensar la

reduccion en la disponibilidad de nutrientes y mantener su desempenio fisiologico.
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ANEXO. Lista de cédigos de acceso de GenBank de genes ITS para las

especies utilizadas para la creacion de arboles filogenéticos

0TU1, OTU8, OTU9

ESPECIE
Aspergillus felis
Aspergillus oerlinghausenensis
Penicillium allii-sativi
Penicillium aotearoae
Penicillium archerae
Penicillium aurantiogriseum
Penicillium cerradense
Penicillium chalabudae
Penicillium chrysogenum
Penicillium
cinnamopurpureum
Penicillium citreonigrum
Penicillium citrinum
Penicillium confertum
Penicillium cyclopium
Penicillium desertorum
Penicillium dipodomyus
Penicillium egyptiacum
Penicillium fagi
Penicillium flavigenum
Penicillium goetzii
Penicillium halotolerans
Penicillium hetheringtonii
Penicillium katangense
Penicillium kewense
Penicillium kurssanovii
Penicillium lanosocoeruleum
Penicillium malacaense
Penicillium melanoconidium
Penicillium meridianum
Penicillium mononematosum
Penicillium nalgiovense
Penicillium parvulum
Penicillium persicinum
Penicillium raciborskii
Penicillium restrictum
Penicillium rubens

cODIGO
GENBANK
MN431358
KT359601
JX997021

KT887874
NR185789
AF033476
NR177502
KP016811
NR077145

EF626950
AF033456
AF033422
JX997081

JN097811

JX997011

MN431359
AF033467
AF481124
NR103695
NR111820
NR111812
NR111482
AF033458
AF033466
EF422849
JX997110

EU427300
MN431393
AF033451
JX997082

NR103694
EF422845
NR111816
AF033447
AF033457
NR111815

Penicillium salmoniflumine
Penicillium sinaicum
Penicillium sizovae strain
Penicillium tardochrysogenum
Penicillium taurinense
Penicillium thymicola
Penicillium tricolor
Penicillium tropicum
Penicillium vanluykii
Penicillium viridicatum

0TU2, 0TU10

ESPECIE
Beauveria caledonica
Beauveria majiangensis
Beauveria malawiensis
Leptobacillium chinense
Leptobacillium filiforme
Leptobacillium leptobactrum
Leptobacillium marksiae
Leptobacillium symbioticum
Simplicillium album
Simplicillium aogashimaense
Simplicillium cylindrosporum
Simplicillium humicola
Simplicillium lamellicola
Simplicillium minatense
Simplicillium obclavatum
Simplicillium subtropicum
Simplicillium sympodiophorum

oTU4

ESPECIE
Neopestalotiopsis aotearoa
Neopestalotiopsis eucalypticola
Neopestalotiopsis hispanica
Neopestalotiopsis honoluluana

KF932960
JX997090
(GU944588
JX997028
NR172034
KJ834518
IN942704
GU944582
NR111813
AY373939

cODIGO
GENBANK
NR077147
NR158356
NR136979
NR155782
NR171744
NR154111
NR198847
NR171812
NR172844
NR111026
NR111023
NR172845
NR111098
NR111025
NR111099
NR111024
NR111027

cODIGO
GENBANK
NR163673
NR163670
NR175724
NR145245

113



Neopestalotiopsis javaensis
Neopestalotiopsis megabetaspora
Neopestalotiopsis mesopotamica
Neopestalotiopsis piceana
Neopestalotiopsis rosae
Neopestalotiopsis surinamensis
Pestalotiopsis arceuthobii
Pestalotiopsis novae-hollandiae
Pseudopestalotiopsis cocos
Pseudopestalotiopsis thailandica
Pseudopestalotiopsis theae

OTUS

ESPECIE
Albonectria albosuccinea
Albonectria rigidiuscula
Cyanonectria cyanostoma
Fungal endophyte strain 606
Fusarium algeriense
Fusarium alpinum
Fusarium annulatum
Fusarium aquaticum
Fusarium aseptatum
Fusarium babinda
Fusarium brachypodum
Fusarium buharicum
Fusarium burgessii
Fusarium citricola
Fusarium falsibabinda
Fusarium fujikuroi
Fusarium hechiense
Fusarium hostae
Fusarium iranicum
Fusarium oxysporum vasinfectum
Fusarium ruscicola
Fusarium salinense
Fusarium solani
Fusarium sp. 2 DoF7
Fusarium sp. 2 DoF9
Fusarium sp. strain ZMr41
Fusarium sp. WF110
llyonectria destructans
Neocosmospora ambrosia

NR145241
NR198588
NR145244
NR163671
NR145243
NR145240
NR147561
NR147557
NR145246
NR164472
NR111716

cODIGO

GENBANK
HQ897788
KU377524
NR174712
F)449946

NR158423
NR182850
NR138275
NR182844
NR191237
NR159861
NR198193
NR173416
NR172292
NR172265
NR182843
NR111889
NR182846
NR171109
NR175069
PQ200764
NR177580
NR172264
NR163531
JQ388252
JQ388254
MK102657
HQ130669
MH496589
NR173405

Neocosmospora duplosperma
Neocosmospora falciformis
Neocosmospora illudens
Neocosmospora magnoliae
Neocosmospora rubicola
Neocosmospora vasinfecta
Nothofusarium devonianum
Rugonectria rugulosa
Setofusarium setosum

0oTU6

ESPECIE
Mortierella minutissima
Mortierella minutissima var. dubia
Umbelopsis angularis
Umbelopsis autotrophica
Umbelopsis brunnea
Umbelopsis crustacea
Umbelopsis curvata
Umbelopsis dimorpha
Umbelopsis gibberispora
Umbelopsis gutianensis
Umbelopsis heterosporus
Umbelopsis swartii

oTu7

ESPECIE
Alfoldia vorosii
Alternaria aconidiophora
Alternaria chlamydosporifera
Alternaria junci-acuti
Alternaria mirabibensis
Alternaria papavericola
Alternaria prunicola
Alternaria tectorum
Amorocoelophoma cassiae
Amorosia littoralis
Angustimassarina acerina
Angustimassarina camporesii
Angustimassarina kunmingense
Angustimassarina premilcurensis

NR177119
NR164424
PV108226
NR_171102
NR154227
L36627
MW827632
MG991753
NR173439

cODIGO
GENBANK
EU484297
IX976122
NR137072
NR111558
NR191114
NR191181
NR189371
NR111664
NR103656
NR191182
NR191086
NR103654

cODIGO
GENBANK
NR171211
NR166229
NR166228
NR174907
NR171997
NR172290
NR172408
NR187081
NR163330
AM292047
NR138406
NR168223
NR185720
NR154658
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Ascosichuania bambusicola
Aspergillus avenaceus
Aspergillus hancockii
Aspergillus lanosus
Aspergillus leporis
Aspergillus magaliesburgensis
Bipolaris maydis

Bipolaris sivanesaniana
Capronia acutiseta
Capronia capensis
Cladophialophora irregularis
Corynespora encephalarti
Corynespora idesiae
Corynespora lignicola
Corynespora pseudocassiicola
Corynespora submersa
Corynespora thailandica
Corynespora torulosa
Curvularia boeremae
Curvularia canadensis
Curvularia fraserae
Curvularia maraisii
Curvularia stenotaphri
Curvularia tanzanica
Curvularia tribuli
Cylindrotorula indica
Dendryphion europaeum
Dendryphion fluminicola
Diplodia acerigena

Diplodia cajani

Dothiorella camelliae
Dothiorella franceschinii
Dothiorella magnoliae
Dothiorella zanthoxyli
Eutiarosporella mintziae
Exserohilum khartoumense
Flabellascoma pistaciae
Flabellascoma sichuanense
Hermatomyces bifurcatus
Hermatomyces clematidis
Hermatomyces constrictus
Hermatomyces hainanensis
Hermatomyces jinghaensis
Hermatomyces megasporus
Hermatomyces turbinatus

NR199248
NR131262
NR154725
NR135394
NR135327
NR171610
NR138224
NR151851
NR154744
NR199125
NR198226
NR165556
NR190269
NR170018
NR159833
NR170017
NR161145
NR145181
NR158451

NR170004
NR185676
NR197897
NR175746
NR173195
NR172977
NR175156
NR158390
NR157490
NR198373
NR163672
NR198374
NR198362
NR191055
NR198375
NR191344
NR157476
NR190264
NR182595
NR191059
NR170802
NR191060
NR190258
NR174919
NR191061
NR174918

Hermatomyces verrucosus
Leptoparies magnoliae
Lophiostoma biappendiculatum
Lophiostoma carabassense
Lophiostoma corticola isolate S95
Lophiostoma neomuriforme
Lophiostoma sp. isolate Soil Fungi
Lophiostomataceae sp. strain
0TU1423

Massarina sp. CNT 016
Massarina sp. isolate M1041/19
Massarina tangneyae
Neoangustimassarina
sichuanensis

Neopodoconis yunnanensis
Neothyrostroma encephalarti
Neovaginatispora aquadulcis
Neovaginatispora mangiferae
Oblongocollomyces zhivanae
Oleaginea sichuanensis
Parateichospora phoenicicola
Paucispora versicolor
Phaeotrichum benjaminii
Phialophora submersa
Pleospora rosae

Pleospora rosae-caninae
Pleosporales sp. strain TUCIM
6194

Podocarpomyces knysnanus
Preussia citrullina

Preussia polymorpha

Preussia procaviicola
Pseudocapulatispora fragrantis
Pseudocyclothyriella clematidis
Pseudoteichospora thailandensis
Pseudotetraploa longissima
Quadricrura bicornis
Quadricrura meridionalis
Quadricrura septentrionalis
Rostriconidium aquaticum
Rostriconidium pandanicola
Sparticola irregularis
Teichospora acaciae
Teichospora proteae
Teichospora quercus

NR191062
NR182612
NR175067
NR185590
0Q789371
NR189352
PQ456397

MH811714
DQ863675
MK855507
NR185786

PP552668
NR198281
NR166314
NR182731
NR186930
NR191333
NR190262
NR173065
NR155306
NR160140
NR198229
NR157531
NR157532

MT663379
MN562155
NR191066
NR137729
NR173052
NR182381
NR170799
NR197894
NR119399
NR119400
NR119401
NR119402
NR160340
NR168186
NR190259
NR138410
NR175016
NR159069
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Thysanorea curvata
Thysanorea yunnanensis
Torula lancangjiangensis
Torula longiconidiophora
Torula sichuanensis
Torula submersa
Umbelopsis brunnea
Uncultured fungus
Uncultured fungus
Vaginatispora lignicola
Westerdykella dispersa
Xenomonodictys iranica

NR154180
NR154181
NR175706
NR198369
NR198368
NR198370
NR191114
0U005662
0uU004653
NR185420
NR111187
NR172001
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