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RESUMEN

La familia Orchidaceae es un grupo de plantas conformado por aproximadamente
27, 800 especies, incluidas en 600-800 géneros, que ademas de su valor estético
tienen un alto valor biolégico ya que muchas de sus especies son consideradas
prioritarias para la conservacion por la gran cantidad de interacciones que
presentan con diferentes grupos de organismos. En los ecosistemas naturales el
desarrollo de las orquideas esta ligado a la colonizacidon por hongos micorricicos
que proporcionan carbono y nutrientes inorganicos a las semillas para su
germinacion y desarrollo. Ademas, durante la etapa adulta, la cantidad de hongos
enddfitos presentes en sus raices es muy amplia y existe un gran interés en su
estudio debido a sus funciones fisiologicas, de proteccidn, a su posible contribucion
durante la etapa germinativa y a su potencial como fuente de compuestos
bioactivos que liberan durante su interaccidén con estas plantas.

En México el estudio de los hongos asociados a esta familia de plantas y su papel
funcional ha sido poco explorado. En este contexto el presente estudio tuvo como
finalidad contribuir en la comprension de las interacciones ecoldgicas entre las
especies de orquideas terrestres y epifitas de México y sus hongos micorricicos y
enddfitos asociados, a través del conocimiento de la diversidad fungica presente
en las raices de orquideas adultas silvestres, la relacién de esta diversidad con su
distribucion y las consecuencias ecoldgicas de la compatibilidad orquidea-hongo
durante la germinacion in vitro de semillas.

El trabajo se dividi6 en dos secciones. En la primera se abordan aspectos
generales y las especies de orquideas seleccionadas, que fueron 7: Bletia
purpurata, Euchile citrina, Govenia lagenophora, Habenaria flexuosa, Laelia
autumnalis, L. speciosa 'y P. squalida y los sitios de muestreo que se ubicaron en 9
municipios del estado de Michoacan. En esta seccién también se detallan los
objetivos y la hipdtesis de trabajo. En la segunda seccion se reportan los
resultados de esta investigacion divididos en tres capitulos. En el Capitulo | se
muestran los resultados de la caracterizacion morfologica e identificacion
molecular de los hongos asociados a las especies de orquideas seleccionadas,
sus relaciones filogenéticas y los analisis de diversidad realizados. En el capitulo Il
se aborda lo referente a la determinacion de perfiles de acidos grasos de los
hongos identificados molecularmente. Finalmente, el capitulo Ill muestra los
resultados derivados del analisis de compatibilidad entre orquideas y hongos para
el proceso de germinacion y su eficiencia para promover el desarrollo de plantulas
en cultivo in vitro.

Los resultados muestran el aislamiento de 299 cepas fungicas (268 de orquideas
epifitas y 31 de terrestres) e identificacion de 85 representativas, que las colocan
en 23 géneros, de los cuales 5 corresponden a basidiomicetos, incluidos dos
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géneros micorricicos orquideoides Tulasnella y Serendipita, los 18 restantes
fueron géneros de hongos ascomicetos como Trichoderma y Xylaria que fueron
los mas abundantes. La mayor diversidad fungica se presentd en las orquideas
epifitas del género Laelia de las que se aislaron 20 de los 23 géneros
identificados. La diversidad mas baja se presentd en E. citrina especie endémica
de México en categoria de riesgo. Y los sitios de mayor diversidad de especies de
hongos estuvieron relacionados con los sitios de mayor riqueza de orquideas (San
Andrés Coru, Mpio. Ziracuaretiro y Santa Fe de la Laguna, Mpio. Quiroga).

Los perfiles de acidos grasos mostraron 7 acidos de amplio espectro, de los
cuales el 14:0, 18:0 y 18:1w9c se presentaron en todos los hongos analizados.
Preussia presenté como acido graso unico el 15:1wbc, Coprinus el 16:0 20H vy
Fusarium los acidos 18:1 20H y 19:0w8c.

Los hongos enddfitos estimularon la germinacion de la semilla con igual eficiencia
que los hongos micorricico orquideoides (HMO) ( indice germinativo IG > 1 a los
30 dias), pero fueron poco eficientes para promover el desarrollo posterior de la
mayoria de orquideas. La supervivencia mas alta se presenté en plantulas de las
orquideas terrestres B. purpurata y H. flexuosa germinadas in vitro con HMO
(mayor al 60%), que alcanzaron el estadio 6 de desarrollo a los 30 dias (IG > 3). El
hongo ascomiceto Trichocladium formo estructuras tipicas de hongos micorricos
(pelotones y células monilioides) y estimuld la germinacién, desarrollo vy
supervivencia de plantulas en la mayoria de las orquideas analizadas, con igual
eficiencia que los hongos micorricicos del complejo Rhizoctonia (IG > 3, estadio 6
a los 30 dias en orquideas terrestres). EI género Morchella, reportado como
ectomicorricico, también fue eficiente durante el desarrollo postgerminativo en las
orquideas terrestres B. purpurata (IG = 3.6, estadio 6 a los 150 dias) y H. flexuosa
(IG =1, estadio 4 a los 150 dias).

Las orquideas mostraron diferentes niveles de eficiencia en la relacién con hongos
durante el proceso germinativo siendo menos selectivas las orquideas epifitas en
la primera etapa, pero en el desarrollo posterior la mayoria de los hongos
enddfitos fueron poco eficientes y no se establecié la asociacion simbidtica, de
manera que a los 150 dias unicamente sobrevivieron las plantulas asociados a
hongos del complejo Rhizoctonia (Tulasnella y Serendipita) y a los enddfitos
Morchella y Trichocladium. Evidenciando que algunos hongos enddfitos pueden
establecer asociaciones que favorecen la germinacion y el desarrollo de plantulas
con la misma eficiencia que los hongos micorricicos. Las orquideas terrestes
fueron selectivas hacia los hongos durante el proceso germinativo y estas
ascociaciones fueron altamente eficientes para el desarrollo posterior.

Los resultados indican que en la etapa adulta las especies de orquideas
mexicanas mas generalistas hacia la asociacidon con hongos endodfitos vy
micorricicos se encuentran mas ampliamente distribuidas que aquellas en
asociaciéon con menor variedad fungica. Y que parecen existir procesos de
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segregacion que les permite a las orquideas una mejor supervivencia y adaptacion
al asociarse con diferentes especies fungicas cuando comparten sitios.

ABSTRACT

Orchidaceae is a group of plants with approximately 27, 800 species, included in
600-800 genera. This plants have a high biological value due to their interactions
with different groups of organisms, so many species are considered important for
conservation purpose. In natural ecosystems, orchids development is linked to
mycorrhizal fungi colonization for carbon and inorganic nutrients absorption for
seeds germination and development. In addition, during the adult stage, they have
a high amount of endophyte fungi in their roots and exist a great interest in their
study due to their physiological and protection functions, their possible contribution
during germinative stages and their potential as bioactive compounds source.

In Mexico the study of orchid-fungi associations and their functional role has been
little explored. In this context, the objetive of this work was to contribute to
understending of ecological interactions between terrestrial and epiphytic Mexican
orchids species and their mycorrhizal and endophytic fungi associated, through the
knowledge of fungal diversity present in roots of wild adult orchids and the
relationship of this diversity with its distribution and the ecological consequences of
orchid-fungus compatibility during in vitro seeds germination.

The work was divided in two sections. The first of them addresses general topics
and descriptions of the selected orchid species to carry out this research, which
were 7: Bletia purpurata, Euchile citrina, Govenia lagenophora, Habenaria
flexuosa, Laelia autumnalis, L. speciosa and P. squalida and the sampling sites
that were located in 9 municipalities of Michoacan state. The objectives and work
hypothesis are also included in this chapter.

Results were included in three chapters in the second section. Chapter | reports
the results obtained from morphological characterization and molecular
identification of the fungi associated with the selected orchid species, their
phylogenetic relationships and the diversity analysis. Chapter Il deals with the
fungi fatty acid profiles determination. Finally, chapter Ill shows the results derived
from compatibility analysis between orchids and endophytic and mycorrhizal fungi
for the germination process and its efficiency to promote the development of
seedlings in in vitro culture.

Among the most relevant results, there is the isolation of 299 fungal strains (268 of
epiphytic orchids and 31 of terrestrial ones) and identification of 85 of them that
were classified into 23 genera: 5 basidiomycetes, including two orchid mycorrhizal
genera: Tulasnella and Serendipita; and 18 ascomycetes fungi such as
Trichoderma and Xylaria that were the most abundant genera. In adult orchids, the
highest fungal diversity was found in the epiphytic orchids of genus Laelia, in which
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20 of the 23 genera identified were isolated. The lowest diversity was presented in
E. citrina (in risk category) and H. flexuosa, that are endemic species from Mexico.
Sites with greatest diversity of fungus species were related to the richest sites of
orchids (San Andrés Coru, Mpio, Ziracuaretiro and Santa Fe de la Laguna, Mpio,
Quiroga).

The fatty acid profiles showed 7 broad-spectrum acids, of which 14: 0, 18: 0 and
18: 1w9c were present in all fungi analyzed. Preussia presented as a unique fatty
acid 15: 1wbc, Coprinus the acid 16:0 20H and Fusarium presented the acids 18:
1 20H and 19: Ow8c.

Endophytic fungi stimulated germination of seed with the same efficiency as
mycorrhizal fungi (germinative index 1G> 1 at 30 days), but they were less efficients
to promote the subsequent development of most orchids. The highest survival was
observed in in vitro seedlings germinated with HMO of the terrestrial orchids B.
purpurata and H. flexuosa (higher than 60%), which reached stage 6 development
at 30 days (IG> 3). Trichocladium, an ascomycete fungus, formed the typical
structures of mycorrhizal fungi (coills and monilioid cells) and it stimulated the
germination, development and survival of seedlings in most of the orchid species
analyzed, to the same way as the mycorrhizal fungi of the Rhizoctonia complex (IG
> 3, stage 6 at 30 days in terrestrial orchids). And the genus Morchella, reported as
an ectomycorrhizal fungus, was also efficient during the post-germinative
development in the terrestrial orchids B. purpurata (IG = 3.6, stage 6 at 150 days)
and H. flexuosa (IG = 1, stage 4 at 150 days).

The analyzed orchids showed different levels of efficiency in its relation with fungi
during the germination process, epiphytic orchids were more generalists in the first
stage, but in the subsequent development the majority of the endophytic fungi were
inefficient and did not establish the symbiotic association with the orchid, so after
150 days, only survived the plantlets associated with fungi of the Rhizoctonia
complex (Tulasnella and Serendipita) and the endophytes Morchella and
Trichocladium. This is an evidence that some endophytic fungi can establish
symbiotic associations that stimulate the germination and ssedlings development
with the same efficiency as mycorrhizal fungi. The terrestrial orchids were more
selective towards the fungi during the germinative process but these ascociations
were highly efficient for further development.

The results indicate that in adult stage, Mexican orchid species which have more
generalist associations with endophytic and mycorrhizal fungi are better distributed
than those in association with little fungal variety. And there seem to be processes
of segregation that allows the orchids a better survival and adaptation because of
their association with different fungal species when they share sites.
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GENERALIDADES

1. INTRODUCCION

La familia Orchidaceae es un grupo de plantas conformado por
aproximadamente 27, 800 especies, incluidas en 600-800 géneros (The plant list,
2013) y su mayor diversidad se concentra en las regiones tropicales de América
y Asia (Sahuquillo, 2008). México, situado en el limite norte del tropico
americano, alberga una notable riqueza de orquideas y han sido registrados en
el pais alrededor de 170 géneros y 1260 especies, de las cuales se estima que
cerca del 40% son endémicas (Salazar, 2013). Esta familia destaca por la
belleza de sus flores, pero ademas de su valor estético, presentan un importante
valor bioldgico ya que al ser plantas de alta sensibilidad a cambios ambientales,
muchas de sus especies pueden ser utilizadas como indicadoras de
perturbacion; y ademas, dado que en las diferentes etapas de su ciclo de vida
interaccionan con una gran diversidad de organismos incluyendo insectos, aves,
mamiferos y hongos, una gran variedad de ellas son consideradas especies
prioritarias para la conservacion, al considerarse especies clave o bandera
(CONABIO, 2012). Sin embargo, para poder proteger y conservar a esta
familia de plantas, es necesario percatarse de los factores que determinan su

persistencia (Klironomos, 2002).

Algunos investigadores sefialan que existen tres factores clave e
interdependientes que han permitido la gran diversificacion de esta familia: los
mecanismos de polinizacién, la morfologia de la semilla y su asociacion con
hongos micorricicos y/o algunos endoéfitos (Cozzolino & Widmer, 2005; Bayman
& Otero, 2006; Smith & Read, 2009; Otero, et al., 2013; Gamboa-Gaitan & Otero-
Ospina, 2016). Los cambios en la diversidad y/o abundancia de los polinizadores
sblo se percibe a largo plazo mientras que, generalmente se asume, que la
pérdida de sus hongos micorricicos y algunos endodfitos tiene un impacto
inmediato en la dinamica de poblaciones de las orquideas, particularmente en
especies de vida corta (Swarts & Dixon, 2009; Porras-Alfaro & Bayman, 2011).
Los hongos que facilitan el proceso conocido como germinacion simbidtica,
producen enrollamientos intracelulares (denominados pelotones) en los

embriones de las plantulas de orquideas en desarrollo y en el rizoma o raiz de
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las plantas adultas. Estas estructuras son facilmente distinguibles por sus
patrones de distribucion en los tejidos de la planta y por su apariencia, de
manera que constituyen la caracteristica mas distintiva de esta asociacion
denominada Micorriza Orquideoide (MO) (Wang et al., 2004).

El crecimiento en ausencia de un hongo micorricico (HM) es conocido como
germinaciéon asimbidtica y en algunas especies permite el desarrollo de plantas
adultas bajo condiciones in vitro. En la naturaleza, sin embargo, el suministro de
azucares solubles y otros nutrientes esenciales no disponibles en el suelo hacen
indispensable la presencia de estos hongos (Ortega-Larrocea & Rangel-
Villafranco, 2007; Martinez-Palacios & Chavez, 2012). Razén por la cual deben
de ser considerados para la conservacion y reintroduccion de estas plantas a
sus habitats naturales. Sin embargo, aun falta mucho por conocer sobre la
biologia de las orquideas y el papel de sus simbiontes fungicos para desarrollar

estrategias efectivas para su conservacion.

En adicién al establecimiento de este tipo de simbiosis, muchos hongos
ascomicetos y algunos basidiomicetos forman interacciones de tipo enddfitas
con una gran variedad de plantas, incluidas las orquideas. Se reporta que
algunos de estos hongos liberan exudados que estimulan el desarrollo de las
mismas (Stone et al., 2004; Garnica et al., 2016), o bien, que pueden interactuar
con otros organismos de la rizésfera estableciendo relaciones de tipo sinérgicas,
antagbnicas y de competencia fisica y bioquimica, de manera que estas
asociaciones inciden en la interaccion suelo-planta-microorganismo-ambiente y
repecurten de forma directa en el crecimiento y desarrollo de las especies
vegetales (Cano, 2011), por lo que es probable que la disponibilidad de
hongos benéficos compatibles en ciertos habitats pueda determinar un
desarrollo exitoso e influir en la supervivencia, competicion y distribucién de
estas plantas (Stone et al., 2004; Contreras-Cornejo et al., 2009; Oliveira et al.,
2014). Aunque a nivel mundial existen algunos estudios relacionados con hongos
enddfitos de orquideas (Bayman et al., 1997; Otero et al., 2002; Waller et al.,
2005; Porras-Alfaro & Bayman, 2011; Ordofiez, et al., 2012), en México existen

pocos trabajos que abordan este tépico, algunos de ellos sefalan la presencia de
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enddfitos que han sido reportados como benéficos en otros grupos de plantas
como el género Thrichoderma y algunos investigadores observan la estimulacién
en el desarrollo de las plantulas de orquideas terrestres y epifitas con algunos de
estos enddfitos (Magafia-Lemus, 2011; Ordéfiez et al., 2012; Avila-Diaz et al.,
2013; Xiaoya et al., 2015).

A nivel mundial se ha observado que la compatibilidad fungica que muestran las
orquideas para la germinacion de la semilla, desarrollo y supervivencia de
plantulas bajo condiciones in vitro varia entre especies y se asume que existe un
continuo desde aquellas capaces de establecer interacciones con una gran
variedad de hongos hasta aquellas que sélo son compatibles con un namero
mas restringido de ellos (Smith & Read, 2009; Dearnaley et al., 2012;
Rasmussen et al., 2015). Se sefala que este hecho pudiera estar relacionado
con la escasez o capacidad de adaptacion que muestran algunas especies de
orquideas en su medio ambiente (Otero et al., 2004; Swarts et al., 2010). De ahi
que la propagacion, restauracién y conservacion exitosa de estas plantas, y de
forma indirecta de otras especies de organismos, esta ligada a la disponibilidad
de los hongos micorricicos criticos en su ciclo de vida y de algunos enddfitos
promotores de su desarrollo. Poniendo de manifiesto la importancia de conocer
la identidad de los hongos asociados con la mayor cantidad posible de especies

de orquideas en diferentes habitats.

Por todo lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue la caracterizacién e
identificacion de hongos micorricicos y endofitos presentes en las raices de
siete especies de orquideas mexicanas: Bletia purpurata A. Rich. & Galeotti,
Euchile citrina (Lex.) Whitner, Govenia lagenophora Lindl., Habenaria flexuosa
Lindl., Laelia autumnalis (Lex.) Lindl., L. speciosa (Kunth.) Schltr., y P. squalida
(Lex.) Soto Arenas & Salazar, asi como analizar la relacion entre la diverisidad
fungica y la distribucion de las orquideas y determinar el grado de
compatibilidad en la interaccion y su eficiencia para promover la germinacién
de la semilla y supervivencia de plantulas in vitro, como una alternativa para

la propagacion de esta familia de plantas, con fines de conservacion.
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2. ANTECEDENTES
2.1. ESTADO DE CONSERVACION DE LAS ORQUIDEAS MEXICANAS

Actualmente la totalidad de especies de la familia Orchidaceae se encuentran
incluidas en el Apéndice Il de las regulaciones establecidas por el CITES
(Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna
y Flora Silvestres) (CITES, 2017).

En México, a partir del ano 2000 la CONABIO es la autoridad cientifica ante la
CITES y la encargada de dar seguimiento a la conservacion de especies silvestres
a través del Método de Evaluacion del Riesgo de Extincion de las Especies
Silvestres en México (MER), plasmado en la Norma Oficial Mexicana 059 del 2010
(NOM- 059) (SEMARNAT, 2010) y de implementar programas de recuperacion y
conservacion, como el Programa de Conservacion de Especies en Riesgo
(PROCER) 2007-2014 a cargo de la CONANP (CONANP, 2014). La NOM- 059
esta disenada para reducir el impacto de las actividades humanas sobre las
especies en alguna categoria de riesgo de extincién de México y en ella la familia
Orchidaceae es una de las tres familias que presenta mayor cantidad de especies
categorizadas. Se citan 187 especies de orquideas en alguna categoria de riesgo
(1 extinta, 14 en peligro de extincion, 64 amenazadas y 108 bajo proteccién
especial) (Serna, 2012), sin embargo esta lista estd basada en estudios realizados
hasta antes del 2009, mientras que es un hecho que la velocidad de desaparicion
de orquideas o deterioro de sus habitats supera, en gran medida, al tiempo en el
que se logra generar informacién suficiente sobre su biologia (Ortega-Larrocea,
2008; Martinez-Palacios & Chavez, 2012).

Soto-Arenas et al., (2007) sefalan que en el pais existen al menos 15 especies
reportadas como extintas que no se contemplan en la NOM-059. También estima
que la tasa de extincion de orquideas en México va del 1.75 al 2.71% y que es
probable que aproximadamente 34 especies endémicas estén extintas de acuerdo
a esta estimacién. Estas tasas son mas altas que las consideradas para paises
como Sudafrica (0.21%) y Australia (0.625%) (IUCN/SSC, 2017).
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La Estrategia Nacional sobre Biodiversidad de México y Plan de Accion 2016-2030
(CONABIO, 2016), plantea la conservacion y restauracion de areas protegidas y la
conservacion in situ y ex situ de especies sefialadas como prioritarias, en las que
se incluyen 24 orquideas, 8 de ellas presentes en el estado de Michoacan (Tabla

1), como es el caso de Laelia speciosay Euchile citrina (SEMARNAT, 2010).

Tabla 1. Listado de orquideas presentes en el estado de Michoacan que estan incluidas
en la lista de especies prioritarias para la conservacion de la SEMARNAT-2010.
Categorias de riesgo de acuerdo a la NOM-059 (A = amenazada; Pr = Sujeta a proteccion
especial).

. CATEGORIA
ESPECIE NOMBRE COMUN DE RIESGO
Barkeria scandens Barkeria morada Pr
Clowesia rosea Clowesia rosada A
Cuiltauzina pendula Cuitlauzina perfumada, espiritu santo A
Encyclia adenocaula Encyclia conejo, angelitos A
Laelia speciosa Laelia de mayo, lirio, flor de corpus Pr
Oncidium tigrinum Oncidium atrigado A
Euchile citrina Limoncillo, Azucena amarilla Pr
Rossioglossum insleayi Odontoglossum insleayi A

2.1.1 Situacion estatal

Michoacan fue el primer estado de nuestro pais en publicar un estudio sobre la
situacion en la que se encontraba su biodiversidad (CONABIO, 2000) y es
indudable que muchas de las especies enfrentan serios problemas de
conservacion. En el caso de las orquideas, de las 200 especies reportadas en el
estado, el 12.5 % se encuentra en alguna categoria de riesgo y de estas el 4%
estan sefialadas como especies prioritarias para su conservaciéon (SEMARNAT,
2010, 2014; CONABIO, 2012). Esto es debido en gran medida, a los problemas de
deforestacién ya que se reporta que entre 1976 y 2008 se desmontaron mas de
350, 000 ha de bosque y se estima que actualmente se pierden aproximadamente
20, 000 ha cada afo (PROFEPA, 2016). Se sefala como principal perdida de los
bosques el crecimiento de la superficie dedicada a monocultivos de aguacate y a

la urbanizacion. Ademas existe un deterioro gradual de los bosques remanentes
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por el efecto combinado de la tala ilegal, la extraccibn de madera, el
sobrepastoreo y los incendios forestales frecuentes (CONABIO et al., 2007, 2016).
Por otra parte, es importante sefialar que algunas de las orquideas en el estado
son utilizadas en diferentes ramas artesanales como es la elaboracion de pasta de
cafa o la elaboracion de altares. A los mercados tradicionales de tipo regional se
afade ahora el mercado nacional y global, de manera que la demanda es mucho
mayor, y en consecuencia el uso de las materias primas requeridas; de manera
que al menos 3 especies de orquideas se encuentran en riesgo, y algunas de
ellas, como es el caso de la “flor de Corpus” (Laelia speciosa), es endémica de
México (Hagsater et al., 2005).

2.2. HONGOS ENDOFITOS Y MICORRICICOS DE ORQUIDEAS

Existen numerosos trabajos de investigacion realizados a nivel mundial, que
corroboran que las asociaciones de tipo simbidticas con hongos micorricicos y/o
endofitos en los diferentes ecosistemas naturales pueden tener efectos
significativos en la salud de las plantas, en su ecologia y evolucién, asi como en la
estructura de las comunidades (Rodriguez et al., 2009; Porras-Alfaro & Bayman,
2011; Talbot et al., 2014). La relacibn de las orquideas con los hongos
micorricicos se considera una asociacion benéfica que se desarrolla en un
continuo que abarca desde el mutualismo hasta el antagonismo dependiendo de la
filogenia, la genética, geografia y otras condiciones bidticas y abidticas (Faeth &
Fagan, 2002; Dearnaley, 2012). La relacion de las orquideas con los hongos
enddfitos se puede presentar en toda la planta y su significancia ecoldgica ha sido
poco estudiada aunque se considera que los hongos enddfitos influyen en el
crecimiento de la planta y que afectan su respuesta a patégenos, herbivoros y
cambios ambientales; otros producen metabolitos secundarios de efecto benéfico
(Faeth & Fagan, 2002; Porras-Alfaro & Bayman, 2011).

Xiaoya y colaboradores (2015) reportan que a nivel mundial se ha realizado
investigacion concerniente a la diversidad de hongos enddfitos y micorricicos en

aproximadamente 200 géneros de orquideas, lo que corresponde al 30% del total
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de géneros para esta familia de plantas y de estos, aproximadamente dos terceras
partes corresponden a orquideas terrestres que ocupan una alta proporcion en la
lista de especies amenazadas de la International Union for Conservation of Nature
(IUCN) 2017. Los trabajos realizados sobre estos tipos de hongos abarcan todos
los grupos troficos (fotosintéticas, mixétrofas y micoheterotroficas), en una gran
diversidad de habitats (selva, bosque de neblina, bosques de pino-encino, entre
otros), en diferentes sustratos de crecimiento en la naturaleza (terrestres, epifitas,
litofiticas) y practicamente en todos los continentes en que se desarrollan
(Bidartondo & Read, 2008; Ogura-Tsujita & Yukawa, 2008; Pecoraro et al., 2013;
Huang et al., 2014; McCormick & Jaquemyn, 2014). Bayman y Otero (2006)
sefalan que es dificil separar a los hongos micorricicos y enddfitos, ya que
aunque se asume que los hongos del complejo Rhizoctonia son micorricicos, no
siempre se demuestra el beneficio funcional que tienen en la planta y por el
contrario pueden actuar como patégenos o saprobios y se ha demostrado que
muchos endoéfitos pueden desarrollar estructuras micorricicas. Los principales
géneros de hongos reportados en orquideas se muestran en la Tabla 2.

A nivel de América se han realizado estudios sobre estos hongos en
practicamente todo el continente, en paises como Brasil, Canada, Chile, Colombia,
Costa Rica, Ecuador y Puerto Rico, que reportan como principales hongos
micorricicos asociados a orquideas terrestres y epifitas a Ceratobasidium vy
Tulasnella, en menor proporcion Serendipita y Thanatephorus (Otero et al., 2003;
Otero et al., 2004; Ordorez et al., 2012; Valadares et al., 2012; Oliveira et al.,
2014; Pereira et al., 2014a y b; Atala et al., 2015); mientras que como principales
géneros de hongos endofitos no micorricicos se encuentran Xylaria, Phomopsis,
Alternaria, Phialophora, Trichoderma 'y Colletotrichum (Otero et al., 2002; Bayman
& Otero-Ospina, 2006; Porras-Alfaro & Bayman, 2011; Ordofiez et al., 2012;
Guimaraes et al., 2013; Camargo-Cepeda y Avila, 2014; Oliveira et al., 2014;
Pereira et al., 2014a; Gamboa-Gaitan & Otero-Ospina, 2016; Salazar, 2017).
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Tabla 2. Géneros de hongos micorricicos y endofitos no micorricicos que se han
reportado asociados a la familia Orchidaceae (Tomada de Xiaoya et al., 2015).

MICORRICICOS

ENDOFITOS NO MICORRICICOS

Ceratobasidium Acephala Cryptococcus Hebelom Sclerotinia
Coprinus Acremonium Cryptosporiopsis Helicomyces Scytalidium
Lactarius Alternaria Curvularia Humicola Strumella
Leptodontidium Ampelomyces Cylindrocarpon Hyalodendrom Talaromyces
Moniliopsis Amphinema Daldinia Hypocrea Terfezia
Serendipita Annulohypoxylon Davidiella Laccaria Thelephora
Thanatephorus Armillaria Didymella Lasiodiplodia Tomentella
Trichosporiella Arthrinium Dioszgia Lepiota Trechisphora
Tuber Ascobolus Entonaema Meliniomyces Trichoderma
Tulasnella Aspergillus Exidia Menispora Umbelopsis

Aureobasidium Exophiala Mortierella Varicosporium

Bionectria Fusarium Nectria Verticillium

Botrytis Fusicoccum Nigrospora Wicolsina

Candida Galactomyces Olpidium Xylaria

Cercophora Geomyces Paecilomyces

Chaetomella Geopora Penicillum

Chaetomium Geotrichum Phaenosphaeria

Cladophialophora Gibberella Phialophora

Cladosporium Gliocladium Phoma

Clonostachys Gloeophyllum Phomosis

Cochliobolus Glomerularia Pleospora

Colletotrichum Guignardia Podospora

Conocybe Gymnomyces Psathyrella

Cortinarius Gymnopus Resinicium

Cosmospora Halocyphina Schizophyllum

2.2.1 Situacion nacional

El estudio de los hongos asociados a las orquideas a nivel nacional es
relativamente reciente. Los primeros trabajos de identificacion y eficiencia
funcional de micorriza orquideoide los realizé la Dra. Pilar Ortega Larrocea y su
equipo de colaboradores en orquideas terrestres de los géneros Bletia,
Dichromanthius, Habenaria y Malaxis en el Estado de México (Castillo, 2002;
Rangel, 2004, 2006; Ortega-Larrocea, et al., 2005; Ortega-Larrocea & Rangel-
Villafranco, 2007; Rangel-Villafranco & Ortega-Larrocea, 2007; Ortega-Larrocea &
2008; Ortega-Larrocea, 2008).

Posteriormente, con otro grupo de colaboradores se extendid el estudio de esta

Gonzalez, 2008; Ortega-Larrocea et al.,

interaccidn a otros estados del pais como Chiapas, Michoacan, Oaxaca, Puebla y

Veracruz con especies de orquideas terrestres y epifitas de géneros como
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Acineta, Chysis, Cycnoches, Epidendrum, Erycina, Leochilus, Notylia, Oncidium,
Stanhopea, Speckinia, Stelis y Trichocentrum y en aproximadamente 30 especies,
lo que representa aproximadamente el 2.4 % del total de especies de orquideas
registradas en el pais (Cruz-Balsi, 2007; Beltran-Nambo et al., 2010; Moreno-
Martinez, 2011; Renddn-Lara et al., 2013; Jacinto-Hernandez et al., 2013; Jacinto-
Hernandez & Ortega-Larrocea, 2013; Gomez-Aguilar et al., 2013; Osorio-Morales
et al.,, 2013; Montes, 2016; Segundo, 2016). Estos trabajos reportortaron como
hongos micorricicos asociados a esta familia de plantas principalmente, a los
géneros incluidos en el complejo Rhizoctonia: Tulasnella y Ceratobasidium y en
menor proporcion Serendipita y sefalan, ademas, la eficiencia de estos hongos
para promover la germinacion y el desarrollo de plantulas in vitro y en algunos
casos como Bletia urbana, Bletia campanulata y Dichromantus auriantiacus, la
supervivencia bajo condiciones in situ y ex situ o en sitios con perturbacion
(Ortega-Larrocea & Rangel-Villafranco, 2007; Rangel-Villafranco & Ortega-
Larrocea, 2007; Beltran-Nambo et al., 2010; Montes, 2016). En cuanto a hongos
endofitos en México, existe un numero sustancial de estudios realizados, sin
embargo la mayoria de ellos se realizaron con otros grupos de plantas y muy
pocos en orquideas (Contreras-Cornejo et al., 2009; Magafia-Lemus, 2011; Avila-
Diaz et al., 2013; Suazo-Ortuio & Zermefio Hernandez, 2017). En los trabajos con
orquideas se reportan como princiales géneros de hongos asociados a diferentes
tejidos de las plantas analizadas a Mycena, Trichoderma, Xylaria, Phomopsis,
Alternaria, Phialophora 'y Colletotrichum.

En el estado, donde se reporta el 15.6 % de la diversidad nacional de orquideas,
los estudios sobre sus hongos asociados son escasos y estos reportan algunos
hongos enddfitos y muy pocos del tipo micorricico. Entre los géneros de orquideas
analizados se encuentran Laelia, Bletia, Govenia y Habenaria; los principales
géneros de hongos identificados en estos estudios son: los hongos micorricicos
del género Tulasnella pertenecientes al complejo Rhizoctonia; y entre los hongos
endofitos se mencionan Alternaria, Curvularia, Tetracladium, Helotiales e
Hypocreales (Avila 2007; Avila et al., 2009; Beltran-Nambo, 2010; Magafia-Lemus,
2011; Montes, 2016; Segundo, 2016).
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2.3. ORQUIDEAS ANALIZADAS

Las orquideas seleccionadas para el presente estudio se eligieron considerando
géneros reportados con alta cantidad de especies o alta proporcién de
endemismos en México y que ademas estuvieran presentes en el estado de
Michoacan, como es el caso de Laelia (81.8%), Habenaria (68%) y Prosthechea
(52.17%), o bien que tuvieran su centro de diversificacién en México como sucede
con los géneros Bletia y Govenia en las que se reporta que mas del 40% de sus
especies se diversificaron en nuestro pais (Tabla 3) (Soto Arenas et al., 2007;
Espejo-Serna, 2012).

Tabla 3. Géneros de orquideas seleccionados en los que se registran mas de 20 especies
y/lo alta proporcion de endemismos en México (construida a partir de datos
proporcionados por Espejo- Serna, 2012).

GENERO TOTAL DE ESPECIES ESPECIES ENDEMICAS DE MEXICO
EN MEXICO O ENDEMISMOS (%)

Bletia 34 Mas del 60%

Govenia 20 8(40)

Habenaria 75 51 (68)

Prosthechea 46 24 (52.17)

Laelia 11 9 (81.8)

Las especies terrestres elegidas fueron Bletia purpurata, Habenaria flexuosa y
Govenia lagenophora que se distribuyen del territorio mexicano hasta Guatemala
y el Salvador (Espejo-Serna, 2012; Salazar, 2013). Se consideraron ademas
especies epifitas que experimentan extraccion masiva en la region, como sucede
con Laelia autumnalis y Prosthechea squalida, o que estuvieran sefialadas en
alguna categoria de riesgo en la NOM-059 como Laelia speciosa 'y Euchile citrina
que se encuentran sujetas a proteccion especial y que ademas se incluyen en la

lista de especies prioritarias para la conservacion.

Bletia purpurata A. Rich & Galeotti. Es una orquidea terrestre con distribucién
geografica en Meéxico, El Salvador, Guatemala, Honduras y Nicaragua. Se
encuentra en bosques de pino, pino-encino, encino, bosques mesdfilos y

matorrales xerofilos en alturas de 1900 a 2200 msnm, sobre paredones expuestos
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a mucha luz (Llamacho et al., 2005). En México florecen de julio a octubre y se
caracteriza por sus flores color magenta con blanco, curvadas, con el perianto
cerrado, el labelo entero y en forma de embudo (Fig. 1a) (Garcia Cruz, 1999;
Sosa, 2002). Su estado de conservacion es desconocido; sin embargo, no se
considera en riesgo ya que es la especie del género que se presenta con mayor
frecuencia en habitats perturbados en estados del centro y sur del pais como

Morelos y Michoacan (Garcia-Cruz, 1999).

Euchile citrina (Lex.) Whitner. (Prosthechea citrina). Es una especie epifita
endémica del centro y sur de México en estados como Jalisco, Nayarit, San Luis
Potosi, Hidalgo, Puebla, Oaxaca, Guerrero y Michoacan. Esta especie es poco
frecuente, aunque a veces abundante en los lugares en donde crece. Suele
encontrarse en bosques secos de encino y pino-encino a altitudes de 1300 a 2600
msnm. Florece de marzo a junio (Garcia-Cruz et al., 2003). Sus flores tienden a
orientarse hacia el suelo y presentan un color amarillo y aroma a limén. Sus hojas
son verde grisaceas (Hagsater et al., 2005) (Fig. 1f). Detalles de la planta en
Anexo |, al final del documento. Su estado de conservacién es: vulnerable. Es
una planta de area restringida cuyas poblaciones se han visto disminuidas debido
a su uso como flor decorativa en semana santa y preparacion de agua aromatica
(“fagua de gloria”) y cataplasmas para la disenteria; asi como para extraer

mucilago utilizado como pegamento en el arte de plumeria (Garcia Cruz, 1999).

Govenia lagenophora Lindl. Las flores de G. lagenophora varian en tonalidad de
amarillo a café, dependiendo de las zonas donde se distribuye y presenta los dos
pétalos superiores rayados en tonalidades rojizas. Florece de julio a diciembre en
racimos con una gran cantidad de flores (Fig. 1b) (Dressler, 1965). Se distribuye
en México, El Salvador y Guatemala. En la parte central de México se le puede
encontrar en los estados de Jalisco, Colima, Michoacan y Veracruz en bosques
mixtos con zonas rocosas. También se ha reportado al norte del pais, en estados
como Durango y Tamaulipas, en sitios abiertos de bosques de pino, pino-encino

(Dressler, 1965). Su estado de conservacion es desconocido. En algunos

11



GENERALIDADES

estados del pais las flores de G. lagenophora se extraen para venta en los

mercados locales. (Detalles de la flor en anexo 1, al final del documento).

Figura 1. Especies de orquideas mexicanas analizadas. a) Bletia purpurata.
Inflorescencia en vista frontal que muestra el perianto cerrado. b) Govenia lagenophora.
Racimo que muestra la tonalidad de las flores. ¢) Habenaria flexuosa. Inflorescencia con 4
flores de color verde, dispuestas en espiral. d) Laelia speciosa. Flor color lila con labelo
blanco y margenes coloreados. e) Laelia autumnalis. Coloracion de la flor. f) Euchile
citrina con flores de color amarillo y colgando hacia abajo. g) Prosthechea squalida.
Detalle de la flor que muestra las 5 lineas longitudinales color rojizo en los sépalos y
labelo blanco; Fotografias tomadas en los Mpios. de Quiroga (a, c), Ziracuaretiro (b, f),
Erongaricuaro (d), Tzintzuntzan (e) y Coeneo (g) por Beltran-Nambo.

Habenaria flexuosa Lindl. Es una orquidea terrestre que algunos consideran
endémica de México y que se distribuye en los estados de Chiapas, Jalisco,
Michoacan, Morelos y Oaxaca, mientras que otros la reportan con distribucién en
Guatemala y Costa Rica (Batista et al., 2011). Crece entre gramineas y otras
hierbas, en cafadas o laderas de encinar abierto en suelo rico, bosque de pino y
encino en suelos rocosos de origen volcanico, de 1500 a 2660 msnm. Florecen
desde finales de julio hasta principios de septiembre (Gonzalez-Tamayo &

Hernandez, 2010). La inflorescencia en racimo, a veces unilateral con cuatro a
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nueve flores dispuestas en espiral. Flores de color verde poco atractivas que
abren en sucesion (Gonzélez-Tamayo & Hernandez, 2010) (Fig. 1c). Detalles en
Anexo 1 (al final del documento). Su estado de conservacion es desconocido,
debido a la similitud que guarda con otras especies como Habenaria diffusa (A.
Rich. Et Gal.) (Gonzalez-Tamayo & Hernandez, 2010).

Laelia autumnalis (Lex.) Lindl. Es una planta epifita o litéfita endémica de
México, que se localiza a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal en estados
como Nayarit, Jalisco, Colima, Guanajuato y principalmente en el estado de
Michoacan (Halinberg & Soto, 1997; Garcia-Cruz et al., 2003). A esta especie se
le ve frecuentemente creciendo sobre Quercus en los bosques de encino y pino-
encino, a altitudes entre 2000 y 2600 msnm. Florece de octubre a noviembre y
ocasionalmente en diciembre. Inflorescencias erectas a curvas de 40 a 100 cm de
longitud. Flores grandes de color lila a magenta, labelo con lobulos laterales
blancos y columna de blanco a magenta, las hojas son verdes con tinte color
magenta (Halbinger & Soto, 1997) (Fig. 1e). Detalles de la planta en Anexo I, al
final del documento. Su estado de conservaciéon puede definirse como no
vulnerable, ya que no se cita en la NOM-059. Sin embargo, debido a que es una
especie vistosa y apreciada por los cultivadores de orquideas, se encuentra bajo
una fuerte presién de colecta, lo que aunado a la perturbacion de su habitat la
define como una especie amenazada (Halinberg y Soto, 1997; Garcia-Cruz et al.,
2003).

Laelia speciosa (Kunth) Schitr. Es una de las orquideas con mayor importancia
cultural en el centro del pais. Es una especie endémica de México de habitos
principalmente epifitos que se distribuye en el Eje Volcanico Transversal y en
montafas aledafias de la Sierra Madre Oriental y Occidental, en estados como
Durango, Aguascalientes, Zacatecas, Jalisco, Michoacan, Guanajuato, Querétaro,
Hidalgo, San Luis Potosi y Tamaulipas. Crece generalmente en bosques de
encino de Quercus deserticola, pero también en bosques xerdfitos sobre
“Mezquite” (Prosopis), Yucca y cactus, a altitudes de 1400 a 2400 msnm

(Halbinger & Soto, 1997). Florece de mayo a julio, o excepcionalmente a principios
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de agosto. Las flores son grandes y resupinantes, de color lila a lila purpura, labelo
blanco con los margenes frecuentemente coloreados, columna rosa en la parte
dorsal y blanca en la ventral (Fig. 1d). Los detalles de la planta estan en el Anexo
1, al final del documento. Su estatus de conservacion es: Vulnerable, debido a la
colecta de ejemplares silvestres para su venta en mercados locales. A pesar de
sus amplios rangos geograficos, esta especie tiene poblaciones pequefias y
raramente son abundantes. En algunos sitios de Michoacan la especie es
colectada en exceso provocando que las poblaciones hayan disminuido debido a
la extraccidn de plantas completas en floracion y por lo tanto una baja produccién

de capsulas (Hagsater, 1990).

Prosthechea squalida (La Llave & Lex.) Soto Arenas & Salazar. Es una
especie epifita o rupicola endémica de México, que se distribuye en la Sierra
Madre Occidental, Eje Volcanico Transversal, Sierra Madre del Sur en las
montafas al norte del Balsas; en estados como Durango, Sinaloa, Nayarit, Jalisco,
Colima, Michoacan, Morelos y Guerrero; en los bosques del oeste de México de
pino, pino-encino, bosques mesdfilos y en la zona de transicién del bosque tropical
deciduo, a altitudes de 1400 a 2300 mnsm. Florece principalmente de febrero a
mayo (junio) (Hagsater, 2008). La planta presenta hojas apicales, 2-4, lineares,
verde palidas o amarillentas, varios pseudobulbos unidos en un rizoma. Los
sépalos presentan 5 lineas longitudinales café rojizas, labelo color crema, quillas
algo verdosas, lobulos laterales con lineas purpura (Hagsater, 2008) (Fig. 1g).
Detalles de la planta en Anexo |, al final del documento. Su estado de
conservacion es: desconocido. Se considera una de las especies mas comunes

en las estaciones secas.

2.4. SITIOS DE COLECTA

La colecta se realizé en 11 sitios de muestreo ubicados en diferentes municipios
de la Provincia Fisiografica Cinturén Volcanico Transversal en el Estado de
Michoacan (Fig. 2) que fueron elegidos con base en los registros de distribucion

en el estado de las 4 especies seleccionadas (Instituto de Ecologia A.C. -INECOL)

14



GENERALIDADES

y recorridos en campo para localizar poblaciones de las plantas seleccionadas.
Los datos de referencia de cada uno de los sitios y las especies de orquideas

encontradas en cada uno se muestran en la Tabla 4.

b

Provincias Fisiograficas
o Dominios

I Volcanico Mexicano
Volcanico Inferior
Sierra Madre del Sur
Tierra caliente
Depresion del Balsas

Cuencas Lacustres

Area de estudio

Figura 2. Provincias fisiograficas del estado de Michoacan y sitios de colecta. Se
muestran en diferentes colores cada una de las provincias fisiograficas del estado. La
Provincia del Cinturén Volcanico Transversal en color café en el mapa; el area de estudio
se encuentra delimitada en color verde en esta provincia. Los sitios de muestreo se
sefalan con numeros en la proyeccion. (Mapa elaborado en el programa Qgis V. 2.1.8 a
partir de las provincias fisiograficas propuestas por Gardufio et al., 1999 y coordenadas
georreferenciadas en el Portal de Geoinformacién de CONABIO
http://www.conabio.gob.mx/informacion/qis/).

Los suelos mas importantes en el area de estudio son los andosoles, los cuales
son suelos jovenes derivados de cenizas volcanicas que sustentan extensas
plantaciones de aguacate, bosque de pino y bosque de pino-encino,
principalmente. En menor proporcion se encuentran luvisol, vertisol, acrisol,
leptosol, regosol y cambisol. En algunas regiones se presenta el tipo de suelo
denominado malpais como en las localidades de San Andrés Coru y Uruapan
(CONABIO, 2005).

En las localidades de San Andrés Coru y Santa Fe de la Laguna fue posible
colectar todas las especies de orquideas seleccionadas, tanto terrestres como
epifitas, a excepcion de E. citrina que no se encontré en Santa Fe. De cada
especie de orquidea se tomaron fotografias para corroborar su identidad y en

algunos casos se colectaron flores.
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Tabla 4. Datos de referencia de los sitios de colecta y especies de orquideas analizadas
en cada uno de los puntos de muestreo. (Tipos de vegetacion observada y corroborada
de acuerdo a INEGI, 1985).

SITIOS DE COLECTA DATOS DE
LOCALIDA  REFERENCIA VEGETACION ORQUIDEA
No. MUNICIPIO (coordenadas,
altitud)
1 Acuitzio Acuitzio N19° 29°36.35” Bosque de pino- L. autumnalis
W 101°20°49.73”  encino,  cedro 'y
2145 msnm el
2 Erongaricuaro Oponguio N 19° 38°42” Bosque de encino L. autumnalis
W 101° 39°43.9” L. speciosa
2114 msnm
3 Morelia Cuanaijillo N 19° 38" 34.18“ Bosque de encino L. speciosa
W 101° 20" 45.09”
2200 msnm
4,5 Quiroga Sta. Fe de la N 19°41°37.37” Bosques de Pino- L. speciosa
Laguna W 101° 3345 encino y encino B. purpurata
N 19°41° 26.4” G. lagenophora
W 101° 31°20” H. flexuosa
2281 msnm
7 Tingambato Tingambato N 19° 30°3.49” Bosque de pino -  B. purpurata
W 101° 50°17.49” encino G. lagenophora
2151 msnm H. flexuosa
6 Tzintzuntzan Cucuchucho N 19° 36°18.4” Bosque mixto de pino, L. autumnalis
W 101° 37°18.62” encino y cedro, algunas
’ nopaleras y copal
2049 msnm
11 Uruapan Reserva N19° 25" 41.41” Bosques de pino, pino  B. purpurata
Natural W102° 06°21.5 — encino y mes6filo de 5 ja5en0phora
Uruapan montana.
1780 msnm H. flexuosa
8 Coeneo Carretera N 19°43°02.16” Bosque de pino - L. autumnalis
W 101° 37°45.53” encino P. squalida
2239 msnm
9, Ziracuaretiro San Andrés N 19° 27°41.5” Bosque mixto con pino L. gutumnalis
0 ER” » — encino Yy bosque on
10 Coru W 101° 56°55.2 o] dee s E. CItr/na'
1700 msnm ceiba, cedro, parota, FP- Squalida

N 19° 26°14.24”
W 101° 57°07.71”

tepeguaje.

B. purpurata
G. lagenophora
H. flexuosa
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3. JUSTIFICACION

Debido a que se han encontrado patrones diferentes en la asociacion entre
orquideas y hongos micorricicos (HM), y a que se conoce muy poco sobre el papel
que desempefian los hongos endéfitos no micorricicos presentes en sus raices, es
importante explorar estas interacciones dentro de la gran cantidad de orquideas
nativas de México y América, las cuales cuentan con escasos estudios al
respecto. Para ello se requiere examinar los difrentes taxa de hongos y evaluar
cuantos de ellos facilitan la germinacién de la semilla y el crecimiento de plantulas
hasta su madurez con la finalidad de analizar si estas interacciones favorecer la
distribucion y abundancia de las orquideas. Una vez que estos dos grupos de
hongos hayan sido caracterizados los estudios podran entonces enfocarse en su
aplicacién para programas de conservacion de estas plantas por medio de

propagacion simbidtica, a partir de semillas para reintroduccion.

4. HIPOTESIS

Las especies de orquideas mexicanas asociadas con una mayor diversidad de
hongos micorricicos y endofitos no micorricicos se encuentran mas ampliamente
distribuidas y sus procesos germinativos son mas eficientes que aquellas que
tienen asociaciones con poca variedad fungica.
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5. OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las comunidades fungicas asociadas a las raices de siete orquideas
silvestres mexicanas (Bletia purpurata, Govenia lagenophora, Habenaria flexuosa,
Laelia autumnalis, L. speciosa, Euchile citrina y P. squalida) y determinar su
eficiencia para promover la germinacién y supervivencia de plantulas in vitro.

5.1.1. Objetivos particulares

1. Caracterizar morfolégicamente e identificar molecularmente los hongos
micorricicos y endofitos no micorricicos presentes en las raices de las orquideas
silvestres mexicanas en estudio.

2. Inferir preliminarmente las relaciones filogenéticas de los hongos
identificados.

3. Comparar la diversidad fungica presente en las raices de las diferentes
especies de orquideas y entre los sitios de colecta.

4. Elaborar el perfil de acidos grasos de los hongos micorricicos y enddfitos no
micorricicos identificados.

5. Determinar el grado de compatibilidad entre los principales hongos
identificados y las diferentes especies de orquideas y su eficiencia para promover
la germinacién y supervivencia de plantulas in vitro.
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6. RESULTADOS

CAPITULO |. DIVERSIDAD FUNGICA ASOCIADA A LAS RAICES DE SIETE
ESPECIES DE ORQUIDEAS MEXICANAS

RESUMEN
Los hongos asociados a las raices de las plantas son importantes para diferentes

procesos, entre los que se incluyen el desarrollo de plantulas y su dispersion. En
México, es muy limitado el conocimiento sobre los hongos que interactuan con las
raices de orquideas y su posible funcidén para su supervivencia y dispersién en
diferentes sitios geofraficos. Por esta razén el objetivo de este trabajo fue
determinar la composicion, diversidad y relacidones filogenéticas de las
comunidades fungicas asociadas a raices de 7 especies de orquideas mexicanas:
Bletia purpurata, Euchile citrina, Govenia lagenophora, Habenaria flexuosa, Laelia
autumnalis, L. speciosa y P. squalida. Las muestras se colectaron en 11 sitios del
Cinturén Volcanico Transversal en Michoacan, México. De 299 enddfitos aislados,
se caracterizaron 100 morfotaxa representativos utilizando métodos morfologicos y
moleculares, obteniendo la identidad de 85 e identificando 5 géneros de hongos
basidiomicetos, incluidos dos micorricicos (Tulasnella 'y Serendipita) y 18 géneros
de hongos ascomicetos, como Trichoderma y Xylaria que fueron los mas
abundantes. Se comparé la diversidad fungica en las 7 especies de orquideas y
en los 11 sitios de muestreo utilizando los indices Chao 1, Jacknife 1, Simpson,
Shannon-Wiener y Whittaker. Se elaboraron curvas de acumulacién de especies.
En este trabajo especies como Laelia autumnalis, L. speciosa y P. squalida que
fueron encontradas en diferentes sitios, parecen ser mas generalistas hacia los
enddfitos con los que se asocian mostrando una alta diversidad y se encontraron
en simbiosis con el género Tulasnella. Mientras que otras orquideas parecen ser
mas especificas como E. citrina y Habenaria flexuosa que mostraron bajos indices
de diversidad y una distribucion local pobre. Estos resultados han sido reportados
para especies con alto grado de endemismo. Las orquideas terrestres presentaron
menor diversidad y se encontaron en simbiosis con Tulasnella y Serendipita. La
diversidad mas alta de hongos por sitio de muestreo se presentd en los sitios 9 y
10 (San Andrés Coru), en los que se localizaron 6 de las especies analizadas y de
manera inversa los sitios con menor diversidad fungica fueron el 1 y el 3 (Acuitzio
y Cuanajillo) en donde se presentd una sola especie de orquidea. Ademas,
parecen existir procesos de segregacion que les permite a las orquideas una
mejor supervivencia y adaptacion al asociarse con diferentes especies fungicas
cuando comparten sitios.

Palabras clave: Hongos micorricicos, hongos no micorricicos, indice de Shannon-
Wiener, diversidad beta.
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ABSTRACT

Fungi associated with plants roots are important for different plant processes
including germination and development. In Mexico, is still very limited the
knowledge about fungal species that interacts with orchids roots and their
possible role to plant success and dispersion in different geographical locations.
For this reason, the aim of this work was to determine the community
composition, diversity and phylogenetic relationship of fungi associated with
orchids roots of seven mexican orchids species: Bletia purpurata, Euchile citrina,
Govenia lagenophora, Habenaria flexuosa, Laelia autumnalis, L. speciosa y P.
squalida. The samples were collected in 11 sites of Transversal Volcanic System
in Michoacan, Mexico. From 299 isolated endophytes, 100 representative
morphotaxa were caracterized using morphological and molecular methods. The
identity of 85 of them was obtained. Five Basidiomycota fungi genera were
identified, including two reported as mycorrhizal fungi (Tulasnella and Serendipita)
and 18 genera of ascomycete fungi, such as Trichoderma and Xylaria, which were
the most abundant. Diversity of fungi in the 7 orchids species and in the 11
sampling sites was calculated with Chao 1, Jacknife 1, Simpson, Shannon-Wiener
and Whittaker indexes. Acumulation curves were performed. In this work, species
such as L. autumnalis, L. speciosa and P. squalida that were found in different
sites, seem to be more generalists to endophytes which are associated and were
found in symbiosis with the orchid mycorrhizal genera Tulasnella, while others
orchids seem to be more specific as E. citrina and Habenaria flexuosa that
showed the lowest indexes of diversity and poor local distribution. This situation
has been reported for species with high endemism degree. Terrestrial orchid
showed a lower diversity and they were found in simbiosis with Tulasnella and
Serendipita. Highest fungi diversity per sampling site was presented at sites 9 and
10 (San Andrés Coru), where 6 of analyzed species were located and inversely
the sites with lowest fungal diversity were sites 1 and 3 (Acutzio and Cuanajillo) in
each of which a single species of orchid was found. Also, it could be segregation
processes, so that the association with different fungal species when plants are
presents in the same sites allows orchids a better survival and adaptation.

Key words: Non-mycorrhizal fungi; mycorrhizal fungi; Shannon-Wiener index;
beta diversity.

.1. Introduccion

Algunas revisiones describen una gran cantidad de hongos asociados a la familia
Orchidaceae (Rasmussen & Rasmussen, 2007; Liu, et al., 2010; Dearnaley et al,

2012; Xiaoya et al., 2015). Sin embargo, la investigacion sobre la diversidad en
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sus raices se habia enfocado principalmente en los hongos que forman la
denominada Micorriza Orquideoide (MO), debido a su papel primordial en los
procesos de germinacion de las semillas y su contribucién en el desarrollo y
nutricion de las plantas (Noval et al., 1999; Rasmussen & Rasmussen, 2007,
Wright et al., 2011; Nurfadilah et al., 2013; Rasmussen et al., 2015; Freudenstein
& Chase, 2015). Recientemente, ha sido reportado que es probable que también
co-existan asociaciones benéficas con otros hongos endofitos (Herrera et al.,
2017) y por esto se ha incrementado el interés en los hongos enddfitos no
micorricicos de las orquideas, debido a sus funciones fisiolégicas posibles, las
relaciones sinérgicas o antagonicas que pudieran tener con otros organismos y
que benefician a las plantas y a su potencial como fuente de compuestos
bioactivos (Bayman & Otero-Ospina, 2006; Nontachaiyapoom et al., 2011;
Khamchatra et al., 2016).

La presencia de ambos grupos de hongos (micorricicos y no micorricicos) en las
raices de otras familias de plantas ayuda a la absorciéon de agua y nutrientes para
su transporte hacia los tejidos vegetales, incrementan la resistencia de las
plantas al liberar sustancias téxicas o metabolitos e incrementan la germinacion y
el desarrollo de plantulas; por esta razon pueden tener un profundo impacto en la
evolucion, ecologia, salud, estructura y diversidad de las comunidades vegetales
con las que se asocian (Contreras-Cornejo et al., 2009; Otero-Ospina & Bayman,
2009; Jiménez et al., 2011; Otero et al., 2011; Mapperson & Kotiw, 2014; Ye et
al., 2014). De manera que el conocimiento de los diferentes hongos asociados a
las raices de las orquideas puede mostrar un mejor panorama sobre las
interacciones que se presentan en los habitats naturales de las orquideas
(Gamboa-Gaitan, 2006) y como estos hongos contribuyen a su supervivencia y
adaptacién (Swarts y Dixon, 2009).

Algunos trabajos sefialan que la diversidad de hongos micorricicos y no
micorricicos cambia de acuerdo con la especie de orquidea y con su ciclo de vida
y que pueden existir diferentes patrones: algunas orquideas permanecen en
asociacién con un solo simbionte, mientras que otras pueden cambiar de

simbiontes durante el proceso de transicion de la etapa juvenil a la adulta o
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durante algun cambio ambiental (Rasmussen et al., 2015), por esta razoén, se
considera que el estudio de enddfitos que pueden estimular el desarrollo del
embrién y promover el crecimiento de la planta en combinacién con hongos
micorricicos o por si solos, es un tema que permanece poco explorado, aunque
es muy prometedor (Teixeira et al., 2015).

Uno de los retos principales de la ecologia y biologia de la conservacion es la
determinacién de los factores que influyen en la distribucion espacial vy
abundancia de especies de plantas escasas o en riesgo (Waud et al., 2014) y se
conoce muy poco sobre el papel fisiolégico y el grado de asociacién o
especificidad de los hongos en las raices de orquideas epifitas comparados con
los de las orquideas terrestres, aunque la mayoria de las orquideas son epifitas
tropicales y subtropicales (Avila et al., 2013). A escala global, se menciona que
los hongos micorricicos se presentan menos consistentemente pero la relacion
parece ser mas altamente eficiente en orquideas epifitas que en las terrestres
(Bailarote et al., 2012; McCormick et al., 2018) y que muchos de los hongos en
estas plantas son endofitos no micorricicos que forman un componente
importante de la diversidad fungica en sus raices (Yuan et al., 2009).

En México la desaparicion anual de grandes extensiones de bosques de pino, pino
encino y bosque mesodfilo de montafa trae consigo la pérdida de poblaciones
enteras de orquideas cuya mayor diversidad se ubica en este tipo de ecosistemas
(Gual-Diaz y Rendoén-Correa, 2014). En el estado de Michoacan se encuentra
parte de esta vegetacion en la zona de la cadena montafiosa denominada Eje
Neovolcanico Transversal que ocupa una porcidon de su territorio y que se
encuentra en grave problema de deforestacion por la conversion de sus bosques a
huertas para el cultivo de aguacate (CONABIO-SUMA, 2005), de manera que se
reportan 25 especies de orquideas en categoria de riesgo en este estado
(SEMARNAT, 2010) y por esta razén es importante tomar acciones que permitan
el desarrollo de estrategias para su conservacion. Una de ellas es el uso de
hongos simbiontes que pudieran incrementar la germinacién, estimular su
desarrollo y su capacidad adaptativa, ya que se menciona que la distribucion de

algunas orquideas esta determinada por el grado de disturbio de los sitios en que

22



RESULTADOS. CAPITULO |
Divesidad fungica asociada a las raices de siete especies de orquideas mexicanas

se desarrollan, la adaptabilidad de la especie y la asociacién con hongos de
amplia dispersion, entre otros factores (Beltran et al., 2012; Oliveira et al., 2013).
En el pais mas del 40% de las especies de orquideas son endémicas y sus
asociaciones fungicas con hongos micorricicos y no micorricicos han sido poco
estudiadas,aunque algunos trabajos senalan que la distribucion, abundancia y
heterogeneidad de los simbiontes fungicos son factores importantes a escala local
para la adatacién y dsitribucion de las orquideas (McCormick et al., 2018). Por
ello, la finalidad de este trabajo fue comparar la diversidad de hongos asociados a
las raices de 7 especies de orquideas mexicanas, algunas con fuerte presién
sobre sus poblaciones debido a su uso ornamental y artesanal: las especies
epifitas Laelia autumnalis (Lex.) Lindl., L. speciosa (Kunth) Schltr, Euchile citrina
(La Llave & Lex.) W. E. Higgins y Prosthechea squalida (La Llave & Lex.) Soto
Arenas & Salazar y las especies terrestres Bletia purpurata A. Rich & Galeotti,
Govenia lagenophora Lindl. y Habenaria flexuosa Lindl. Adema, se analizé si la
presencia de una mayor diversidad de hongos (asociacion generalista) se
relaciona con una mayor dispersion de las orquideas o alternativamente, si una
asociacion mas eficiente con pocos hongos de amplia distribucion (asociacion
especifica) es uno de los factores que permite un mayor éxito adaptativo a estas

plantas.

.2 Metodologia

Plantas y sitios de colecta

La colecta se realizé en 11 sitios de muestreo ubicados en diferentes municipios
de la Provincia Fisiografica Cinturén Volcanico Transversal en el Estado de
Michoacan (Fig. 3) que fueron elegidos con base en los registros de distribucion
en el estado de las 7 especies seleccionadas (Instituto de Ecologia A.C. -INECOL)
y recorridos en campo para localizar poblaciones de las plantas seleccionadas.
Los datos de referencia de cada uno de los sitios y las especies de orquideas

encontradas en cada uno se muestran en la Tabla 4 (seccion de Generalidades).
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Figura 3. Ubicacién de sitios de muestreo. Se muestran la localizacion geografica de los
11 sitos de colecta y los limites de los 9 municipios en los que se ubican. (Imagen
elaborada en el programa Qgis V. 2.1.8, a partir de coordenadas municipales obtenidas
del Portal de Geoinformacion de la CONABIO).

En cada sitio se establecié un cuadrante de 100 m?, que fue dividido en areas de
20 x 33 m, y en cada una de ellas se seleccioné un arbol con plantas de
cualquiera de las especies seleccionadas (Fig. 4) para un total de 15 arboles
muestreados por sitio y/o especie (cuando fue posible ya que no todas las
especies estuvieron presentes en todos los sitios). Para la toma de muestra se
eligieron al azar de 3 a 5 raices de cada arbol para un total de 63 raices de L.
autumnalis, 75 de L. speciosa, 30 de P. squalida, 10 de E. citrina, 75 de B.
purpurata, 65 de G. lagenophora y 30 de H. flexuosa. Las raices fueron
debidamente etiquetadas y transportadas a laboratorio en refrigeracion.

Los nombres taxondmicos de las especies de orquideas que se plasman en este
documento se basan en la nomenclatura aceptada por el Kew Royal Garden,
reportados en “The Plant List” (2013) que fue consultada electrénicamente.

Los muestreos se realizaron en la época de floracién de las orquideas en los
afios 2014-2016 y su identidad se corroboré mediante la toma de fotografias y/o

colecta de flores.
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Figura 4. Disefio experimental. Dimensiones del area de colecta en cada sitio (100 m2) y
de los cuadrantes de muestreo (20 x 33 m) en los que se seleccioné un arbol con
orquideas para la toma de muestras.

Aislamiento

Las raices fueron cortadas manualmente en fragmentos transversales de 1cm y
de cada uno de estos fragmentos se realizé un corte de 1 mm aproximadamente
para su montaje en alcohol polyvinil-lactoglicerol y su observacion en
microscopio, con la finalidad de detectar la presencia de hifas o pelotones de los
hongos. Se seleccionaron de 3 a 5 fragmentos colonizados por raiz para el
aislamiento de los hongos.

Los fragmentos seleccionados fueron desinfestados superficialmente siguiendo la
metodologia de Ortega-Larrocea (2008) utilizando hipoclorito de sodio comercial
diluido al 10%, seguido de solucion de antibidticos (eritromicina al 2% vy
gentamicina al 1%) y enjuagando con agua destilada estéril 3 veces. Para
asegurar el aislamiento de hongos enddfitos no micorricicos y micorricicos se
extrajeron hifas que no estaban formando pelotones fungicos e hifas en
enrrollamientos por medio de la diseccion de los fragmentos de raiz
seleccionados y removiendo el velamen y la exodermis bajo microscopio
estereoscoépico y campana de flujo laminar (Rasmussen & Whigham, 2002), que
fueron posteriormente dispersados en medio de cultivo de aislamiento fungico
(MAF) (Clements, 1988; Mitchell 1989) utilizando gotas de agua destilada estéril

25



RESULTADOS. CAPITULO |
Divesidad fungica asociada a las raices de siete especies de orquideas mexicanas

e incubados a 26° C en obscuridad hasta que se observaron hifas en crecimiento.
Se cortaron segmentos de estas hifas con bisturi y se transfirieron a cajas de
Petri con medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) e incubados a 26° C para su

caracterizacion e identificacion.

Caracterizacion morfolégica

Se determind el color de la superficie de los cultivos a los 15 dias con las cartas de
color para suelo Munsell (2000). Se analizaron otras caracteristicas
macroscopicas del cultivo: brillo, textura, olor, modo de crecimiento (Pereira et al.,
2005), tasas de crecimiento con la técnica de Currah et al., (1987) y representadas
en valores promedios, con base en 3 réplicas por cepa. A los 30 dias se analizo la
formacion de esclerocios, ascosporas, basidiosporas y/o células monilioides (Shan
et al., 2002). Se hicieron montajes en portaobjetos y tincion con azul de tripan y/o
fucsina acida, se hicieron mediciones de largo y ancho de las células monilioides y
esporas. Para ambas mediciones se utilizO un microscopio marca Leica con
camara integrada Z1000 y el programa AMScope V. 3.7. Se realizaron pruebas de
capacidad enzimatica por reaccion a la presencia de polifenil oxidasas mediante la
preparacion de medio de cultivo con acido tanico propuesto por Davidson et al.,
(1938) y Zelmer (1994). Se inocularon 3 cajas por cada una de las cepas
obtenidas del aislamiento en PDA con un fragmento de micelio de 1 mm?® y
llevadas a incubacion a 25 °C por periodos de 5 a 15 dias; después de lo cual se
observo la reaccidén de los aislados, considerando negativos a aquéllos que no
mostraron cambio de coloracién en el medio o crecimiento y positivos en el caso
contrario.

Con las caracteristicas obtenidas se elabord una matriz codificada numéricamente
de acuerdo a estados de caracter para su utilizacion en el analisis de agrupacion.
Las cepas fueron agrupadas con el criterio aglomerativo WARD sobre las
distancias euclidianas estimadas a partir de la similitud en las caracteristicas
cualitativas y cuantitativas, estimando su coeficiente de correlacién cofenética en

el ambiente R versién 3.3 (Development Core Team, 2008).
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Determinacién molecular

Para la determinacién molecular se seleccionaron cepas representativas de cada
uno de los grupos formados con el andlisis aglomerativo. Se hicieron cortes de 1
mm? de los aislados en PDA que se colocaron en medio papa-dextrosa broth
(PDB), por 15 a 20 dias a una temperatura de 25°C en agitacion y en presencia de
luz. Los hongos crecidos en el medio PDB se licuaron en 150 mL de agua
destilada por 1 minuto, y se tomaron alicuotas de 1 mL que se vaciaron en una
membrana de dialisis montada en vacio (manifall). La identificacién se realizd por
medio de los espaciadores internos transcritos ribosomales (ITS). Se extrajo ADN
total de tejido fresco crecido previamente en medio PDB y lavado con bomba de
vacio, utilizando el miniKit Dneasy Plant (Qiagen). Para la amplificacion se
utilizaron los primers universales ITS1 e ITS4 (White et al., 1990), siguiendo el
protocolo sugerido por Swarts y colaboradores (2010) pero utilizando una ADN-
polimerasa de la marca Qiagen. La secuenciacién en los dos sentidos (5°-3"y 3'-

57) la realiz6 la empresa Macrogen (Seul, Korea).

Alineamiento taxonémico y relaciones filogenéticas

Todas las secuencias fueron editadas en el programa Sequencher 5.2.4
(GeneCodes, Ann Arbor, Michigan, USA) y posteriormente se realizé una
busqueda de secuencias similares en la base de datos del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con la opcion MegaBLAST (Morgulis et al., 2008).
Las secuencias obtenidas en este estudio se alinearon con las secuencias de
referencias con el programa MUSCLE (Edgar, 2004), mejorando manualmente con
el programa PhyDe® (Mdller et al., 2005). Con base en la identificacién molecular,
las secuencias se dividieron para su andlisis filogenético, considerando el phylum
de inclusion. Para el grupo de Basidiomicetos se eligi6 como grupo externo a
Dacrymyces stillatus y para el grupo de Ascomicetos se eligid a Saccharomyces
cerevisiae por ser géneros ubicados en las clases Dacrymycetes vy
Hemisacomycetes consideraradas ancenstrales de acuerdo al trabajo de Hibbet et
al., (2007). Para el alineamiento se incluyeron algunas secuencias que pudieran

ayudar a definir las ramas de los arboles por su relacion filogenética con las
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secuencias identificadas de acuerdo a los trabajos de Xing y colaboradores (2013)
y Prieto y Wedin (2013). Las relaciones filogenéticas entre taxa fueron estimadas
mediante analisis de maxima parsimonia utilizando el programa Mega V. 7.0
(Tamura et al., 2011) estimando su apoyo estadistico con 100 réplicas Boostrap,
utilizando un modelo de sustitucidon nucleotidica de tipo TrNef + G para el caso de
basidiomicetos y TPM2 uf + G para ascomicetos, estimados con jModeltest
(Posada, 2008). Las inferencias filogenéticas se ejecutaron con el programa
MrBayes V. 3.2 (Ronquist et al., 2012) ejecutando en paralelo cuatro cadenas de
Markov de 10,000,000 generaciones cada una. Se eligié el mejor arbol con apoyo

bootstrap.

Analisis de diversidad

Se comparo la diversidad fungica entre las especies de orquideas seleccionadas y
después la diversidad fungica por sitio de muestreo.

Se determind la riqueza especifica y diversidad alfa utilizando dos métodos no
paramétricos reportados como los mas adecuados para muestras pequefias y de
diferente tamano: Chao 1 (Chao, 1984) y Jacknife (Palmer, 1990) e indices de
Shannon-Wiener (Shannon & Weaver, 1949) e indice de igualdad de Pielou (1981)
(J*) que ha referencia a que tan cerca se encuentran por numero de individuos las
especies en un medio ambiente. Se determind ademas el esfuerzo de muestreo
utilizando curvas de acumulacion en el programa EstimateS V.9.0 (Colwell, 2013).
Se determind la diversidad beta general (que indicoé la magnitud de cambio en la
composicion de especies fungicas entre las 7 especies de orquideas estudiadas y
entre los 11 sitios de muestreo, utilizando el indice de reemplazo de especies de
Whittaker (1972), calculado en el programa PAST V. 3.17 (Hammer et al., 2001).
Ademas se determind la diversidad beta para cada par de combinaciones de
especies de orquideas y para cada par de combinaciones de sitios de muestreo,

por medio del mismo indice.
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l. 3. Resultados

Aislamiento y caracterizacion de los aislados fungicos. Se aislaron un total
de 299 cepas fungicas de 143 de las 348 raices procesadas (41%) de las 7
especies de orquideas analizadas, de las cuales mas del 60 % se obtuvieron de
las raices de orquideas del género Laelia. Con base en la caracterizacion
morfoldgica, el arbol de distancias generado, separd a los aislados en 4 grupos
principales (A,B,C y D) (Fig. 5).
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Figura 5. Arbol de distancias generado a partir de caracteristicas morfolégicas de las
cepas aisladas de las 4 especies de orquideas utilizando criterio aglomerativo WARD
basado en distancias euclidianas y analizando su coeficiente de correlacion cofenética
en ambiente R V. 3.3. (Se muestran solo algunas de las cepas incluidas en cada grupo
generado, se indican los cuatro grupos mayores generados, distancia D-A = 12.8).

Grupos generados:

Grupo A. Integrado por 18 morfotipos: M1, M34, M37, M85 a M90, M92, M93,
M95 a M101. En este grupo quedaron incluidas las cepas con caracteristicas
afines a hongos micorricicos orquideoides, entre las que se destacan la
formacion de células moniliodes, angulos de ramificacién en 90°, una ligera

constriccion en el punto de ramificacion, no presentaron esporulacion o formacion
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de cuerpos fructiferos, tuvieron una reaccion negativa a la prueba enzimatica de

oolyphenyl oxidasas y presentaron aroma ligeramente citrico (Fig. 6).
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Figura 6. Caracteristicas morfoldgicas de grupo A. Imagenes 1, 2 y 3: apariencia de la
colonia (M86, M1 y M90 respectivamente). Imagenes 4 y 5: hifas binuclueadas M1 y M90
(aumento 100x). Imagen 6: constriccion en el punto de ramificacion M98 (100x).
Imagenes 7 y 8: células monilioides M1 y M90 (aumento 100x), (imagen 8 tefida con
fucsina acida). Imagen 9: enrrollamientos hifales en M96 (tincion con fucsina acida,
aumento 100x). (Fotografias: Beltran-Nambo).

Grupos B y C. En estos grupos quedaron incluidas las cepas que en su mayoria
tuvieron formacion de ascosporas (Fig. 7-7 y 7-8), algunas con reaccion
enzimatica positiva y apariencia de la colonia algodonosa como caracteristicas
distintivas. El grupo B con cepas de apariencia serosa a afelpada y crecimiento
de las hifas sumergido a ligeramente aéreo, con coloraciones gris verdosas (3/1
2.5Y) o pardo-rojizas (6/4 10YR) y reaccion enzimatica positiva. Tasas de
crecimiento de 2 a 3 mm / dia. Se incluyeron en este grupo 121 morfotipos
(algunos ejms. M3, M4, M9, M17, M25, M35, M39, M40, M43, M47-M50, M60-
M61, M65-M68, M73, M77) Fig. 7-1, 7-2 y 7-6). El grupo C quedo integrado por
morfotipos de colonias con apariencia de afelpada a muy algodonosa y por lo

tanto micelio de crecimiento aéreo, la coloracion de la colonia fue blanca (8/2 5Y)
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aunque en ocasiones mezcladas con tonalidades grisaceas (3/1 2.5Y) y reaccién
enzimatica negativa, sus tasas de crecimiento mayores a 3 mm / dia. Los
miembros de estos subgrupos presentaron hifas de 2 a 4 ym de diametro (Fig. 7-
3 a 5). En este grupo se incluyeron 147 morfotipos (M16, M18, M29, M33, M41-
42, M44-M46, M51-M54, M56, M57, M59, M74-M75, M78-79, M83, M94, M102,

entre otros).

Figura 7. Caracteristicas morfolégicas de los grupos B y C. Imagenes 1-3: apariencia de
la colonia serosa y coloracién crema, pardo, rojiza u oliva (M77, M4 y M51). Imagenes 4-
6: apariencia de la colonia de afelpada a algodonosa (M47, M83 y M82). Imagenes 7 y 8:
apariencia de las hifas y formacién de ascoporas. (Fotografias: Beltran-Nambo).

Grupo D. Este grupo presentd como caracteristica distintiva la formacién de
cuerpos fructiferos y esporulacion con formacién de basidiosporas. La apariencia
de la colonia vari6 de ligeramente serosa a afelpada u algodonosa. Células
alargadas no monilioides de 10 a 15 pym de largo (Fig. 8). El grupo incluy6 13
morfotipos (M15, M38, M55, M62, M103 al M111).
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Figura 8. Caracteristicas morfolégicas del grupo D. Imagenes 1 y 2: apariencia de la
colonia (M38 izquierda y M15 derecha). Imagen 3: Presencia de constriccion el punto de
ramificacion semejante a grupo A (M38) (100x; tincidn con azul de tripano). Imagen 4:
hifas binucleadas (M15) (100x; tibcidon con azul de tripano) y formacién de enrollamientos
(al fondo). Imagenes 5 y 6: formacion de cuerpos fructiferos (M15 y M62). (Fotografias:
Beltran-Nambo).

Determinacién molecular. De los 299 hongos aislados se seleccionaron 100 de
ellos para su determinacién molecular. Debido a que los grupos A y D estaban
integrados por pocos individuos, se decidié incluir a todos sus miembros en el
analisis (18 y 13 respectivamente); se seleccionaron 34 aislados del grupo B, y
35 muestras se tomaron del grupo C. Se obtuvo la identidad de 85 morfotipos (18
del grupo A, 28 del grupo B, 35 del grupo C y 4 del grupo D), los cuales se
enlistan en la Tabla 5. Se identificaron 23 géneros de hongos, de los cuales 5
corresponden a basidiomicetos, incluidos dos micorricicos de orquideas

(Tulasnella 'y Serendipita), los 14 restantes son géneros de hongos ascomicetos.
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Tabla 5. Identidad de los morfotipos secuenciados. Se muestra la clave de los morfotipos
y el porcentaje de identidad que tuvieron con secuencias de Genbank, de las que se
proporciona No. de acceso.

%

IDENTIDAD No. DE % IDENTIDAD No. DE
CLAVE  GRUPO  GENBANK ACCESO  IDENTIDAD | cLAVE ~ CRUPO GENBANK acceso  PETTIP

M1 Tulasnella sp EF393628.1 97 M60 Chaetomium sp. JN650595.1 99

M3 B Trichoderma KJ482545.1 100 M61 B Ascomycete AY273301.2 90
viridarium

M4 B Micorricico o EU880593.1 97 M62 D Coprinus sp. GU234153.1 20
Russula

M9 B Trichoderma KM357288.1 100 M63 C Hypocreales AB734785.1 98
viridae

M15 D Coprinus sp. AB071802.1 90 M6é4 B Endodfito KF436342.1 99

M16 C Muscodor albus AY927993.1 99 M65 B Chaetomium sp. GU934508.1 929

M17 B Chaetomium EU543258.1 99 M66 B Chaetomium sp. JN168655.1 99
nigricolor

M18 C Xylaria KR534721.1 99 Me7 B Trichoderma KU942400.1 99
enteroleuca atroviride

M19 B Sordiariomycete KF709550.1 99 M68 B Trichoderma viride HM776435.1 99

M25 Trichoderma KR995113.1 99 M69 C Hypocreales JQ411376.1 97
rossicum —

M26 C Preussia minima KY124642.1 99 M70 C Hypocreales JQ411376.1 97

M27 C Neofabreae KU194425.1 99 M71 B Paecilomyces inflatus ~ HQ631041.1 93
actinidiae

M28 B Sordiariomycete JF720035.1 97 M72 C Enddfito EU686200.1 99

M29 C Sordiariomycete GQ153245 99 M73 B Trichoderma viride KU727807.1 84

M32 B Sordiariomycete FN386298.1 99 M74 C Helotiales JX317139.1 99

M33 C Hypocreales AB734785.1 98 M75 C Muscodor albus AY927993.1 100

M34 A Tulasnella sp EF393627.1 97 M76 C Ascomycete EF672300.1 92

M35 B Paecilomyces GU566291.1 97 M77 B Trichoderma KR995112.1 99
inflatus 1 rossicum

M36 C Cephaloteca sp. EU823315.1 98 M78 C Preussia minima KY124642.1 100

M37 A Tulasnella JQ247558.1 98 M79 C Preussia minima KY124642.1 99
calospora

M38 D Clitopilus EF413030.1 79 M80 C Alternaria alternata MF141012.1 100
giovanellae.

M39 B Fusarium KR011974.1 99 M81 B Unculture KP889967.1 99
tricinctum

M40 B Trichoderma KU202216.1 99 M82 B Fusarium sp. EU860071. 99
viride

M41 C Nemania sp. JQ761655.1 98 M83 C Xylaria sp. KR154920.1 100

M42 C Ascovirgaria AB740957.1 98 M84 B Trichoderma KY764880.1 100
occulta rossicum

M43 B Fusarium KP137448.1 99 M85 A Tulasnella calospora GU166407.1 96
tricinctum

M44 C Xylaria sp. KU747662.1 99 M86 A Serendipita sp. HQ154256.1 95

M45 C Preussia minima KY124642.1 99 M87 A Tulasnella calospora GU166407.1 87

M46 B Sordariomycete FJ524322.1 96 M88 A Trichocladium KX611533.1 88

opacum

M47 B Trichoderma KX099655.1 99 M89 A Trichocladium sp. KM062090.1 86
viridae

M48 B Fusarium KR011974.1 100 M90 A Trichocladium sp. KM062090.1 88
tricinctum

M49 Sordariomycete HM123351.1 99 M91 B Colletotrichum sp. KP127992.1 85

M50 Trichoderma AF456921.1 99 M92 A Trichocladium sp. KM062090.1 89
viride
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C Helotiales HQ207039.1 99 M93 A Trichocladium KX611533.1
opacum
C Xylaria sp. HQ130668.1 98 M94 C Xylaria sp. KJ512146.1
C Preussia minima KY124642.1 99 M95 A Trichocladium sp. KM062090.1
C Preussia minima KY124642.1 99 M96 A Morchella sp. KP670940.1
D Preussia HQ607896.1 99 M97 A Tulasnella calospora FJ613176.1
cymatomera

C Lachnum sp. AB847053.1 99 M98 A Serendipita vermifera JQ711842.1
C Nemania sp. KP133226.1 99 M99 A Tulasnella calospora AB369939.1
B Spegazzinia sp. FN394703.1 97 M100 A Tulasnella calospora AY373286.1
C Virgaria nigra AB670712.1 99 M101 A Tulasnella calospora HQ889722.1

M102 C Neofabreae actinidiae ~ KU194425.1

84

99
90
85
98

98
99
98

98
99

Alineamiento taxonémico y relaciones filogenéticas. Debido a que no en
todas las muestras identificadas se pudo realizar el consenso de las secuencias
en ambos sentidos y a que algunas de ellas coincidieron en identidad, para el
analisis filogenético se seleccionaron 54 de los hongos identificados. Se
generaron dos arboles, en uno se incluyd a los hongos del phyilum
Basidiomycota (Fig. 9) y en el otro quedaron integrados los hongos que
mostraron identidad con el phyilum Ascomycota (Fig. 10).

En el grupo de los basidiomicetos los morfotipos que mostraron identidad con el
género Serendipita (M86 y M98) quedaron separados de las secuencias de
referencia seleccionadas y se alinearon con una especie del género Russula. En
el caso de los morfotipos identificados como Tulasnella calospora, dos mostraron
cercania con Tulasnella deliquescens (M37, M85 y M87) y tres mas con T. brifons
(M97, M99 y M101), el resto quedd como un clado aparte (Fig. 9).

En el caso de los ascomicetos la mayoria de los morfotipos quedaron alineados
con las secuencias de referencia con las que mostraron identidad y sus
relaciones concuerdan con lo citado en la literatura, quedando en las ramas
inferiores géneros como Lachnum, Morchella y Neofabrea. Algunas excepciones
fueron el morfotipo 96 que mostré identidad con Morchella pero quedo
relacionado con el género Trichocladium y el M91 cuya identidad fue afin a
Colletotrichum pero se relacioné con Paecilomyces y Chaetomium en el analisis

filogenético (Fig. 10).
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Figura 9. Arbol de inferencia filogenética del grupo de basidiomicetos identificados en
este estudio, generado por analisis de maxima parsimonia (IC = 0.64, IR = 0.85, CR =
0.56) y ratificado mediante analisis Bayesiano. Los nodos con soporte estadistico
muestran probabilidad posterior y se sefialan las relaciones entre las secuencias
generadas en este estudio y los grupos obtenidos con el analisis morfolégico (indicados
como G) (Se indican las secuencias de referencia de NCBI).
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Figura 10. Arbol de inferencia filogenética del grupo de ascomicetos identificados en
este estudio, generado por analisis de maxima parsimonia (IC = 0.54, IR = 0.81, CR =
0.43) y ratificado mediante andlisis Bayesiano. Los nodos con soporte estadistico
muestran probabilidad posterior y se sefialan las relaciones entre las secuencias
generadas en este estudio y los grupos obtenidos con el analisis morfolégico (indicados
como G) (Se indican las secuencias de referencia de NCBI).

Analisis de diversidad. Para comparar la diversidad de hongos presentes en las
diferentes especies de orquideas analizadas, las 299 cepas obtenidas fueron
agrupadas por numero de individuos de cada especie o género de hongo
identificado (Tabla 6). El género fungico dominante fue Trichoderma tanto en
numero de especies como de cepas aisladas y se aislé de las orquideas del

género Laelia.
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Tabla 6. Distribucién de los géneros fungicos identificados en las especies de orquideas
estudiadas y numero de cepas de hongos aislados en cada una de ellas.

HOSPEDERO L L. P. P B. G. H.

ENDOFITO autmnalis  speciosa  squalida citrina | purpurata lagenophora  flexuosa
DIVISION ORDEN GENERO Total
Basidiomycota Agaricales Clitopilus giovanealle 2 2

(5) Coprinus sp. 10 10
Russulales Micorricico o Russula 1 1
Tulasnellales  Tulasnella calospora 1 1 1 5 1 9
Serendipitale  Serendipita vermifera 1 1 2

Ascomycota Eurotiales Paecilomyces inflatus 1 1 2
(14) Glomerellales  Colletotrichum sp 1 1
Helotiales Lachnum sp. 4 4
Neofabraea 1 1
actinidiae 4 4
Neofabraea sp.
Ascomiceto sp. 14 1 4 2 2 2 25
Hypocreales  Trichoderma 10 10
atroviride 38 38
Trichoderma
rossicum
Trichoderma viride 24 4 28
Trichoderma 3 3
viridarium
N/D 3 9 12
Pezizales Morchella sp 1 1
Alternaria alternata 6 6
Pleosporales  Preussia minima 8 6 3 17
Preussia 2 2
cymatomera
Chaetomium 7 7
nigricolor 5 5
Chaetomium sp.
Sordiariales  Cephalotheca sp. 1 1
Fusarium tricinctum 1 2 3
Fusarium sp. 4 4
Trichocladium 1 1 2
opacum 2 2 4
Trichocladium sp.
Xylariales Xylaria sp. 7 19 4 3 10 6 2 51
Xylaria enteroleuca 2 2
Ascovirgaria occulta 22 22
Muscodor albus 7 1 8
Nemania sp. 3 4 7
Virgaria nigra 3 3
Apiosporaceae  Spegazzinia sp. 1 1
1
N/D !
Total de cepas 125 107 23 5 24 10 5 299
Total géneros. 14 11 4 1 7 3 2

Los resultados para la diversidad alfa, muestran que las especies de orquideas
con mayor riqueza y abundancia de hongos en sus raices fueron las incluidas en
el género Laelia que tuvieron una distribucion amplia ya que estuvieron presentes
en 3-6 sitios de muestreo y en las orquideas terrestres fue Bletia purpurata
presente en 5 sitios. Los indices de uniformidad sefalan la existencia de

especies fungicas dominantes (Fig. 11a), como T. atroviride, T. rossicum y
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Xylaria (de acuerdo con la cantidad de cepas aisladas y reportadas en la Tabla
6).
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Figura 11. Diversidad alfa y especies fungicas compartidas. a) Diversidad alfa fungica
en las 7 especies de orquideas estudiadas; b) Diversidad alfa fungica en los 11 sitios de
muestreo; c) Diagrama de Venn que muestra numero de especies fungicas unicas y
compartidas para cada especie de orquidea epifita; d) Diagrama de Venn que muestra
numero de especies fungicas uUnicas y compartidas para cada especie de orquidea
terrestre. (Riqueza calculada mediante indice de Chao 1, abundancia (estructura)
calculada mediante indice de Shannon-W, U = indice de uniformidad).

Al realizar el andlisis de diversidad alfa de hongos por sitio de muestreo se
observa que la mayor riqueza y diversidad de especies fungicas se presentd en
los sitios 9 y 10 (San Andrés Coru) en donde se encontraron 6 de las 7 orquideas
analizadas y de manera inversa los sitios con menor riqueza de especies de

hongos fueron el 1y el 6 (Acuitzio y Cucuchucho) en donde se presento una sola
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especie de orquidea (L. autumnalis). Mientras que la menor uniformidad de
especies se presentd en el sitio 3 (Cuanajillo) con T. rossicum como especie
dominante (Fig. 11b). Debido a que el indice de Jacknife mostré resultados
semejantes a Chao 1 no se reportan los resultados.

La diversidad beta general para las orquideas muestreadas fue de 3.36 de
acuerdo al indice de Whittaker calculado. Al analizar la diversidad beta entre
pares de especies de orquideas, se observa que las orquideas del mismo género
presenteron los valores mas bajos de este indice y comparten especies fungicas,
como L. autumnalis, L. speciosa o P. squalida y E. citrina. También se observa
que especies como P. squalida y L. autumnalis que se encontraron compartiendo
sustrato con las orquideas terrestres presentan valores bajos (Tabla 7). Las
orquideas terrestres mostraron indices semejantes entre ellas. Estos resultados
se corroboran al analizar numero de especies o géneros compartidos entre
orquideas (Fig. 11c y d). T. calospora, P. inflatus y P. minima son especies

fungicas presentes en orquideas epifitas y terrestres.

Tabla 7. Diversidad beta de hongos entre las especies de orquideas estudiadas,
calculada en el programa PAST V. 3.17 (Se reportan los valores obtenidos con el indice
de Whittaker).

L. autumnalis L. speciosa P. squalida E. citrina B. purpurata G. lagenophora
L. autumnalis 0
L. speciosa 0.65 0
P. squalida 0.74 0.79 0
E. citrina 0.90 0.88 0.67 0
B. purpurata 0.70 0.74 0.67 0.80 0
G.
lagenophora 0.73 0.67 0.43 0.60 0.64 0
H. flexuosa 0.90 0.88 0.67 0.50 0.60 0.60

Al realizar el analisis por sitio de muestreo, la diversidad beta global fue de 3.64.
La diversidad beta encontrada se relacion6 con la presencia de cada una de las
especies de orquideas en los sitios, ya que por ejm. El sitio 2, donde estuvieron
presentes L. autumnalis y L. speciosa mostré menor indice de recambio con el
sitio 1 del que se aislé L. speciosa y con el sitio 8 donde estuvo presente L.

autumnalis o el sitio 6 con el sitio 8 (Tabla 8).
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Tabla 8. Diversidad beta de hongos por sitio de muestreo, calculada en el programa
PAST V.3.17 (Se reportan los valores obtenidos con el indice de Whittaker).

Acuitzio Oponguio Cuanajillo StaFe Cucuchucho Tingambato Coeneo San Andrés

SITIoS (1) ) (3)  (4y5) (6) () 8  (9y10)
Acuitzio (1) 0
Oponguio (2) 0.60 0
Cuanajillo (3) 0.82 0.88 0
StaFe (4 5) 0.67 0.78 0.79 0
Cucuchucho (6) 1.00 0.82 0.83 0.85 0
Tingambato (7) 0.33 0.69 0.85 0.57 1.00 0
Coeneo (8) 1.00 0.68 0.70 0.90 0.57 1.00 0
San Andrés (9 y
10) 0.76 0.74 0.75 0.68 0.78 0.68 0.62 0
Uruapan (11) 0.33 0.69 0.69 0.71 0.71 0.50 0.87 0.68

Las curvas de acumulacion de especies de las orquideas epifitas indican que en el

caso de L. speciosa se requiere un esfuerzo de muestro mayor, ya que el numero

de especies se incrementara si se expanden los sitios de muestreo (Fig. 12b). Y la

curva para los sitios de colecta nos indica que el esfuerzo de muestreo también

fue adecuado ya que la curva obtenida fue asimptotica, lo que indica que el

numero de especies permanecera constante aun si se aumentan los muestreos

(Fig. 12d).

Para las orquideas terrestres los analisis sefialan que para G. lagenophora y H.

flexuosa se requiere un esfuerzo de muestro mayor (Fig. 13b y c¢), mientras que

para B. purpurata el tamafio de muestra fue suficiente (Fig. 13a). Y la curva para

la los sitios de colecta nos indica que el esfuerzo de muestreo fue adecuado (Fig.

13d).
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Figura 12. Curvas de acumulacion de las especies de orquideas epifitas. Resultados
obtenidos para las 4 especies de orquideas epifitas analizadas (se muestran los intervalos
de confianza). a) L. autumnalis, b) L. speciosa, c) P. scualida, d) resultado obtenido de
especies fungicas por cantidad de sitio de muestreos, sin considerar orquidea de
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Figura 13. Curvas de acumulacion de las especies de orquideas terrestres. Resultados
obtenidos para las 4 especies de orquideas terrestres analizadas (se muestran los
intervalos de confianza) y cantidad de sitios de muestreo. a) B. purpurata, b) G.
lagenophora, c) H. flexuosa. d) resultado obtenido de especies fungicas por cantidad de
sitio de muestreos, sin considerar orquidea de procedencia.

41



RESULTADOS. CAPITULO |
Divesidad fungica asociada a las raices de siete especies de orquideas mexicanas

l.4. Discusion

Aislamiento fungico y rareza de orquideas. La mayor cantidad de aislamientos
fungicos obtenidos en este trabajo procedieron de L. autumnalis y L. speciosa. Es
de considerar que L. autumnalis estuvo presente en cinco de los nueve sitios de
colecta con poblaciones grandes mientras que la especie E. citrina sélo se
localiz6 en San Andrés Coru (sitio 10). Aunque el numero de plantas
muestreadas fue un factor importante en el numero de hongos obtenidos
(Kassem & Nanniperi, 1995), se reporta que existen otros factores que influyen
en el aislamiento de algunos hongos como los requerimientos especiales que
pueden tener algunas especies y que les impide desarrollarse en medios de
cultivo estandar (Garden & Whitbeck, 2007) y la sensibilidad que tienen algunos
microorganismos hacia los cambios ambientales (Gadd et al., 2007). La suma de
los aislados obtenidos de H. flexuosa, la cual se localizé en 4 de los 11 sitios
estudiados y de la que se muestrearon plantas en la misma proporcion que las
demas especies de orquidea, es similar a lo obtenido de E. citrina. Las especies
de plantas que son criticamente dependientes de sus simbiontes son mas
selectivas y sensibles que otras durante el establecimiento de la asociacion, por
lo que se deduce que esto tiene un mayor impacto en el éxito de colonizacion y
establecimiento, lo que deriva finalmente en la rareza de algunas especies
(Bonnardeaux et al., 2007; Otero et al., 2013; Roche et al., 2010; Swarts et al.,
2010; Waud et al., 2017). E. citrina es una especie en categoria de riesgo que se
desarrolla en habitats con deterioro y sélo se aislaron dos morfoespecies
fungicas de sus raices. H. flexuosa es una especie de la cual se desconoce con
certeza su distribucion, ambas endémicas de México.

Identidad de los hongos y su posible funcién ecolégica. En el grupo A se
identificaron dos géneros de hongos micorricicos Tulasnella calospora (aislado
de 5 especies de orquideas) y Serendipita vermifera (aislado de 2 orquideas
terrestres). [Estos géneros son ampliamente reportados, junto con
Ceratobasidium (Jacquemyn et al., 2017), como géneros micorricicos de
diferentes especies de orquideas de la subtribu Laeliinae (en la que se incluyen

la mayoria de las orquideas analizadas) y su funcidn en los procesos
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germinativos y de desarrollo de estas plantas es bien conocido (Ding et al., 2014;
Linde et al., 2014; Pereira et al., 2014; Phillips et al., 2014). En México, asi como
en Centroamérica y Sudamérica, Tulasnella se reporta principalmente asociado a
algunas orquideas rupicolas, epifitas y terrestres como Epidendrum, Coppensia,
Cypripedium, Vanilla, Acyneta, Bletia y Oncidium (Otero et al., 2004; Almeida et
al., 2007; Cruz-Blasi, 2007; Beltran-Nambo et al., 2010; Moreno-Martinez, 2011;
Jacinto-Hernandez & Ortega-Larrocea, 2013; Renddn-Lara et al., 2013; Nogueira
et al., 2014; Montes, 2016; Segundo, 2016); Serendipita es un género que ha
sido poco reportado asociado con orquideas en América y en México y que a
nivel mundial se reporta mas frecuentemente formando ectomicorrizas, micorriza
ericoides, cavendisiodes y con orquidea aclorofilicas (Basiewicz et al., 2012;
Tedersoo et al., 2014; Garnica et al., 2016). El grupo A también incluyé a
Trichocladium, en adicién a los hongos micorricicos;este género comprende 18
especies aceptadas (Teik-Khiang and Hyde, 1999), la mayoria de ellas saprobias
de madera, corteza u otros tejidos vegetales y que también ha sido aislado del
suelo. Aunque este género no es considerado micorricico, muchas de sus
especies se reproducen principalmente de manera asexual y al menos en dos
especies consideradas benéficas (Trichocladium lignicola |. Schmidt y T. opacum)
se ha observado la formacidon de células tipo monilioides (Teik-Kiang & Hyde,
1999) y por esta razén el analisis aglomerativo lo incluyé en el grupo A. En
América este género se ha encontrado en plantas como Fraxinus, Quercus,
Psuedotsuga y Castanea (Seidl, 2009), como los forofitos de este trabajo. Dado
que los enddfitos asociados a las orquideas han sido poco estudiados se
desconoce la funcién o el rol que muchos de ellos desempefian al asociarse con
estas plantas (Rodriguez et al., 2009).

Muchos de los hongos identificados en este trabajo fueron no micorricicos. En el
phyilum Ascomycota (grupos B y C) se encontraron grupos muy diversos que
incluyen organismos patéogenos como Fusarium, Alternaria, Colletotrichum y
Neofabraea; ectomicorricicos como Morchella; endofitos considerados benéficos
0 sinérgicos como Trichoderma, Preussia, Chaetomium, Cephalotheca,

Paecilomyces; y saprobios como Trichocladium, Lachnum y Xylaria. Entre los

43



RESULTADOS. CAPITULO |
Divesidad fungica asociada a las raices de siete especies de orquideas mexicanas

géneros de enddfitos mas ampliamente reportados en orquideas se encuentran
Xylaria, Trichoderma y Colletotrichum (Avila-Diaz et al., 2013; Gamboa-Gaitan y
Otero-Ospina, 2016; Almanza-Alvarez et al., 2017). En este trabajo los géneros
dominantes fueron Trichoderma y Xylaria, tanto en niumero de especies como de
aislados y fueron mayormente aislados de L. speciosa y L. autumnalis. Se
considera que estos géneros estimulan la produccién de auxinas o actuan de
manera antagonica con otros organismos que pudieran dafiar a las especies de
plantas (Rivera-Ordufia et al., 2011). Se ha sugerido que el reemplazo del
complejo Rhizoctonia por hongos ectomicorricicos u otros endoéfitos puede ser
una estrategia de las orquideas porque estos hongos son mas estables para
asegurar el acceso a carbohidratos y nutrientes (Stark et al., 2009). Xiaoya y
colaboradores (2015) senalan que existen mas de 100 géneros de enddfitos no
micorricicos reportados en orquideas que incluyen 6rdenes como Sordiariales,
Hypocreales, Pleosporales; Xylariales e incluso Pezizales y que pueden estar
asociados con orquideas distantes taxondmicamente pero que se encuentran en
el mismo sitio, en este estudio algunas especies de orquideas que compartian la
misma localidad se encontraron asociadas con los mismos géneros identificados,
como L. autumnalis que comparte dos localidades con P. squalida (San Andrésy
Coeneo - sitios 8, 9 y 10) y se encontraron compartiendo géneros como
Neofabraea, Trichoderma, Xylaria y Tulasnella. Algunas secuencias unicamente
fueron identificadas a nivel de subdivision y otras como hongos no cultivados por
lo que, como mencionan otros autores, pudiera tratarse de nuevas especies que
aun no han sido aisladas en cultivos axénicos u hongos cuyas secuencias no han
sido depositadas en las bases de datos (Oliveira et al., 2013).

El grupo D incluyé a morfotipos que esporularon y/o tuvieron formacién de
cuerpos fructiferos y que el analisis molecular identific6 como Coprinus vy
Clitopilus. Algunos estudios sefialan que algunas orquideas pueden ser
micorrizadas por hongos no incluidos en el complejo Rhizoctonia, como Coprinus
y Russula (Kikuchi et al., 2008; Osgura-Tsuijita et al., 2009), incluso Coprinus ha
sido reportado como micorricico de especies de orquideas como Epipogium

roseum (Yamato et al., 2005). Existen estudios que sefialan la funciéon que
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desempefian los hongos como puente de comunicacion entre varias plantas
cumpliendo diferentes funciones, como promover la germinacion (Dearnaley et
al., 2012; Rasmussen et al., 2015; Marmeisse & Girlanda, 2016).

Relaciones filogenéticas de los hongos aislados. Al analizar los arboles
filogenéticos elaborados se puede observar en el grupo de los basidiomicetos
que los morfotipos 15 y 62 identificados como Coprinus de acuerdo a la base de
datos de GenBank quedaron relacionados con secuencias de esté genero pero
en un clado aparte al de las especies de referencia incluidas, por lo que es
posible que se trate de una especie diferente. En el caso de los morfotipos 86 y
98 identificados como Serendipita se puede observar que no mostraron relacion
con las secuencias de referencia seleccionadas y quedaron alineadas con
Russula foetentula. En la literatura se habla de que el orden Sebacinales es un
grupo muy diverso que ha sufrido procesos de diversificacion muy recientes,
sobre todo en América y que por esta razon resulta dificil establecer
adecuadamente sus relaciones filogenéticas, sin embargo se considera un grupo
ancestral de los basidiomicetos (Basiewicz et al., 2012; Garnica et al., 2016),
también se menciona que debido a que forman micorrizas de diferentes tipos y
con diferentes familias de plantas han existidos procesos de diversificacién de
forma que no pueden ser facilmente identificados utilizando las regiones ITS
(Tedersoo et al., 2014).

Por otra parte también se reporta que existe un alto numero de errores en la
asignacion taxonémica de secuencias de genes de la region ITS del rDNA que
estan depositadas en las bases de datos internacionales y que mas del 20% de
las secuencias de hongos presentan errores en la asignacién del linaje en estas
bases, debido a la ocurrencia de especies cripticas (Bidartondo et al., 2008;
Bueé et al., 2009). En el grupo de las “Tulasnellas” se puede observar que
aunque todos los morfotipos mostraron identidad con Tulasnella calospora en las
bases de datos, en el alineamiento tres de estos (37, 85 y 87) quedaron mas
relacionados con T. deliquescens, tres mas (97, 99, 101) con T. calospora y
cercanos a T. bifrons y tres en un clado aparte. T. deliquescens y T. bifrons se

han encontrado asociadas a otras orquideas terrestres fotosintéticas de Canada
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y Norte América como Tripularia discolor y Goodyera pubescens principalmente
en bosques de pino- encino (McCormick et al., 2004, Rasmussen & Rasmussen
2007), al igual que las zonas de colecta en este trabajo. McCormick &
colaboradores (2014) sefalan que las asociaciones micorricicas de muchas
orquideas han corroborado que los hongos simbiontes pueden exhibir un amplio
rango de distribucion y son capaces de adaptarse a diferentes condiciones
ambientales. De manera que aunque los morfotipos mencionados presentaron
identidad con el género Tulasnella quedaron separados en clados relacionados
con otras especies como en otros trabajos realizados en Sur América (Suarez et
al., 2006; Xing et al., 2013; Pereira et al., 2014; Suarez & Kottke, 2016).

En cuanto al grupo de los ascomicetos como ya se menciond en la seccién de
resultados, la mayoria de los morfotipos se relacionaron con las especies que
mostraron identidad y la relacion de las ramas en el arbol, salvo algunas
excepciones, es congruente con la historia evolutiva de estos hongos que se ha
reportado, en donde colocan como grupos mas ancestrales a los Pezizales en
donde se ubica a Morchella y a los Helotiales donde se incluyen Lachnum vy
Neofabrea y despues a los Sordiariales (Hibbet et al., 2007; Prieto & Wedin,
2013; Drozhinina y Kiubicek 2016), esto confirma lo que sefialan algunos autores
acerca de que las secuencias ITS pueden ser utilizadas como secuencias
estandar para identificar hongos porque estas regiones poseen la habilidad de
resolver secuencias estrechamente relacionadas con alta posibilidad de éxito en
su secuenciacion (Schoch et al., 2012; Suwannasai et al., 2013).

Diversidad fungica y distribucioén de las orquideas. Los indices de diversidad
de Shannon-Wiener obtenidos en este estudio entre orquideas y entre sitios de
muestreo son semejantes o ligeramente mas bajos a los reportados en otros
estudios para orquideas terrestres y epifitas y cuyos rangos van de 1.3 a 3.5 (Tao
et al., 2008; Stark et al., 2009) y de acuerdo con los resultados de diversidad
beta, se observé que la diversidad de especies fungicas en los sitios de
muestreo estuvo relacionada con la riqueza de orquideas y con la presencia de
ciertas especies de orquideas. Las especies del género Laelia son

evidentemente capaces de mantener diversas especies fungicas en sus raices y
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esta habilidad puede ser una ventaja significante ya que incrementa la
oportunidad de establecer una asociacion con cualquier especie de hongos que
este presente o de obtener algunos beneficios en un sitio determinado, y por lo
tanto la probabilidad de que las semillas comiencen a germinar o mejorar sus
procesos de dispersion (Waud et al., 2017). L. autumnalis no s6lo mostré los
valores mas altos de riqueza y diversidad de las comunidades fungicas, sino que
también fue la especie con mayor cubrimiento territorial. Esto confirma lo que se
ha mencionado sobre algunas especies de orquideas, en las que su talento
adaptativo para dispersarse y colonizar nuevos ambientes esta relacionado con
su capacidad de interactuar con una mayor variedad de hongos, para ganar
ventaja en los sustratos donde se desarrollan y probablemete en variaciones
estacionales (Ercole et al., 2015; Waud et al., 2016). En adicién, su plasticidad
para cambiar de socio fungico, asegura su supervivencia durante diferentes
etapas de su ciclo de vida o condiciones ambientales (Rasmussen et al., 2015).
Algunos investigadores sefialan que las orquideas raramente se ven limitadas
por la disponibilidad del socio fungico apropiadoa una escala geografica. Las
orquideas analizadas se asociaron localmente con muchos socios fungicos
diferentes a lo largo de su rango de distribucion, y permité que permanecieran
como ecologicamente generalistas. En ese patrén, la asociacién con hongos
raros también podria hacer que las especies de orquideas sean mas susceptibles
a la disminucidn, incluso a pequefa escala (Bailarote et al., 2012; McCormick and
Jacquemyn, 2014), como lo observado con E. citrina.

La literatura menciona que las orquideas epifitas parecen depender menos de la
asociaciéon con hongos que las orquideas terrestres sin embargo esto parece
estar mas relacionado con su menor especificidad hacia el establecimiento de
procesos simbidticos mientras que en las orquideas terrestres parecen existir
procesos de segregacion que estan mediados por sus interaccidnes con grupos
diferentes de simbiontes de manera que aseguran la obtenciéon de nutrientes al
utilizar diferentes hongos evitando la competiciéon y permitiendo su coexistencia
(Bayman y Otero, 2006; Jacquemyn et al., 2014). Los resultados corroboran esto

ya que si se compara esta misma diversidad entre orquideas terrestres y epifitas
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se puede observar que con excepcion de E. citrina las especies epifitas
registraron valores mas altos paro los indices de diversidad alfa probados.

La distribucion geografica de los hongos varié en el area de estudio, lo cual es un
factor importante a considerar cuando se quieren establecer programas de
conservacion ya que como se puede observar, existen especies de orquideas
menos especificas hacia la asociacion que se pueden desarrollar de manera
exitosa en diferentes habitats al asociarse con diferentes hongos pero existen
otras orquideas en las que la ausencia del simbionte adecuado en un sitio podria
afectar su capacidad adaptativa y de dispersion. En este trabajo, especies como
L. autumnalis, L. speciosa y P. squalida parecen ser mas generalistas hacia los
endofitos con los que se asocian aun cuando son especies endémicas de
México, que sin embargo se encuentran bien distribuidas en la zona centro y sur
del pais mientras que otras parecen ser mas especificas como E. citrina y H.
flexuosa. Situacidbn que se ha reportado para especies con alto grado de

endemismo (Swart et al., 2010).

I.5. Conclusiones

Se encontré variacion en la diversidad fungica en las 7 especies de orquideas
analizadas. Esta diversidad fue mas alta en las orquideas epifitas, habiendo una
mayor diversidad de hongos en L. autumnalis. Los indices de diversidad alfa y
beta mostraron una relacion entre la diversidad fungica y las especies de
orquideas y/o los sitios en los que estas se desarrollan, siendo mas homogénea
entre especies cercanas y/o que comparten sustrato, y mas heterogénea en sitios
mas alejados geograficamente.

Los hongos basidiomicetos que fueron identificados se reportan como hongos
micorricicos de orquideas y/o de otros grupos de plantas, Tulasnella calospora se
aislé de 5 de las especies estudiadas y Serendipita de 2, aunque la cantidad de
individuos aislados fue baja para este grupo de hongos. Mientras que los hongos
ascomicetos representaron un grupo muy diverso de hongos enddfitos reportados

como saprobios, endofitos benéficos o potencialmente patégenos, en donde los
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géneros dominantes fueron Xylaria y Trichoderma con una gran abundancia de
individuos aislados.

Los analisis filogenéticos corroboraron la identidad de los hongos aislados y la
separacién en diferentes clados del género Tullasnela en el grupo de los hongos
micorricicos.

En la etapa adulta, las especies de orquideas mexicanas que son mas
generalistas hacia la asociacion con hongos enddfitos y micorricicos se
encuentran mejor distribuidas que aquellas en asociacién con poca variedad
fungica. Las especies terrestres presentan asociaciones mas especificas pero
efectivas.

Parecen existir procesos de segregacion que les permite a las orquideas una
mejor supervivencia y adaptacién al asociarse con diferentes especies fungicas

cuando comparten sitios.
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CAPITULO II. PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE HONGOS ASOCIADOS A LAS
RAICES DE ORQUIDEAS MEXICANAS

RESUMEN

Cada grupo de seres vivos se distingue por el tipo de acidos grasos que produce y
por la concentracion relativa de cada uno de ellos, de manera que actualmente
son utilizados como una herramienta para la identificacién y clasificacion de
grupos de organismos, como los hongos enddfitos, patégenos o micorricicos,
asociados a diferentes familias de plantas. En el caso de la familia Orchidaceae el
analisis del perfil de acidos grasos para comparar a los hongos asociados a sus
raices es escaso, por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar el perfil de
estos acidos en hongos enddfitos y micorricicos extraidos de las raices de
diferentes orquideas mexicanas, con la finalidad de detectar variaciones en la
composicion o concentracion de los mismos, como una propuesta para la
caracterizacion de este grupo de organismos. Se utilizaron 31 aislados fungicos
pertenecientes a 16 géneros, de los cuales 8 se relacionan con hongos
basidiomicetos que han sido reportados como ectomicorricicos y/u orquideoides.
Los hongos fueron previamente aislados de raices de 4 especies de orquideas:
Bletia purpurata, Govenia lagenophora, Laelia autumnalis y L. speciosa, de zonas
templadas en siete municipios del estado de Michoacan. Se hizo la determinacion
de acidos grasos totales por la técnica de metil esterificacion (FAME). Para la
lectura de los ésteres y su identificacion se utilizé el método MIDI y el programa
Sherlock V 6.2B. Los datos fueron transformados y sometidos a analisis de
varianza (ANOVA) en el programa JMP V. 8.0 . La relacion de las especies
fungicas estudiadas, se analizd con base en la composicién y porcentajes de su
perfil de acidos grasos utilizando una matriz de distancias euclidianas con el
método aglomerativo WARD.

Se obtuvieron un total de 14 acidos grasos, de los cuales 7 son considerados de
amplio espectro. La longitud de las cadenas de los acidos grasos presentes en las
diferentes muestras fue de 12 a 20 carbonos. La mayoria de los hongos
presentaron una composicion de acidos grasos similar pero que varid en sus
concentraciones. Los acidos grasos de amplio espectro 14:0, 18:0 y 18:1w9c
estuvieron presentes en todos los géneros de hongos enddfitos de orquideas
analizados y sus concentraciones fueron diferentes para cada género lo que
permitié su agrupamiento. Coprinus sp. presentd 16:0 20H como &cido unico,
Preussia el 15:1w5c y Fusarium los acidos 18:1 20H y 19:0w8c, que pudieran ser
utilizados como posibles marcadores de estos géneros, sin embargo se requiere
de mayores estudios. Los hongos micorricicos orquideoides no mostraron acidos
grasos particulares que pudieran permitir su identificacion. La concentracién de los
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acidos grasos en cada género asi como la comparacion de sus perfiles es una
herramienta util que puede ser utilizada en combinacion con técnicas morfologicas
y moleculares para la identificacién correcta de los hongos asociados a las
orquideas.

Palabras clave: Hongos micorricicos, endofitos no micorricicos, metil-
esterificacion, método MIDI.

ABSTRACT

Each group of organisms is distinguished by the type of fatty acids that it produces
and by their relative concentration, so they are currently used as a tool for the
identification and classification of groups of organisms, such as endophytes,
pathogens or mycorrhizal fungi, associated to different families of plants. In the
case of the Orchidaceae family, the analysis of the fatty acid profiles to compare
diferent fungi associated with their roots is scarce, so the objective of this work was
to determine the profile of these acids in endophytic and mycorrhizal fungi
extracted of the roots of different Mexican orchids, in order to detect variations in
their composition or concentration, as an approach for the characterization of this
group of organisms. We used 31 fungal isolates belonging to 16 genera, of which 8
are related to basidiomycete fungi that have been reported as ectomycorrhizal and
/ or mycorrhizal ones. The fungi were previously isolated from roots of 4 species of
orchids: Bletia purpurata, Govenia lagenophora, Laelia autumnalis y L. speciosa
from temperate zones in seven municipalities of Michoacan. The determination of
total fatty acids was made by the methyl-ester (FAME) technique. The MIDI
method and the Sherlock V 6.2B program were used to read the esters and identify
them. The data were transformed and subjected to analysis of variance (ANOVA)
in the JMP V. 8.0 program. The relationship of the fungal species studied was
analyzed based on the composition and percentages of their fatty acid profile using
a matrix of Euclidean distances with the WARD agglomerative method.

A total of 14 fatty acids were obtained, of which 7 are considered broad-spectrum.
The length of the chains of the fatty acids present in the different samples was 12
to 20 carbons. Most fungi had a similar fatty acid composition but varied in their
concentrations. The wide-spectrum fatty acids 14: 0, 18: 0 and 18: 1w9c were
present in all the genera of endophytic orchid fungi analyzed and their
concentrations were different for each genus, which allowed their grouping.
Coprinus sp. presented 16:0 20H as unique fatty acid, Preussia 15: 1w5c and
Fusarium 18: 1 20H and 19: Ow8c, which could be used as possible markers for
these genera, however, further studies are required. Mycorrhizal fungi did not show
particular fatty acids that could allow their identification. The concentration of fatty
acids in each genus as well as the comparison of their profiles is a useful tool that
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can be used in combination with morphological and molecular techniques for the
correct identification of fungi associated with orchids.

Key words: Mycorrhizal fungi, not-mycorrhizal endophytes, methyl esters, MIDI
method.

1.1 Introduccién

Esta documentado de manera sustancial el papel que juegan los hongos enddfitos
y micorricicos para la salud de las plantas y la importancia de conocer su identidad
y el recambio de sus funciones entre los diferentes grupos de plantas y bajo
diferentes condiciones o estados fenoldégicos (Smith & Read, 2008; Barraclough &
Pauw, 2011; Morris et al., 2016). También se ha reportado como los organismos
que forman parte de la rizosfera y del suelo son altamente sensibles a cambios
ambientales o perturbacion y de la importancia de identificarlos como primer paso
para el mantenimiento de los ecosistemas (Atlas, 1984; Kaur et al., 2005).

Los métodos para la identificacion de estos hongos que estan presentes en la
rizosfera y el suelo se basan en el uso de caracteristicas morfologicas y en la
utilizacién de marcadores filogenéticos y bioquimicos que permiten su correcta
clasificacion (Samson et al., 2014). Los marcadores quimiotaxonémicos utilizados
en el campo de la micologia incluyen numerosos compuestos, entre los que se
encuentran aminodacidos, carbohidratos y acidos grasos (Frisvad et al., 2007); en
la actualidad, de manera particular, se ha incrementado el uso de acidos grasos
como una herramienta quimiotaxonémica para la identificacion y clasificacion de
este grupo de organismos (Zain et al., 2013), de manera que un numero sustancial
de investigadores se apoya en esta técnica para el estudio de especies de hongos
importantes ya sea por su patogenicidad, por la liberacién de metabolitos de efecto
benéfico en las plantas (Zain, 2010; Mahmoud et al., 2016).

Los acidos grasos son un componente importante de los lipidos que se encuentran
en las membranas celulares de plantas, animales y microorganismos en forma de
fosfolipidos (PLFA) y se componen de cadenas largas de carbono y un grupo
carboxilo (-COOH), estos acidos no se encuentran en estado libre en la naturaleza

y comunmente se les encuentra enlazados a un grupo glicerol (Olsson, 1999;
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Kaur et al., 2005). Se considera que cada grupo de organismo se distingue por el
tipo de acidos grasos PLFA que produce y por la concentracién relativa de cada
uno de ellos (Sasser, 1991), de modo que son una alternativa para la correcta
identificaciéon de organismos aislados que muestran pocas diferencias o variantes
genotipicas y que no permiten su correcta diferenciacion con el uso de pruebas
moleculares (Larkin & Grovers, 2003), ademas se menciona que el uso de estos
acidos es una técnica menos tediosa y de bajo costo econdmico en comparacion
con las técnicas moleculares (Muller et al., 1994).

La determinacion de acidos grasos con el método de metil esterificacion (FAME)
de bajo costo, efectivo, definitivo y eficiente que ha sido utilizado para identificar y
caracterizar bacterias (Sasser et al., 1984). Este procedimiento utiliza un paquete
de software para computadora (Microbial Identification System; Microbial ID, INC.,
(MIDI), Newark, DE) que compara diferencias cuantitativas y cualitativas de los
FAMEs presentes en las bacterias analizadas (Baird, 2000). Es un método facil,
sensible y reproducible que ha sido adaptado para caracterizar cultivos de hongos
(Johnk & Jones, 1992).

Aunque se ha visto que los hongos y los taxones relacionados con ellos
generalmente producen bajas cantidades y menos tipos de acidos grasos que
otros organismos, como las bacterias, existen cada vez mas evidencias sobre
como el andlisis del perfil de sus acidos grasos, permite su identificacion y
caracterizaciéon de manera exitosa (Stahl & Klug, 1996; Lopes da Silva et al.,
1998). Estos perfiles han permitido caracterizar y diferenciar grupos mayores y
géneros como Penicillum (Mohamed et al., 2016), Fusarium (Zain et al., 2013),
Alternaria (Hashem et al., 2014), Rhizoctonia (Stevens & Jones, 2001; Lanoiselet
et al., 2005), y hongos micorricicos (Madan et al., 2002; Pereira et al., 2011).

La técnica tiene dos niveles de resolucion, primero los patrones de PLFA totales
pueden ser comparados por métodos estadisticos de multivariables en donde
cambios en estos patrones indican cambios en las comunidades de
microorganismos en una muestra, o segundo, en ciertos casos existen acidos
grasos considerados especificos de ciertos grupos que pueden ser utilizados

como biomarcadores para su identificacion (Baath, 2003). Una de las mayores
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diferencias en la composicion de los PLFA se presenta entre eubacterias y
organismos eucariontes (Frostegard & Baath, 1996). Por estudios en cultivos
puros se sabe, por ejemplo, que los acidos grasos 18:2w6,9 y 18:1w9 son
comunes en organismos eucariontes como los hongos, pero raros en bacterias,
por lo que se utilizan como indicadores de la biomasa de estos organismos en el
suelo (Baath, 2003). Sin embargo, otros acidos grasos son reportados como
comunes tanto en bacterias como en eucariontes, dos de ellos son el 15:0 y 17:0
(Zelles, 1999). Y ademas aunque se asuma que ciertos PLFA indican la presencia
de algun grupo de organismo, estos acidos pueden encontrarse en pequefias
cantidades en otros grupos (Baird et al., 2000) de manera que la decisién para
asignar un biomarcador es siempre tentativa, debido a que estos acidos se
pueden repetir en varios grupos de organismos. Algunos acidos grasos de amplio
espectro, considerados asi porque no se les puede asignar a algunos taxa en
particular, son el 12:0, 15:0, 16:0, 18:0 y 20:0 (Niklaus et al., 2003; Kaur et al.,
2005).

Entre los acidos grasos utilizados para diferenciar grupos de hongos se
mencionan por ejemplo: 16:1w5, 20:4 y 20:5 que son considerado biomarcadores
de hongos micorricico arbusculares; los acidos grasos 14:1w9, 14:0, 20:4 y 20:5
para reconocer oomycetes (ahora considerados un grupo aparte) o la dominancia
del 18:2w6,9 para detectar a hongos ectomicorricicos (Larsen et al., 2000; Larsen
& Badker, 2000). Algunos otros acidos grasos reportados en hongos como
Glomus, Fusarium, Trichoderma, Penicillum y Rhizoctonia se plasman en Larsen
y colaboradores (1998), en donde reportan variacién en el perfil de acidos grasos
dependiendo de la especie de hongo en cuanto a las concentraciones de los
acidos: 15:0, 16:0, 16:1w5, 16:1w7, 17:0, 17:1w8, 18:0, 18:1w7, 18:1w9, 18:2w6,9,
20:4 y 20:5.

Algunos otros estudios sobre la composicion de acidos grasos se han realizado
con hongos patégenos del complejo Rhizoctonia (Sharon et al., 2006). Sin
embargo, al analizar la literatura existente se observa que el andlisis del perfil de
estos acidos para comparar a los hongos endoéfitos y micorricicos asociados a las

raices de orquideas es escaso y uno de los pocos trabajos existentes es el de
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Pereira et al., (2011) que sefalan la dominancia del acido 18:1w9c presente
unicamente en cepas del género Epulorhiza y el 16:0 20H detectado sélo en el
género Ceratorhiza que pudieran utilizarse como marcadores de hongos
micorricicos orquideoides.

Por lo anterior la finalidad de este trabajo fue analizar el perfil de acidos grasos de
hongos enddfitos y micorricicos extraidos de las raices de diferentes orquideas,
con la finalidad de detectar variaciones en la composicion o concentracion de los
mismos, como una propuesta para la caracterizacion de este grupo de

organismos.

1.2 Metodologia

Aislamiento y condiciones de cultivo

Se utilizaron 31 aislados fungicos de los cuales 8 se relacionan con hongos
basidiomicetos que han sido reportados como ectomicorricicos y/u orquideoides
(Yamato et al., 2005; Osgura-Tsujita et al., 2009; Pereira et al., 2014; Ding et al.,
2014). Las 31 muestras pertenecen a 16 géneros. Los hongos fueron previamente
aislados de raices de 4 especies de orquideas: Bletia purpurata, Govenia
lagenophora, Laelia autumnalis y L. speciosa, de zona templadas en siete
municipio del estado de Michoacan (Tabla 9). Previo al analisis, los cultivos
fungicos se mantuvieron almacenados en Agar Papa Dextrosa (PDA) en

incubacion a 27° C y bajo obscuridad después del aislamiento.

Preparacion de muestras

Previo al analisis del perfil de acidos grasos, las muestras fueron puestas a crecer
en agar PDA en obscuridad durante 5 dias a 27° C. Posteriormente se extrajo un
disco de aproximadamente 7 mm de didmetro de micelio activo que fue inoculado
en tubos de ensayo conteniendo 15 mL de Agar Papa Dextrosa Broth (PDB; Difco
Laboratories). Los tubos se mantuvieron en agitacion a 27° C por un periodo de 7
a 15 dias y cuando hubo suficiente micelio, las muestras se filtraron en bomba de

vacio bajo campana de flujo laminar y el micelio recuperado se almacend en tubos
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Ependorff de 1.5 mL, posteriormente se pulveriz6 con nitrégeno liquido y se

liofilizd, almacenandose a temperatura ambiente hasta su uso.

Tabla 9. Cepas utilizadas para la determinacion de acidos grasos en este estudio y su
identidad con secuencias de GenBank. Se muestra la orquidea de procedencia y el
municipio del que fueron extraidas.

CLAVE No. DE %
DIVISION ORDEN ASIGNADA IDENTIDAD GENBANK ACCESO IDENTIDAD HOSPEDERO PROCEDENCIA
Basidiomycota  Agaricales M38 y M103  Clitopilus giovanealle EF413030.1 79 L. autumnalis Erongaricuaro
(3) M15 Coprinus sp. AB071802.1 90 L. autumnalis Coeneo
M62 Coprinus sp. GU234153.1 90 L. autumnalis Coeneo
Tulasnellales M1, M34, 85 Tulasnella sp EF393628.1 97 B. purpurata Uruapan
m87 Tulasnella calospora GU166407.1 96 L. autumnalis Ziracuaretiro
Ascomycota  Glomerellales M91 Colletotrichum sp. KP127992.1 85 B. purpurata Ziracuaretiro
(13) Helotiales M56 Lachnum sp. AB847053.1 99 L. speciosa Morelia
Hypocreales M4a7 Trichoderma viride KX099655.1 99 L. autumnalis Erongaricuaro
M84 Trichoderma rossicum KY764880.1 100 L. speciosa Morelia
Pezizales M96 y M104  Morchella sp. KP670940.1 85 B. purpurata Ziracuaretiro
Pleosporales M80y 103  Alternaria alternata MF141012.1 100 L. speciosa Quiroga,
Ziracuaretiro
M26 y M78  Preussia minima KY124642.1 99 L. autumnalis Ziracuaretiro
M45 G. Lagenophora Tingambato
Sordiariales M17 Chaetomium nigricolor =~ EU543258.1 99 L. autumnalis Ziracuaretiro
M65, M66  Chaetomium sp. GU934508.1 99 L. autumnalis Ziracuaretiro
M39y M48  Fusarium tricinctum KR011974.1 99 L. speciosa Quiroga
Ziracuaretiro
M89, M90, Trichocladium sp. KM062090.1 89 B. purpurata Quiroga
M92
M105 Sordariomycete EF672300.1 92 L. speciosa Morelia
Xylariales M16 Muscodor albus AY927993.1 99 L. autumnalis Ziracuaretiro
M18 Xylaria enteroleuca KR534721.1 99 L. autumnalis Ziracuaretiro
M57 Nemania sp. KP133226.1 99 L. speciosa Morelia

Analisis de acidos grasos

La extraccidn se realizd6 siguiendo el protocolo de Sasser (1990) para la
determinacién de acidos grasos totales, que consiste en cuatro fases:
saponificacion, metilacion, extraccion y lavado basico.

Para la saponificacion se coloco un fragmento de micelio liofilizado de
aproximadamente 0.5 gr de cada muestra en tubos de ensayo con tapa de teflon y
se le agregaron 2 mL de reagente 1 a cada tubo (45 gr de NaOH, 150 mL de
metanol y 150 mL de agua desionizada). Se taparon y colocaron en agitacion en
vortex durante 10-15 segundos. Posteriormente se sometieron a temperatura de
100° C en agua (bafo Maria) durante 30 min. Y finalmente se enfriaron para la
segunda fase. En el proceso de metilacion las sales sodicas de los acidos grasos
se convirtieron en metil esteres, para lo cual se adicion6 la solucién reagente 2
(325 mL de 6NHCI en 275 mL de metanol). Se agitaron los tubos en vortex 10 seg.

y se calentaron a 80° C en agua (bafio Maria) por 10 min. Se enfriaron
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rapidamente. Durante la extraccion, los metil esteres fueron transferidos de la fase
acuosa a la fase organica con extraccion liquido-liquido. Para lo cual se
adicionaron 2.5 mL del reagente 3 (1:1 v/v hexano: éter metil terbutilico). Los tubos
se pusieron en rotacion durante 10 min. Después se centrifugd por 3 min a 2000
rpm y se removio el sobrenadante a tubo nuevo. Finalmente para el lavado basico,
en el que se eliminan los acidos grasos libres y los agentes residuales, se agrego
a cada tubo 6 mL de solucion reagente 4 (solucion basica de NaOH diluido en
agua desionizada estéril -10.8 gr en 900 mL de agua). Se cerraron los tubos y se
rotaron durante 3 min a 2000rpm. Se removié el sobrenadante y se coloco en
frascos viales para su lectura.

Para la determinacion de los acidos grasos se utilizé un cromatoégrafo de gases
(Hewlett Packard 6890, serie GS) acoplado a un espectrometro de masas con
columna capilar de silica (modelo GS18A) y se utilizé nitrdgeno como gas
promotor a una presion de 70 KPa. Para la lectura de los metil ésteres de los
acidos grasos (FAMEs) y su identificacion, se utilizé el software para computadora
(Microbial Identification System; Microbial ID, INC., (MIDI), Newark, DE) utilizando
el programa Sherlock V 6.2B que compara diferencias cuantitativas y cualitativas
de los FAMEs presentes. Los FAMEs se reportan como porcentaje de los acidos

totales en las muestras (Stevens-Johnks & Jones, 1993).

Analisis de datos

Los datos fueron transformados mediante raiz cuadrada y los acidos de amplio
espectro entre las cepas fungicas analizadas fueron sometidos a analisis de
varianza (ANOVA) en el programa JMP V. 8.0 . La relacion de las especies
fungicas estudiadas, se analizd con base en la composicién y porcentajes de su
perfil de acidos grasos utilizando una matriz de distancias euclidianas con el
método aglomerativo WARD. Para la construccion de la matriz los hongos se
clasificaron por género y se codific6 considerando como estados de caracter los

porcentajes y tipo de acidos graso.
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11.3. Resultados

Se identificaron un total de 14 acidos grasos, de los cuales 7 son considerados de
amplio espectro. La longitud de las cadenas de los acidos grasos presentes en las
diferentes muestras fue de 12 a 20 carbonos. La mayoria de los hongos
presentaron una composicion de acidos grasos similar pero que varidé en sus
concentraciones. El perfil de acidos grasos considerados de amplio espectro de
los 14 géneros de hongos analizados y sus diferencias estadisticas se muestran
en la Tabla 10.

Los acidos grasos que estuvieron presentes en todas las cepas analizadas fueron
acido palmitico (16:0, acido hexadecanoico), acido estearico (18:0, &acido
octadecanoico)el acido palmitoleico (16:0), acido estearico (18:0) y acido oleico
(18:1w9c, 9-octadecenoico), mientras que el acido miristico 14:0 (acido
tetradecanoico) estuvo presente en la mayoria de las muestras, siendo la
excepcion la cepa M91 que corresponde a Colletotrichum sp. Los analisis de
varianza mostraron que hubo diferencias significativas (P< 0.05) en la composicion

de estos acidos entre las diferentes especies fungicas analizadas.

Tabla 10. Proporcion de acidos grasos de amplio espectro en las muestras analizadas
(los datos representan los promedios por género y estan transformados con raiz
cuadrada). Letras diferentes representan diferencias significativas entre géneros para
cada uno de los acidos grasos.

GENERO 14:00 16:00 17:00 17:1w8c 18:0 18:1 w9c
Clitopilus giovanealle 0.52d 3.59c 0.33c 0.21b 533c 19.82f
Coprinus sp. 091c 4.03b 1.27d 17.03f
Tulasnella sp. 0.41d 3.05c 0.5 a 242d 39.15b
Tulasnella calospora 0.41d 3.97c 0.82a 237c 39.15b
Colletotrichum sp. 255c 0.49 a 6.43b 36.73c
Lachnum sp. 1.00b 5.06a 7.33b 29.96d
Trichoderma viride 0.81c 468ab 0.33c 0.53a 220d 2513e
Trichoderma rossicum 0.81c 448ab 0.56b 0.77 1.48d 46.09a
Morchella sp. 0.88c 597a 483c 31.54c
Alternaria alternata 0.65c 5.18a 265d 27.09d
Preussia minima 0.74c 467ab 04b 051a 514c 252e
Chaetomium nigricolor 0.81c 445ab 221c¢c 403a
Chaetomium sp. 497a 4.83ab 487c 26.35e
Fusarium tricinctum 0.39d 453ab 01d 0.27b 1491a 34.08c
Trichocladium sp. 0.52d 3.74c 761b 46.64a
Muscodor albus 092b 51a 0.8a 209d 341c
Nemania sp. 084c 474ab 0.8a 6.199b 38.13b
Xylaria enteroleuca 1.08b 511a 0.7a 6.19b 38.13b
Sordariomycetes 1.11b 4.47 ab 493c 4543a
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Algunas muestras presentaron acidos unicos y el acido laurico (12:0 acido
dodecanoico) considerado como de amplio espectro, se presentaron unicamente

en 2 géneros (Tabla 11).

Tabla 11. Acidos grasos poco frecuentes y géneros en los que se presentaron (las
proporciones se muestran transformadas con raiz cuadrada).

GENERO 12:00 13:0ANT 15:1w5c 16:020H 16:1w5c 18:120H 19:0w8c 20:1 w9c
Clitopilus giovanealle  0.15 0.37 2.69 1.98
Coprinus sp. 1.95

Colletotrichum sp 2.42
Preussia minima 1.81

Fusarium tricinctum  0.23 0.51 6.91 2.61 2.00

Se generaron dos arboles de distancias. ElI primero de ellos muestra el
agrupamiento generado para hongos basidiomicetos con el criterio aglomerativo
WARD (Fig. 14). En el que se puede observar una separacion bien definida de las
muestras con base en su perfil de acidos, quedando agrupadas de acuerdo a su
género correspondiente. Coprinus sp. presento el acido 16:0 20H como unico.

El arbol generado para hongos ascomicetos (Fig. 15) separa las muestras en dos
grupos mayores, dejando fuera a las cepas M48 y M105 identificadas como
Fusarium tricinctum y un Sordariomycete. Se puede observar que las muestras
quedan relacionadas con su género correspondiente como sucedié para el grupo
de basidiomicetos. Fusarium tricinctum presentd en su perfil dos acidos unicos, el
18:1 20H y 19:0w8c y Preussia el 15:1w5c.
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M38 Clitopitus giovaneale —|

M103 Clitopilus giovanealle J

MB2 Coprinus sp.

M15 Coprinus sp.

M1 Tufasnelia sp.

M34 Tufasnelfa sp.

M85 Tulasnefla sp.

-

- 0.93
&
— 0.1

|-5.17

|—-0.15

|—-0.74

M87 Tufasnella catospora

— 1.81

Figura 14. Arbol de distancias de Basidiomycota generado a partir de la composicién de

acidos grasos de las muestras analizadas con criterio aglomerativo WARD. Se sefialan

las distancias entre cada rama generada iniciando de Clitopilus M38.

M102 Altemnana aflemats :_
M80 Altemnaria alternata |

M17 Chaetomium nigricotor
M65 Chaetomium sp. :I—

M56 Lachnum sp.

M86 Morchella sp. —

M104 Morchefla sp. e
M79 Preussia minima

M28 Preussia minima —_—

— @
— .98 l
— 22

b 5.2

M78 Preussia minimg  ———l
M45 Preussia minima

MB4 Trichoderna rossicum ——

M47 Trichoderma vifide ————
M16 Muscodor albus

M18 Xyfarea enterofeucs :_|
M57 Nemania sp.

M91 Coffetotnichum sp.

M82 Fusanumincinclum
Ma9 Trichocfadium sp.
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MO0 Trichocfadium sp. [
M82 Trichocladium sp. :—

M48 Fusarium ticincturn
M105 Sordariomycetes
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Figura 15. Arbol de distancias de hongos ascomicetos generado a partir de su
composicion de acidos grasos utilizando analisis de agrupamiento con criterio
aglomerativo WARD. Se muestran las distancias entre las principales ramas.
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11.4. Discusion

La cantidad total de acidos grasos encontrados en este estudio concuerdan con
otros trabajos en donde se reportan de 11 a 20 acidos en diferentes especies de
hongos de géneros como Penicillum, Fusarium, Alternaria y Rhizoctonia (Larsen et
al., 2000; Larkin & Groves, 2003; Lanoiselet et al., 2005; Matsumoto, 2006;
Mohamed et al., 2016). Los perfiles con mayor cantidad de acidos grasos fueron
las muestras identificadas como Fusarium tricinctum y Clitopilus giovanealle con
11 y 10 acidos respectivamente, mientras que en los demas grupos de hongos
unicamente se detectaron de 4 a 5 acidos diferentes. Muller et al., (1994)
demostraron que el método MIDI es eficiente para la extraccion de acidos grasos
en hongos, dando buenos resultados, sin embargo otros trabajos realizados con
hongos han observado que este método no siempre es eficiente para algunos
taxones ya que no permite identificar o diferenciar aislados a nivel de especies y
que cuando este método es modificado aumentando el tiempo de saponificacion
se obtiene una mayor variedad de acidos debido a una mayor destruccion de las
membranas celulares (Matsumoto, 1996; Stevens-Johnk & Jones 2001;
Priyatmojo et al., 2002; Larkin & Groves, 2003).

En el presente trabajo el paso de saponificacion se realizé por 30 minutos y no las
2 horas y media que sefalan otros trabajos, por lo que esto explicaria la poca
variedad encontrada en la mayoria de los perfiles. Otro factor que pudo influir en la
extraccion fue el tiempo de incubacion y la temperatura; se documenta que la
edad de los cultivos y la temperatura son parametros criticos, siendo 4 dias el
tiempo mas comunmente utilizado, aunque algunos reportan 7 dias para algunos
géneros como Rhizoctonia (Stevens-Johnk & Jones 1993; Pankhurst et al, 2001;
Priyatmojjo et al., 2002; Lanoiselet et al., 2005).

Se corroboré lo mencionado por otros investigadores que sefalan que la variedad
de acidos grasos presentes en los hongos no es muy amplio y que se repiten entre
los diferentes taxa de manera que resulta dificil la identificacién y separacion de
géneros utilizando unicamente su perfil de acidos grasos pero que la combinacion

con analisis morfolégicos incrementa la exactitud en su identificacion (Olsson,
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1999; Fraga et al.,, 2008). Todas las muestras analizadas presentaron 6 de los
acidos grasos considerados de amplio espectro, sin embargo se pudo observar
que las concentraciones de los mismos varié entre los taxa analizados y que la
combinacioén de estas variaciones en los diferentes acidos que conforman su perfil
puede ayudar a su clasificacion, que junto con la caracterizacién morfologica y
molecular proporcionan una identificacion mas precisa de los organismos, como
se menciona (Lanoiselet et al., 2005). El acido graso 18:1w9c fue el acido graso
predominante en todas las muestras analizadas y el que presentd las mayores
concentraciones, estos mismos resultados se han encontrado en otros trabajos en
los que se sefala que los acidos grasos mas comunes se encuentran en el rango
del 14 a 18 carbonos, que pueden encontrarse en proporcion del 80 % o mas
(Baird et al., 2000; Mohamed et al., 2016). Entre estos acidos, el 18:1w6,9 es
sefalado como uno de los mas abundantes junto con el 16:0, ambos considerados
de amplio espectro y cuyas concentraciones fueron mayores al 80% en todas las
muestras analizadas (Lechevalier & Lechevalier, 1998; Lanoiselet et al., 2005).
Olsson (1999) senala que los acidos grasos de 18 cadenas como el 18:2w6,9 son
tipicos en basidiomicetos, ascomicetos y deuteromicetes, y en muchos otros
eucariontes y que en estos grupos se presentan en altas concentraciones, siendo
un ejemplo el género Suillus, un hongo ectomicorricico que presenta hasta 10
veces mas cantidad del acido 18:2w6,9 que otros hongos ectomicorricicos.

Si bien a mayor escala es dificil identificar a los hongos presentes en las raices de
las orquideas, a una escala mas fina, se pudieron observar algunas diferencias en
los perfiles de las muestras analizadas que permitieron su separacién en grupos
bien definidos como lo mostraron los arboles de distancia generados. Slabbinck y
colaboradores (2010) sefialan que la diferencias en la longitud de las cadenas, la
posicion de dobles enlaces, la concentracion y su presencia en determinados
grupos contribuye a una diferenciacién exitosa entre grupos fungicos.

Las muestras correspondientes al género Clitopilus presentaron algunos acidos
unicos en el grupo de basidiomicetos como fueron el 12:0, 16:1w5c y el 20:1w9c
que unicamente se presentaron en Fusarium dentro del grupo de los ascomicetos

y el 17:0 que no se presentd en Coprinus ni en Tulasnella. A su vez los perfiles de
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las cepas de Coprinus reportaron la presencia del acido 16:0 20H que no se
encontré en los otros basidiomicetos. Este acido es reportado por Pereira y
colaboradores (2011) presente en hongos del complejo Rhizoctonia y lo sefiala
como posible marcador del género micorricico de orquideas Ceratorhiza ya que no
se presenta en otros hongos micorricicos orquideoides como el género Tulasnella.
Sin embargo en este trabajo se pudo observar que esta presente en Coprinus
también registrado en la literatura como hongo micorricico de orquideas (Yamato
et al., 2005; Smith y Read, 2008). Asi mismo en el mismo trabajo se reporta la
presencia de los acidos 17:0 y 20:0 en cepas de Tulasnella pero en este trabajo el
perfil de acidos grasos de este género no los registro, también sefalan como
posible marcador al 18:1w9c que en este trabajo se presentd en todas las
muestras analizadas de hongos asociados a las raices de orquideas. Esto
demuestra la necesidad de realizar una mayor cantidad de estudios sobre la
composicion de sus aciods grasos para poder establecer criterios para su
identificacion utilizando esta técnica.

El arbol de distancias separ6 a las cepas de hongos micorricicos orquideoides de
los otros basidiomicetos analizados, lo que sugiere que la combinacion vy
concentracion de los acidos detectados en la determinacion de su perfil pueden
ser una buena herramienta si se documenta con mayor precision para analizar si
estds concentraciones son constantes bajo diferentes condiciones de cultivo.
Otros trabajos han demostrado que la proporcion de acidos grasos presentes en
diferentes organismos permite diferenciar especies o subespecies de diferentes
grupos de manera exitosa, en hongos como Penicillum, Phytoptora y Fusarium
(Larkin & Groves, 2003; Aye et al., 2008; Mohamed et al., 2016).

En el grupo de los ascomicetos, la separacion en diferentes grupos con base en
su perfil no fue reflejo de sus relaciones filogenéticas, pues géneros como
Alternaria y Preussia incluidos en un mismo orden, en el analisis quedaron en
grupos separados y las muestras de Fusarium tricinctum no se agruparon juntas.
Sin embargo, diferentes trabajos indican que aislados provenientes de diferentes
regiones geograficas pueden variar en la composicion de sus acidos grasos o0 en

las concentraciones presentes debido a las diferentes condiciones bidticas vy
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abidticas que pudieran existir en cada lugar (Baird et al., 2000; Priyatmojo et al.,
2002). En el presente estudio las muestras provenian de diferentes lugares y
fueron extraidas de diferentes orquideas. Preussia minima presentdé como acido
graso unico el 15:1wbc y Fusarium tricinctum los acidos 18:1 20H y 19:0w8c,
otros trabajos han reportado una gran variedad de acidos grasos en diferentes
especies de Fusarium que van de acidos de 14 a 18 carbonos y cuyos porcentajes
individuales varian de menos del 1% a mas del 35% del contenido total de acidos,
siendo los mas comunes los estearicos (18:0) oleicos (18:1n-9) y linoleicos (18:2n-
6) que pueden encontrarse en concentraciones por encima del 90% en sus perfiles
(Zain, 2010; Shahnazi et al., 2013). En este trabajo este género fue el que mayor
cantidad de acidos grasos reporté siendo el mas abundante el 18:1w9c.

Con base en los resultados obtenidos en la caracterizacién de los acidos grasos
presentes en la gran variedad de hongos asociados a las raices de orquideas que
incluye hongos endofitos ascomicetos y basidiomicetos, asi como hongos
micorricicos, se requiere la estandarizacién de condiciones de cultivo y protocolos
de extraccidn para la aplicacidén exitosa del analisis de estos acidos en este grupo
de hongos, para que ratifiquen los resultados obtenidos por diferentes laboratorios,
asi como la obtencién de perfiles de acidos grasos mas completos que permitan
analizar su composicién y proporcion como posible método alternativo para la

identificacion de estos hongos en las orquideas.

11.5. Conclusiones

Los acidos grasos de amplio espectro 14:0, 18:0 y 18:1w9c estuvieron presentes
en todos los géneros de hongos enddfitos de orquideas analizados y sus
concentraciones fueron diferentes para cada género lo que permitid su
agrupamiento. El acido graso mas abundante en todas las muestras fue el
18:1w9c con proporciones mayores al 30% del total para la mayoria de los hongos
analizados, lo cual puede ser una herramienta para detectar la presencia de estos

hongos en las raices de las orquideas.
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Coprinus sp. presentd como acido graso unico el 16:0 20H, Preussia el 15:1w5c y
Fusarium los acidos 18:1 20H y 19:0w8c, que pudieran ser utilizados como
posibles marcadores de estos géneros, sin embargo se requiere de mayores
estudios.

A diferencia de otros trabajos en donde se reporté a los acidos 17:0 y 20:0 como
posibles marcadores del género micorricico Tulasnella, en el presente trabajo no
se extrajeron estos acidos de las diferentes cepas analizadas por lo que se
requieren mas estudios al respecto.

La concentracion de los acidos grasos en cada género asi como la comparaciéon
de sus perfiles es una herramienta util que puede ser utilizada en combinacion con
técnicas morfoldgicas y moleculares para la identificacion correcta de los hongos

asociados a las orquideas a una escala fina.
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CAPITULO IIl. CONTRIBUCION DE HONGOS ENDOFITOS Y MICORRICICOS A
LA GERMINACION Y DESARROLLO INICIAL DE PLANTULAS IN VITRO DE
ORQUIDEAS MEXICANAS

RESUMEN

La familia Orchidaceae es un grupo de plantas de los mas diversos a nivel
mundial que, sin embargo, depende de la interaccion con otros microorganismos
que le garantizan una estabilidad ecolégica y mayores ventajas para su
crecimiento. Bajo condiciones naturales algunas asociaciones benéficas se
establecen entre las raices de las orquideas y ciertos grupos muy heterogéneos
de bacterias y hongos. Ademas, debido a que sus semillas presentan un embrion
que es escaso en endospermo requieren de la intervencion de diferentes grupos
de hongos que les garanticen la germinacion y el desarrollo de mecanismos de
defensa para su supervivencia. A pesar de que la germinacién simbidtica
actualmente es ampliamente utilizada en paises como Australia, en México, el
uso de esta metodologia se encuentra subutilizada como herramienta de
conservacion. Por tal motivo la finalidad de este trabajo fue determinar el grado
de compatibilidad de algunos hongos endéfitos y micorricicos y su contribucion
en la germinacion y su eficiencia para el desarrollo del embrién y supervivencia in
vitro con 7 especies de orquideas mexicanas. Se colectaron semillas de cuatro
orquideas epifitas (Laelia autumnalis, L. speciosa, Euchile citrina'y P. squalida) y
tres orquideas terrestres (Bletia purpurata, Habenaria flexuosa y Govenia
lagenophora). Se corrobor6é su viabilidad utilizando CTT (Cloruro de Trifenil-
tetrazolio) y se colocaron en geminacion asimbidtica y simbidtica con 6 cepas de
hongos micorricicos y 11 cepas de hongos enddfitos no micorricicos en medios
basico de avena (MBA). Se determinaron porcentajes de germinacién a los 30
dias y de supervivencia a los 150 dias. Se corrobor6 la colonizacion fungica en
protocormos a los 90 dias y se determin6é el indice de desarrollo (indice
germinativo IG) a los 30 y 150 dias. Los resultados obtenidos mostraron que la
presencia de hongos endofitos y micorricicos promueven una mayor germinacion
de las semillas de orquideas en comparacion con la germinacién asimbidtica en
cultivos in vitro sin adicion de reguladores de crecimiento. En las primeras etapas
el proceso germinativo de las orquideas analizadas fue estimulado por una gran
variedad de hongos endofitos pero después del rompimiento de la testa, el
embridn requirié de la interaccion con los hongos, de manera que unicamente los
que lograron establecer una asociacion simbidtica con el protocormo, estimularon
el desarrollo y crecimiento subsecuente de las plantulas. Unicamente los hongos
del complejo Rhizoctonia (Tulasnella y Serendipita) reportados como hongos
micorricicos de orquideas y los ascomicetos Morchella y Trichocladium
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colonizaron los protocormos y estimularon el desarrollo del embrién hasta la
etapa 6 (pantula con dos o mas hojas verdaderas y raices). Estas cepas fungicas
fueron mas efectivas para las orquideas terrestres logrando estadios de
desarrollo 4, 5 y 6 (aparicién de la primera hoja y raices, en adelante) a los 30
dias después de la siembra (IG > 3) y porcentajes de germinacion superiores al
60%, mientras que las orquideas epifitas se encontraban en estadios 1 y 2
(rompimiento de testa y formacién de protocormo) (IG< 1) a este tiempo y sus
porcentajes germinativos fueron inferiores al 40%. G. lagenophora no germiné en
ninguno de los tratamientos y E. citrina no mostré compatibilidad por la mayoria
de los hongos a excepcion de Tulasnella 4, con el que unicamente alcanzé el
estadio 4 de desarrollo (aparicidon de la primera hoja). El ascomiceto
Trichocladium formd todas las estructuras tipicas de la micorriza orquideoide,
coloniz6 y promovié el desarrollo de plantulas hasta el estadio 6 (plantula con dos
hojas y raices) en B. purpurata, H. Flexuosa, L. autumnalis, L. speciosa y P.
squalida, por lo que se comprobd su capacidad micorricica. Los resultados
obtenidos sugieren que las especies terrestres mexicanas tienen asociaciones
especificas con hongos micorricicos durante las primeras etapas de desarrollo,
que resultan muy efectivas para el proceso germinativo, desarrollo y
supervivencia de plantulas. Las orquideas epifitas por el contrario resultaron mas
generalistas durante el proceso germinativo, de manera que una gran variedad
de hongos enddfitos estimulé su germinacion, pero que para el desarrollo
posterior no fueron efectivas, indicando variacion en la interaccion que
probablemente involucra un cambio de sus socios fungicos, o bien una mayor o
una menor dependencia hacia la asociacion simbidtica.

Palabras clave: semillas, estadios de desarrollo, asociacidon simbidtica

ABSTRACT

Orchidaceae is one of the most diverse plant families in the world and it is proven
that they depend on interaction with other microorganisms that guarantee
ecological stability and greater advantages for their growth. Under natural
conditions some beneficial associations are established between the roots of
orchids and certain very heterogeneous groups of bacteria and fungi. In addition,
because their seeds have an embryo that is scarce in endosperm, this plants
require the intervention of different groups of fungi that guarantee germination and
development of defense mechanisms for their survival. Although symbiotic
germination is currently widely used in countries such as Australia, in Mexico, the
use of this methodology is underutilized as a conservation tool. For this reason, the
purpose of this work was to determine the degree of compatibility of some
endophytic and mycorrhizal fungi to promote germination, and its efficiency for
embryo development and in vitro survival with 7 species of Mexican orchids. Seeds
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of 4 epiphytic orchids were collected: Laelia autumnalis, L. speciosa, Euchile
citrina and P. squalida; and 3 terrestrial orchids: Bletia purpurata, Habenaria
flexuosa and Govenia lagenophora. Seeds viability was corroborated using TTC
(Trifenil-tetrazodium Chloride) and then were placed in asymbiotic and symbiotic
gestation with 6 strains of mycorrhizal fungi and 11 strains of non-mycorrhizal
endophytic fungi in basic oatmeal media (MBA). Germination percentages were
determined at 30 days and survival at 150 days. The fungal colonization in
protocorms was corroborated at 90 days and the development index (germinative
index) was determined at 30 and 150 days. The results showed that endophytic
and mycorrhizal fungi promotes a higher orchid seeds germination in comparison
with asymbiotic germination at in vitro cultures without the addition of hormones. In
the first stages the germinative process of the analyzed orchids was stimulated by
a great variety of endophytic fungi, but after testa breaking the embryo became
more selective in the interaction with fungi, so only those strains that established a
symbiotic association with the protocormo stimulated the development and
subsequent growth of the seedlings. Only fungi of Rhizoctonia complex (Tulasnella
and Serendipita) reported as orchid mycorrhizal fungi and the ascomycetes
Morchella and Trichocladium colonized the protocormos and stimulated the
development of the embryo until stage 6. These fungal strains were more effective
for terrestrial orchids achieving stages of development 4, 5 and 6 at 30 days after
sowing (IG> 3) and germination percentages higher than 60%, while epiphytic
orchids were in stages 1 and 2 (IG <1) at this time and their germination
percentages were less than 40%. G. lagenophora did not germinate in any of the
treatments and E. citrina did not show compatibility for most of the fungi except for
Tulasnella 4, but only reached stage 4 of development. Trichocladium ascomycete
formed all the typical structures of the orquideoid mycorrhiza, colonized and
promoted the development of seedlings up to stage 6 in 5 of the orchid species
analyzed, so its mycorrhizal capacity was verified. The results obtained suggest
that the Mexican terrestrial species have specific associations with mycorrhizal
fungi during the first stages of development, which are very effective for the
germinative process, development and survival of seedlings. The epiphytic orchids
on the contrary were more generalistists during germinative process, so that, a
great variety of endophyte fungi stimulated their germination, but for later
development they were not effective, indicating a variation in the association that
probably involves a change of fungal interactions or more/less dependence on
symbiotic associations.

Key woerds: seeds, development stages, symbiotic associations
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l11.1. Introduccion

Las orquideas son un grupo de plantas que presentan una serie de adaptaciones
que les han permitido colonizar una gran diversidad de ambientes (Arditti &
Abdul-Ghani, 2000). Una de estas adaptaciones es la produccion de semillas
consideradas como las mas diminutas que se conocen, pero que COmo
desventaja, presentan un embrion aun mas pequeno que es escaso en
endospermo (Dunn & Arditti, 2009) (Fig. 16). Debido a esto, un requisito
indispensable para la germinacién en su medio ambiente natural, en muchas
especies de orquideas, dado que estas semillas son incapaces de obtener
nutrientes o que la disponiblidad de estos no simpre es la adecuada, es la
interaccidn con otros organismos (Dearnaley et al., 2012).

Figura 16. Semillas de orquidea. En capsula (izquierda) y semillas individuales
(derecha). Fotos Munguia-Rodriguez y Beltran-Nambo.

Para muchas especies de orquideas, la expansion inicial del embridon y el
rompimiento de la testa puede ocurrir bajo condiciones in vitro sin la intervencién
de hongos simbiontes (Smith & Read, 2008), sin embargo, en ausencia de una
fuente de carbohidratos, la colonizacién por hongos micorricicos es necesaria
para el desarrollo del protocormo y el crecimiento de las plantulas que les
garantizan una estabilidad ecoldgica y mayores ventajas para su crecimiento
(Hynson et al., 2013; Teixeira et al., 2015).

Se menciona también que las plantulas crecidas bajo condiciones in vitro no
desarrollan resistencia natural contra microorganismos patdgenos y por esta
razon son incapaces de sobrevivir bajo condiciones naturales (Liu et al., 2010),

77



RESULTADOS. CAPITULO llI
Contribucién de hongos endéfitos y micorricicos a la germinacién y desarrollo inicial in vitro de plantulas de orquideas

pero que se puede incrementar el vigor y la fortaleza si durante las primeras
etapas de desarrollo, se introduce al hongo enddfito y /o micorricico apropiado
(Swarts & Dixon, 2009; Zhang et al., 2012), de manera que la presencia de estos
hongos estimulen la expresion y produccion de metabolitos secundarios
relacionados con los mecanismos de defensa de las plantas y otros compuestos
fungicos que proporcionan proteccién contra estrés bidtico y abidtico, lo que
resulta en una mayor supervivencia de las plantulas al momento de
reintroducirlas a sus habitats naturales (Chen et al.,, 2012; Zeng et al., 2014;
Xiaoya et al., 2015).

En diferentes trabajos se ha investigado el efecto que tienen hongos micorricicos
y no micorricicos sobre el crecimiento de los protocormos y plantulas. El beneficio
de hongos micorricicos del complejo Rhizoctonia es bien conocido (Otero et al.,
2003; Otero & Bayman, 2009; Swangmaneecherern et al., 2012; Zettler et al.,
2013; Chavez et al., 2014; Pereira et al., 2015) y los resultados al utilizar otros
hongos endofitos sefalan que algunos de ellos promueven de manera
significativa el crecimiento de las plantulas (Faeth & Fagan, 2002; Rodriguez et
al., 2009; Hossain et al., 2013; Gamboa-Gaitan & Otero-Ospina, 2016). A nivel
mundial la lista de hongos endéfitos que promueven la germinacién de la semilla
incluye 35 géneros pertenecientes a 22 familias, 12 6rdenes y 2 divisiones
(Rasmussen et al., 2015), entre algunos de los géneros se mencionan los del
complejo Rhizoctonia (Tulasnella, Ceratobasidium, Serendipita y Tanathephorus)
(Nontachaiyapoom et al., 2010; Chen et al., 2012; Zi et al., 2014), y algunos otros
como Auricularia, Russula y Coprinus (Taylor et al., 2004; Yagame et al., 2007,
Dearnaley et al., 2012).

A pesar de que la germinacion simbidtica actualmente es ampliamente utilizada
en paises como Australia y en Norteamérica (Batty et al., 2001; Stewart et al.,
2002) en otras partes del mundo, incluyendo México y América del sur que
cuentan con una gran diversidad de orquideas, el uso de esta metodologia se
encuentra subutilizada como herramienta de conservacion. En México por
ejemplo, en donde mas del 40% de las 1260 especies que se reportan son
endémicas (Espejo-Serna, 2012) y donde 188 de ellas se encuentran en
categoria de riesgo (SEMARNAT, 2010 - NOM-059), son contadas las especies
que estan siendo propagadas ex situ con hongos micorricicos, como Bletia
urbana y Dichromantus auriantiacus (Ortega-Larrocea et al.,, 2008) y se
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desconoce la funcion benéfica que pueden tener otros hongos endodfitos
asociados a sus raices.

Rasmussen y colaboradores (2015) compararon los micobiontes asociados a las
semillas de orquideas y encontraron diferentes patrones: algunas orquideas se
mantienen en asociacién con un solo micobionte, mientras que otras pueden
cambiar de simbionte en la transicion de la etapa juvenil a la adulta o durante
alguna perturbacion ambiental o expandir sus asociaciones (Fig. 17). Se
menciona que la especificidad del embrién y las plantulas hacia el micobionte es
mas estrecha que la de las plantas adultas, pero generalmente la asociacion se
establece mejor con hongos que provienen de las raices de las plantas adultas
(Jacquemyn et al., 2011).

Por todos estos patrones de comportamiento en la asociacion orquidea —hongo
se considera que la aplicacion de endéfitos que pueden estimular el desarrollo
del embrion y promover el crecimiento de las plantas ya sea en cultivos puros o
en combinacion con hongos micorricicos es una técnica que permanece aun
poco explorada, aunque es muy prometedora (Teixeira et al., 2015).

Plantula (protocormo) Adulto (ralces rizomas)

Figura 17. Especificidad fungica en plantulas de orquideas (izquierda) y plantas adultas
(derecha). 1) Conservan al socio, ejm. Drakaea sp. 2) Cambian de un hongo a otro, ejm.
Gastrodia elata. 3) Cambian de un hongo a varios, ejm. Tripularia discolor. 4) Plantula en
asociacion con varios hongos y aumentan en la etapa adulta, ejm. Epictatis. 5) muchos
micobiontes que son diferentes a los de la primera etapa de desarrollo (Modificado de
Rasmussen et al., 2015).

El estudio de la dependencia de la orquidea hacia los hongos para la germinacion

de la semilla y el desarrollo de plantulas, ayuda a entender el papel de estos
hongos en el proceso de desarrollo de las orquideas y los mecanismos que
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aseguran su supervivencia en los diferentes ecosistemas en que se desarrollan.
Por tal motivo la finalidad de este trabajo fue determinar el grado de
compatibilidad de algunos hongos endodfitos y micorricicos con 7 especies de
orquideas mexicanas y su eficiencia para promover la germinacion, desarrollo y
supervivencia in vitro.

lll.2. Metodologia

Seleccion de hongos

Para analizar la compatibilidad fungica de hongos enddfitos y micorricicos se
seleccionaron 6 cepas de hongos micorricicos orquideoides previamente
identificados y 11 cepas de hongos enddfitos, todos ellos provenientes de raices
de 6 orquideas mexicanas: 3 epifitas (Laelia autumnalis (Lex.) Lindl., Laelia
speciosa (Kunth) Schitr y Prosthechea squalida (La Llave & Lex.) Soto Arenas &
Salazar); y 3 orquidea terrestres (Bletia purpurata A. Rich & Galeotti, Habenaria
flexuosa Lindl. y Govenia lagenophora Lindl.). La orquidea de procedencia de las
cepas fungicas utilizadas y su relacion con secuencias de GenBank se muestra
en la Tabla 12.

Previo al experimento las cepas fungicas se mantuvieron en medio PDA en

incubacion a 27° C, trasladando periddicamente fragmentos de hifas en

crecimiento a medio fresco para mantener su actividad.

Colecta de semillas

Se colectaron semillas de las orquideas arriba mencionadas y se adicion6 a la
colecta de semillas la especie Euchile citrina. Las semillas se extrajeron de tres
capsulas maduras de plantas separadas, de cada una de las especies de
orquideas analizadas y de las mismas poblaciones en donde previamente se
colectaron las raices, para la extraccion de los hongos utilizados en este andlisis.
Las capsulas intactas se trasladaron en bolsas de papel y se almacenaron a
temperatura ambiente en el laboratorio durante 15 dias. Después de este tiempo
las capsulas secas se abrieron con un bisturi para extraer las semillas que fueron
almacenadas en frascos de cristal estériles con tapén de corcho a temperatura

ambiente (23-25° C) hasta su utilizacion.
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Tabla 12. Cepas fungicas seleccionadas, orquidea de procedencia y su identidad con
secuencias referenciadas en Genbank.

No. ORQUIDEA DE HONGOS IDENTIDAD
MUESTRA  PROCEDENCIA PHYLUM ORDEN GENERO TIPO GENBANK
MICORRIZOGENOS
M85 Bletia purpurata  Basidiomycota Tulasnellales Tulasnella calospora 1 Orquideoide GuU166407.1
Mm87 Bletia purpurata Tulasnella calospora 2 Orquideoide GuU166407.1
M1 Laelia autumnalis Tulasnella sp. 3 Orquideoide EF393628.1
M34 Laelia speciosa Tulasnella sp. 4 Orquideoide EF393627.1
M37 Govenia Tulasnella calospora 5 Orquideoide JQ247558.1
lagenophora
M86 Bletia purpurata Serendipital  Serendipita sp. Orquideoide FJ788847.1
es
M15 Laelia autumnalis Agaricales Coprinus sp. Orquideoide y AB071802.1
saprobio
M4 Laelia autumnalis Russulales Russula sp. Ectomicorrizay HQ021866.1
Orquideoide
M96 Bletia purpurata  Ascomycota Pezizales Morchella sp. Ectomicorriza
ENDOFITOS
M45 Govenia Ascomycota Pleosporales Preussia minima 1 Simbionte KY124642.1
lagenophora benéfico
M78 Laelia autumnalis Preussia minima 2 Simbionte KY124642.1
benéfico
M35 Bletia purpurata Sordiariales  Paecilomyces inflatus ~Slmbionte GU566291.1
M82 Laelia speciosa Fusarium sp. Fitopatogeno EU860071.1
M90 Bletia purpurata Trichocladium sp. 1 Saprobio KM062090.1
M93 Bletia purpurata Trichocladium Saprobio HF678530.1
opacum 2
M16 Prosthechea Xylariales Muscodor albus Saprobio JX298899.1
squalida
M36 Prosthechea Helotiales Cephaloteca sulfurea  Simbionte EU823315.1
squalida

Prueba de viabilidad

La viabilidad de una porcién de semillas fue analizada utilizando la prueba de

cloruro 2,3,5-trifeniltetrazolio (CTT) reportada por Van Waes y Debergh (1986),

para lo cual las semillas se colocaron en una solucion de hipoclorito de calcio

(CaOCly) al 2% (w/v) con unas gotas de Tween 80, para posteriormente dejarlas

en agua destilada estéril durante 24 horas. Pasado este tiempo, las semillas se

tineron con CTT al 1% (w/v) a pH 7 y se almacenaron en obscuridad a 30° C

durante 24 horas. Después de lo cual se observaron en microscopio optico y se

calcularon porcentajes de las semillas viables considerando la presencia de
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embriones robustos, ovoides y tefidos de color rojizo o pardo. Una vez
comprobada su viabilidad, las semillas no utilizadas para la prueba (la mayoria) se

prepararon para su germinacion.

Desinfeccion de semillas

Para la desinfeccion de la semilla se utilizaron paquetes de papel filtro de 4 cm?.
En cada paquete se colocaron 0.05 g de semillas aproximadamente y se cerraron
con grapas. Para la desinfeccién se siguié la metodologia de Vujanovic (2000),
con modificacion en el tiempo de tratamiento de acuerdo a los resultados
obtenidos por Segundo-Campos (2016). La técnica consisti6 en sumergir los
paquetes en una solucion de hipoclorito de sodio comercial (4-6 % de cloro activo)
al 10% durante 10 minutos en agitacién bajo campana de flujo laminar, para

posteriormente enjuagarse tres tiempos con agua destilada estéril.

Germinacién simbiética y asimbiodtica

Para la germinacion simbidtica y asimbidtica, las semillas previamente
esterilizadas se sembraron en cajas Petri con medio basico de avena (MBA)
(Mitchell, 1989) mediante frotacion del sobre de papel filtro en el que se
esterilizaron. Posteriormente se adiciond al medio 1 cm® aproximadamente del
inoculo fungico seleccionado. Se prepararon un total de 5 réplicas para cada uno
de los inéculos y 5 replicas carentes de hongo para la prueba asimbidtica, con lo
que se tuvo un total de 100 muestras a analizar. Los cultivos se incubaron en
camara de luz con fotoperiodo de 16 horas luz/8 h obscuridad a una temperatura
de 25° C + 2. Tres cajas de cada tratamiento fueron seleccionadas al azar cada 15

dias para medir el estadio de germinacion y desarrollo de plantulas.
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Porcentaje de germinacion y evaluacion del desarrollo del embrién
El porcentaje de germinacién de las semillas y el desarrollo del embridén fue

medido utilizando una escala de 0 a 6 propuesta por Zettler y Mclnnis (1993):

Estadio 0= No germinacién, Estadio 1 = ruptura de testa debido al hinchamiento
del embrion, Estadio 2 = protocormo con presencia de rizoides, Estadio 3 =
aparicion del primer primordio foliar, Estadio 4 = aparicién de la primera hoja,
Estadio 5 = elongacion de la hoja y emergencia de la raiz y Estadio 6 = presencia
de dos hojas. (Fig. 18).

Figura 18. Etapas de germinacion de la semilla. Estadios de desarrollo 0 a 5 de acuerdo a
Zettler y Mclnnis (1993).

La infeccion fungica fue confirmada después de los estadios 4 y 5 mediante la
selecciéon al azar de 2 o 3 protocormos de cada tratamiento y la observacién en
microscopio para detectar la presencia de pelotones y/o hifas.

Se calcularon los porcentajes de germinacion a los 30 dias de la siembra,

considerando el estadio 1 como semilla germinada, de acuerdo a la formula:

%G = (No. de semillas en estadio 1 o superior / total de semillas contabilizadas) x 100

Se calcul6 el indice germinativo (IG) mediante el conteo de las semillas en 45
observaciones por tratamiento, de acuerdo a la metodologia utilizada por Otero y
colaboradores (2004) que evalua la germinacion considerando ademas el estadio
de desarrollo del embrion, de tal manera que valores mas altos son reflejo de un

estado de desarrollo mas avanzado en el embrién. La féormula es:
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IG = (N4 + N2(2) + N3(3) + Na(4) + N5(5) + Ng(6)) / No + N1 + N2+ N3 +N4 + N5 + N

N = numero de semillas en la etapa de desarrollo correspondiente al subindice

El porcentaje de supervivencia se calculé a los 150 dias después de la siembra

por conteos al azar en cada una de las muestras con la formula:

%S = (No. de plantulas en estadios 3 a 6 / total contado) x 100

Analisis estadisticos

Todos los resultados obtenidos se graficaron en valores promedio y para los
analisis estadisticos los datos fueron transformaron, se hizo la comparacion de
medias con analisis de varianza (T-Students y ANOVA) en el programa JMP V. 8.0

y cuando hubo diferencia significativa se aplicd prueba de Tukey-Kramer.

111.3. Resultados

Viabilidad

La viabilidad observada en las capsulas colectadas de las diferentes especies de
orquideas fue mas alta en las orquideas epifitas como lo demostré el analisis de
comparacién de medias (P = 0.05) (Tabla 13), con un valor promedio de 75% , en
comparaciéon con el encontrado para las especies terrestres que fue de 49%.

Tabla 13. Porcentaje de viabilidad de capsulas por especie de orquidea y grafica q
muestra la diferencia significativa en prueba t-Student.

PORCENTAJE DE VIABILIDAD

ORQUIDEA Céapsula1 Capsula2 Capsula3 Promedio < B0 :
S
L. autumnalis 76 79 88 81 g - '
L speciosa 73 76 75 74.7 g oo
E. citrina 77.5 82.5 79 79.7 @
P. squalida 89.6 71 65 75.2 g 50
B. purpurata 71 66 45 60.7 £ 40
G. 74.5 58 33.2 55.2 10 : .
lagenophora Eplfitas Terrestres
H. flexuosa 35 43 15 31
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La prueba de CTT tifid de color rojo a pardo los embriones de las semillas de
todas las especies, demostrando que la prueba de viabilidad fue positiva (Fig. 19).
Esta viabilidad varié significativamente (P=0.05, Tukey) entre las diferentes
especies.

L. autumnalis y E. citrina presentaron los porcentajes de viabilidad mas altos,
mientras que los valores inferiores se presentaron en las semillas de H. flexuosa,

que fueron del 31 % en promedio (Fig. 20).

5 200 pm
Figura 19. Tincion de semillas con CTT. Viabilidad de la semillas positiva por tincion del
embrion con tonalidad roja. 1. L. speciosa, aumento 20x; 2. G. lagenophora, aumento 10x;
3. H. flexuosa, aumento 10x; 4. L. autumnalis, aumento 10x. 5. E. citrina, aumento 10x.
(Fotos: 1,3, 5 Beltran-Nambo; foto 2, 4 Segundo-Campos).
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Figura 20. Porcentaje de viabilidad encontrado en las cépsulas de las especies de
orquideas analizadas. Los valores se representan en valores promedio por especie.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P = 0.05, Tukey).

Germinacioén simbiética y asimbiodtica

Las pruebas de germinacién simbidtica realizadas arrojaron diferentes resultados
dependiendo de la orquidea en combinacion con cada una de las cepas fungicas.
Las semillas de G. lagenophora no germinaron con ninguno de los tratamientos a
pesar de que los embriones se encontraban viables y de sus porcentajes fueron
mas altos que los encontrados en H. flexuosa en la prueba con CTT.

En general, a los 30 dias en todos los demas tratamientos las semillas
comenzaron a germinar ya que presentaban semillas con embriones hinchados
y/o rompimiento de testa (E1), y en algunos casos se detectdé la presencia de
rizoides (E2) y comienzo de emergencia de la primera hoja (E3) (Fig. 21 incisos 2,
3, 4). Los embriones de B. purpurata fueron la excepcion, ya que se trata de una
orquidea terrestre, que con la mayoria de las cepas fungicas de hongos
micorricicos del género Tulasnella'y Serendipita utilizadas, alcanzaron estadios de
desarrollo notoriamente mas avanzados (E4 y ES) que el resto de las especies de
orquideas, pero presenté una compatibilidad menor hacia otros hongos enddfitos,
con excepciéon de Trichocladium que estimuld la germinacién y desarrollo a la par
del complejo Rhizoctonia, de manera que a los 30 dias se observaban

protocormos con la primera hoja presente y la primera raiz (Fig. 21 incisos 5, 6).
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Por esta razén, ésta fue la especie que presentd los indices germinativos mas
altos (IG = 2 a 5, los mejores tratamientos), seguida por H. flexuosa y P. squalida
que presentaron estadio 3 de desarrollo (IG = 0.6 a 1, los mejores tratamientos). El

resto de las especies mostraron indices germinativos inferiores a 0.5 (Fig. 22).

Figura 21. Estadios de germinacién a 30 dias de siembra. 1. Semillas en estadio 0 en
medio asimbidtico, aumento 4.5x. 2 y 3. Rompimiento de testa e hinchamiento del
embrion (E2) en L. autumnalis, en asociaciéon con Trichocladium 1. aumento 4.5x. 4.
Aparicién de la primera hoja (E3) en H. flexuosa, en asociacion con Serendipita sp.
aumento 3.5x. 5. Elongacion de la hoja (E5) en B. purpurata, en asociacion con Tulasnella
sp. 2, aumento 3.5x. 6. Emergencia de la raiz (E5) en B. purpurata, en asociacion con
Trichocladium 1, aumento 2.8x. (Fotos: Beltran-Nambo).

En todas las especies de orquideas, la germinacién asimbidtica presentd
porcentajes de germinacién significativamente mas bajos (P = 0.05, Tukey) que el
50% o mas de las cepas fungicas analizadas, lo que es prueba del efecto que tuvo
la presencia de algunos de los hongos sobre la germinacion de la semilla (Fig. 22).
El efecto que tuvieron los hongos no mostrd relacion con la especie de orquidea
de la cual se extrajeron a excepcidon de B. purpurata, en la que la germinacion fue
mas exitosa con los hongos asociados a su planta adulta.

En las orquideas epifitas, el efecto que tuvieron para estimular la germinacién
algunos hongos ascomicetos como Cephalotheca, Preussia y Trichocladium fue
igual o superior (P = 0.05) al de las cepas de hongos micorricicos de orquideas

como Serendipita y Tulasnella. Mientras que las orquideas terrestres mostraron

87



RESULTADOS. CAPITULO llI
Contribucién de hongos endéfitos y micorricicos a la germinacién y desarrollo inicial in vitro de plantulas de orquideas

diferente comportamiento, B. purpurata germind mejor en presencia de hongos
micorricicos orquideoides del complejo Rhizoctonia y del hongo ascomiceto
Trichocladium, que aunque no esta reportado como hongo micorricico en la
literatura, en su caracterizacion morfologica presentd formaciéon de células
monilioides y enrollamientos tipo pelotones. En H. flexuosa por el contrario, las
semillas germinaron mejor con todos los tratamientos simbidticos que bajo
condiciones asimbidticas (Fig. 22).

Los porcentajes de germinacion significativamente mas bajos se presentaron en E.
citrina y L. speciosa que fueron inferiores al 15% con los tratamientos simbidticos y
de menos del 4% con el tratamiento asimbidtico (Fig. 22). Para las demas
especies la germinacion mas exitosa se presentd en asociacion con hongos y fue
superior al 60% dependiendo de la cepa fungica y de la especie de orquidea.

Los hongos considerados como micorricicos, en general tuvieron efecto positivo
sobre la germinacion de las orquideas pero para algunas de las especies epifitas
tuvieron efectos negativos ya que sus porcentajes de germinacion fueron inferiores
al tratamiento asimbidtico y lo mismo sucedi6é con algunos hongos endéfitos como
Fusarium que inhibié por completo la germinacion (Fig. 22).

Cuando los embriones alcanzaron estadios 4 y 5 de desarrollo se corroboro la
colonizacion de los hongos en el protocormo. Se pudieron observar los
enrollamientos hifales denominados pelotones que son caracteristicos de la
micorriza orquideoide en las cepas de Tulasnella, Serendipita vy
sorprendentemente en los protocormos desarrollados con el ascomiceto
Trichocladium, no reportado como hongo micorricico de orquideas (Fig. 23). Y se
observo la presencia de hifas en algunas de las cepas de los enddfitos probados

como Morchella'y Cephalotheca.
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A los 90 dias de iniciada la prueba se pudo observar que las hifas de algunas de
las cepas de hongos enddfitos invadieron el medio de cultivo y comenzaron a

cubrir los protocormos en desarrollo provocando su oxidacion (Fig. 23 inciso 6).

Figura 23. Colonizacion de protocormos
por hongos simbiontes a los 90 dias de
siembra. 1. Plantulas de P. squalida en
estadio 5 y 6 colonizadas por Tulasnella
sp., aumento 10x. 2 y 3. Pelotones de
Trichocladium sp. en protocormo de P.
squalida, imagen 2 aumento 20x e
imagen 3 aumento 100x. 4. Pelotones de
Tulasnella sp. 4 tehidos con azul de
Tripan en protocormos de L. autumnalis,
aumento 20x. 5. Pelotones liberados de
protocormos de B. purpurata en
asociacion con Serendipita sp., aumento
100x. 6. Proceso oxidativo en
protocormos de H. flexuosa con
Cephalotheca sp., aumento 2.8x.

Supervivencia

A los 150 dias se analizé la supervivencia de las plantulas, contabilizando unicamente
aquellas que superaron el estadio 3 de desarrollo. Se pudo observar que en el caso de E.
citrina ninguno de los tratamientos supero el estadio 2 de desarrollo, a excepcion del
cultivo con el in6culo de Tulasnella-4 en el que a los 90 dias los embriones se
encontraban en estadio 4, sin que se observara cambio alguno a los 150 dias (datos no
graficados).

En las demas especies de orquideas la presencia de los enddfitos inhibié el desarrollo del
embrion debido principalmente a la invasion del medio de cultivo por parte de las hifas del
hongo que invadieron a la plantula en desarrollo. La excepcién fueron los indculos de
Morchella y Trichocladium que en las especies terrestres alcanzaron estadios 5 y 6 de
desarrollo, y que en las especies epifitas este ultimo fue el Unico inoculo que funciond
junto con los tratamientos Tulasnella 3 y Tulasnella 4. El efecto de los indculos sobre la

supervivencia y el desarrollo de los embriones se muestran en las Fig. 24 y 25.
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El crecimiento asimbidtico no tuvo éxito para las especies analizadas pero se considero
en los analisis como punto de comparacién, las graficas muestran que los embriones no
superaron el estadio 1 en donde se mantuvieron hasta los 150 dias, con excepcion de
Bletia purpurata en donde se observaron algunos embriones en estadio 4 (Fig. 24). Al final
del experimento las especies terrestres tuvieron mayor éxito en el desarrollo ontogénico
ya que la presencia de hongos micorricicos del complejo Rhizoctonia fue mas exitoso
para promover su desarrollo, observando que la mayoria de los embriones habian
alcanzado los estadios 5 y 6 a los 150 dias, mientras que las orquideas epifitas se
encontraban en estadios 3 y 4 (Fig. 24 y 25) y los porcentajes de supervivencia fueron
significativamente diferentes entre tratamientos para cada especie de orquidea. Los
tratamientos que presentaron los indices germinativos mas altos fueron las cepas de
Trichocladium (IG > 3) y Tulasnella (IG > 1) dependiendo de la especie de orquidea,
siendo mayor en las terrestres (Fig. 24). La supervivencia fue mayor al 70% para especies

terrestres y por encima del 30% para las especies epifitas (Fig. 24).
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Figura 24. Porcentajes de supervivencia e indices de desarrollo de cada una de las
especies de orquideas con los diferentes tratamientos fungicos a los 150 dias. Letras
diferentes indican diferencias significativas (P 0 0.05, Tukey). Se marca en asterisco los
hongos provenientes de la orquidea de referencia.

92



RESULTADOS. CAPITULO llI
Contribucién de hongos endéfitos y micorricicos a la germinacién y desarrollo inicial in vitro de plantulas de orquideas

\‘ \\’ Figura 25. Desarrollo de plantulas a los
- ~ 150 dias de siembra. Imagenes 1, 2y 3
L. autumnalis con Tulasnella sp. 2,
Tulasnella sp. 3 y Trichocladium sp. 1
respectivamente. Imagenes 4, 5y 6, L.
speciosa con Tulasnella sp. 2, Tulasnella
sp. 3 'y Trichocladium sp. 1
respectivamente. Imagenes 7, 8 y 9 P.
squalida con Tulasnella sp. 2 , Tulasnella
sp. 3 y Trichocladium sp. 1
respectivamente. Imagenes 10, 11 y 12,
B. purpurata con Tulasnella sp. 2,
Tulasnella sp. 3 y Trichocladium sp. 1
respectivamente. (Fotos: Beltran-

Nambo).

l11.4. Discusion

Viabilidad

El CTT ha sido empleado muy frecuentemente para medir la viabilidad de las
semillas de orquideas epifitas y terrestres, de manera que la técnica es reconocida
oficialmente por la Asociacion Internacional para pruebas de semillas (Hartman &
Kester, 1983), sin embargo la seguridad que se tiene sobre su eficiencia es
limitada debido a que este método resulta excelente para algunas especies como
Cypripedium (Van Waes & Debergh, 1986) pero ha dado resultados inconsistentes
con otras especies (Huynh & Coates, 1999; Vujanovic, 2000). En el presente
estudio la prueba generd excelentes resultados tanto para orquideas terrestres
como epifitas, tifiendo perfectamente el embrion y no la testa, permitiendo
diferenciar de manera eficiente las semillas viables de las no viables, a diferencia
de otros reactivos como el Diacetato de Fluoroesceina (DFA) que puede tefir toda
la semilla si no se aplica la técnica correctamente y generar falsos positivos
(Segundo-Campos, 2016; Montes-Villa, 2016). Los resultados contradictorios de la

técnica se atribuye a la variacién en la permeabilidad de la testa o la reaccion de
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los tejidos de la semilla con determinados reactivos presentes en los colorantes
empleados (Vierheiling et al., 1998), en el presente estudio todas las semillas se
embebieron en agua destilada 24 h antes de aplicar la técnica y tal vez eso
permitié que el colorante penetrara de manera eficiente, debido a que mucho se
menciona a cerca de que el acceso al agua del embridn parece ser un requisito
indispensable para que se suavice la testa y disminuya su impermeabilidad
(Rasmussen, 1995).

El hecho de que la viabilidad de las semillas haya sido mayor en especies epifitas
que terrestres puede explicarse también con base en la estructura de la testa que
vuelve mas impermeable |la cubierta de las especies terrestres, se menciona que
las pruebas de tincion pueden no ser efectivas debido a la testa hidrofébica que en
las orquideas terrestres suele ser reticulada y por lo tanto presenta mayor
resistencia a la entrada de agua y otras sustancias como los colorantes usados
para estas pruebas, causando falsos negativos (Ramsey & Dixon, 2003), De
hecho se menciona que las semillas de orquideas terrestres tienen una longevidad
mayor que las de las orquideas epifitas porque estan adaptadas para resistir
algunos procesos de abrasion por organismos del suelo o de hongos parasitos
(Whigham et al., 2005) y pueden resistir poca humedad y bajas temperaturas de
manera que pueden permanecer viables por décadas a la intemperie y conservar
ademas su vitalidad (Seaton & Pritchard, 2003). Otros estudios por el contrario
reportan que las semillas de orquideas terrestres tienen un periodo de vida muy
corto, dependiendo del sitio donde se desarrollen, de la época de floracién y
produccion de semillas de la planta adulta (Batty et al., 2001; Whigham et al.,
2005), por lo que se requiere un mayor analisis en las orquideas mexicanas para

entender mejor los resultados obtenidos.

Germinacioén simbiética y asimbidtica

E. citrinay L. speciosa mostraron porcentajes de germinacién bajos a pesar de
que la viabilidad de las semillas era alta y las semillas de G. lagenophora no
germinaron con ninguno de los tratamientos después de 150 dias. A este respecto

algunos trabajos senalan que durante el proceso germinativo es importante el
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estado de desarrollo del embrion, de manera que aun con alta viabilidad, las
semillas pueden no germinar si el embrién no alcanza la maduracién requerida
(Naradajan et al., 2011) o que a medida que el embribn madura, se acumulan
sustancias inhibitorias como fenoles o acido abscicico y el carapacho se cutiniza y
lignifica haciendo mas dificil la entrada de agua o nutrientes y por lo tanto
dificultando la germinacién del embrion (Yamazaky & Miyoshi, 2006). Otros
investigadores sefialan que debido a que las orquideas tienen tamafios muy
pequefios y a que muchas de ellas, principalmente las semillas de las orquideas
terrestres, presentan semillas que son transportadas por el agua o por zoocoria,
es muy probable que tengan diferentes mecanismos de dormancia y que requieran
de condiciones especiales (Arditti & Abdul-Ghani, 2000; Dunn y Arditti, 2009),
como pudieran ser la disponibilidad de los nutrientes adecuados, cierta
temperatura o humedad en el suelo que estimulen su germinacion (Smith & Read,
2008). Existen ademas evidencias de que las semillas de orquideas terrestres de
climas templados tienen mecanismos para la maduracion tardia que previenen su
germinacién inmediatamente después de su liberacién en otofio y que pueden
sobrevivir por largos periodos en el suelo hasta que su inactividad se corta con
ciertos regimenes de temperatura, imbibicion larga, rompimiento de la testa con
algunas sustancias y sefalizacién por hongos (Rasmussen, 1995; Rasmussen et
al., 2015). El hecho de que las semillas de G. lagenophora no hayan germinado
con ninguno de los hongos probados, ademas de los factores antes mencionados,
puede estar indicando la ausencia de alguna especie fungica en especifico, ya que
se sabe que este tipo de plantas germinan en primavera, lo cual aunque parezca
sorprendente puede ser debido a que en los tipos de vegetacidén templada existe
una gran cantidad de biomasa muerta durante el otofio y a principios de invierno lo
cual estimula la actividad intensa de los hongos en el suelo que podrian
proporcionar condiciones ideales para el desarrollo de especies fungicas, en
particular los que pudieran estar involucrados en los procesos de germinacién y
que se encuentran ausentes en otras estaciones climaticas (Baskin & Baskin,
1998).
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Los tiempos de germinacion de las semillas de las demas especies analizadas son
semejantes a los reportados en otros trabajos que sefalan que alrededor de los
15 dias comienza el rompimiento de la testa (E1) y la formaciéon de rizoides y
después de 11 semanas (90 dias) se observa la elongacién de la primera hoja
(Tan et al., 2014). Esto también coincide con los tiempos de formacién de
pelotones alrededor de los 70 dias. Sin embargo en el caso de B. purpurata con
todas las cepas micorricicas las plantulas ya presentaban dos hojas y raices
verdaderas a los 30 dias, lo que indica la alta eficiencia en la asociacion ya que la
mayoria de estas cepas provenian de esta especie. Los resultados de diferentes
trabajos indican que la eficiencia de los hongos micorricicos para promover la
germinacioén, varia con las especies y al parecer las cepas de Serendipita tienen
menor efecto que las de Tulasnella que son altamente eficientes en especies
como Dendrobium, lonopsis y Vanilla (Otero et al., 2004; Otero-Ospina et al.,
2009; Porras-Alfaro & Bayman, 2011).

El hecho de que B. purpurata haya tenido éxito en el desarrollo de sus embriones
alcanzando los ultimos estadios en los primeros 30 dias de germinacion y de que
esta germinacion fuera inducida solo por hongos micorricicos indica una relacion
especifica y efectiva. Mucho se ha debatido sobre la especificidad de las
orquideas durante el proceso germinativo y se menciona que algunas orquideas
forman asociaciones especificas con hongos particulares sobre otros,
relacionandose con grupos filogenéticos muy estrechos del grupo de las
“Tulasnellas” (Jacquemyn et al., 2012) y asi, géneros como Chiloglotis (Roche et
al., 2010) y Coppensia (Valadares et al., 2012) son selectivos en su asociacion.
Esta relacidon es altamente competente y les asegura la supervivencia en habitats
especificos y su alta capacidad de adaptacidn bajo ciertas condiciones
ambientales (Swarts & Dixon, 2009), este efecto se puede ver incrementado si la
distribucién geografica de los hongos con los que se relacionan es amplia, de
manera que las vuelve menos vulnerables y de amplia distribucion, como las
especies del género Dactylorhiza (Swarts et al., 2010; Jacquemyn et al., 2012), o
como es el caso de B. purpurata (Beltran-Nambo et al., 2012), o si por el

contrario, la distribucién de los hongos es limitada y la relacion de las orquideas es
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muy estrecha, pueden ser mas susceptibles a cambios ambientales (Dearnaley et
al., 2012). Lo anterior pudiera sr el caso de E. citrina, especie con poblaciones
muy reducidas y en categoria de riesgo, ya que se observé que aunque se
estimuld la germinacion con la mayoria de los tratamientos, el desarrollo del
embrion fue escaso. También se menciona que existen especies que son
generalistas en su asociacion durante las primeras etapas de desarrollo para
garantizar la germinacion, sin embargo, no siempre resultan funcionales para las
siguientes etapas de desarrollo (Nurfadilah et al., 2013; Rasmussen et al., 2015) y
otras que pueden estar cambiando de hongos asociados, dependiendo de las
condiciones ambientales, lo que les asegura la colonizacion de diferentes
sustratos y habitats, como se ha observado en el Orchis (Jacquemyn et al., 2010)
y como sucede con L. autumnalis y P. squalida, que se desarrollan en diferentes
sustratos arboreos o rocas. Se menciona ademas, la existencia de otros factores
como es la incidencia de luz, tipo de forofito, humedad, etc., que pueden influir en
el éxito germinativo y el desarrollo de las orquideas (Beltran-Nambo et al., 2012;
Sathiyadash et al., 2014).

La promocion de la germinacion de la mayoria de las cepas fungicas probadas con
6 especies de orquideas en este estudio, indican que la procedencia del hongo no
es un factor importante para que se promueva la germinacion, como lo senalan en
géneros como Cyrtopodium (Pereira et al., 2015) y sustenta la afirmacién de que
en las primeras etapas las orquideas germinan con una gran variedad de hongos
incluso procedentes de otras especies de orquideas, como Dendrobium vy
Cymbidium que fueron probadas con mas de 40 endodfitos encontrando que
algunos de ellos como Mycena, Geocladium y Cephalosporium promovieron la
germinacién y crecimiento del embrién y plantulas (Dan et al., 2012). Se ha
reportado que al igual que los hongos micorricicos que secretan reguladores de
crecimiento como auxinas, acido giberélico, acido abscisico, zeatina (Liu et al.,
2010), existen algunos endofitos como Trichoderma sp. que incrementan la
germinacién hasta en 84% en orquideas del género Pleione en comparacion con
medios asimbidticos (Yang et al., 2008); y Preussia y Fusarium que son

considerados patogénicos, son productores de auxinas como el acido indol acético
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(Tsavkelova et al., 2003; Bayman & Otero, 2006), de forma que muchas de sus
especies pueden promover la germinacion, como lo demostrd la inoculacién de
este ultimo hongo en orquideas del género Dendrobium que fue hasta 23% mas
efectiva que los medios asimbidticos (Teixeira et al., 2015).

Al realizar los analisis de los protocormos en los tratamientos que habian
alcanzado estadios de desarrollo 4 y 5 a las 90 y 120 dias, se observd una
disminuciéon considerable de los tratamientos que tuvieron éxito, observando que
unicamente las cepas correspondientes a hongos micorricicos Tulasnella vy
Serendipita y dos ascomicetos Morchella y Trichocladium establecieron asociaciéon
y promovieron el desarrollo hasta estadio 6. Existen trabajos que sefalan que
cuando la relacién se establece de manera exitosa en el proceso germinativo,
ademas de sustancias promotoras de crecimiento, algunos endofitos secretan
compuestos antagénicos que previenen la invasion de otros hongos patdégenos y
por lo tanto favorecen la supervivencia de las plantulas y promueven su
crecimiento (Chen et al., 2013), como sucedi6 con las cepas de los dos
ascomicetos en este estudio que fueron igual de efectivos que las cepas de
hongos micorricicos.

Morchella es un género en el que su ciclo de vida incluye una etapa saprofita y
otra etapa micorricica de especies forestales, oscilando en un ciclo bianual, ya que
se considera que durante el invierno y la primavera desarrolla la fase micorricica
en la que sus hifas penetran a las raices de las plantas y aun cuando se le
relaciona con la formacion de ectomicorrizas, existen algunos estudios que
sefalan la asociacién de orquideas terrestres fotosintéticas de géneros como
Cephalanthera, Orchis y Epipactis con hongos ectomicorricicos que promueven su
desarrollo y supervivencia (Bidartondo et al., 2004; Vendramin et al., 2010; Xiaoya
et al.,, 2015). No se encontraron reportes que sefalen al género Trichocladium
como hongo micorricico, sin embargo en el presente estudio este hongo ademas
de establecer la asociacién y promover el desarrollo de la mayoria de las
orquideas analizadas, también formd las estructuras tipicas de la micorriza
orquideoide, como son: la formacion de células monilioides y de pelotones al

interior del protocormo. En la literatura se reportan 18 especies aceptadas dentro
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de este género, que incluye organismos saprofitos que han sido aislados del suelo
y de madera y debido a su heterogeneidad, su identificacion resulta complicada
(Hyde et al., 1999). Sin embargo, se reportan al menos 2 géneros (Trichocladium
constrictum y T. lignicola) que forman conidios septados, con apariencia monilioide
y células de globosas a subglobosas, las cuales se presentan en habitats
terrestres y en arboles como pinos y encinos (Goh & Hyde, 1999). Por lo
anteriormente expuesto, este trabajo presenta el primer reporte de la capacidad
micorricica del género.

Serendipita es un género que a nivel mundial se reporta como hongo micorricico
ericoide, ectomicorricico y orquideoide (Basiewicz et al., 2012; Tedersoo et al.,
2014; Garnica et al., 2016), pero no se encontraron reportes de su presencia en
orquideas mexicanas y de su efecto sobre la germinacion de las mismas, por lo
que los resultados presentados también serian novedosos ya que a pesar de que
promovié la germinaciéon de la mayoria de las especies de orquideas analizadas,
mostré mejores resultados con las orquideas terrestres de las cuales fue aislado.
En México, la Dra. Pilar Ortega Larrocea también reporta la identificacion del

género Serendipita en orquideas terrestres (datos no publicados).

Supervivencia

Aunque se observod un efecto positivo para estimular la germinacion tanto de los
hongos enddfitos como micorricicos al inicio del experimento, en las etapas
posteriores de desarrollo, el efecto de la mayoria de los hongos enddfitos fue nulo
o presentd un efecto negativo inhibiendo el desarrollo del embrién. Algunos
trabajos realizados sefialan que después de las primeras fases del proceso
germinativo de las orquideas, la diversidad de taxones fungicos que estan
presentes, se reduce sustancialmente con respecto a la diversidad observada en
los sustratos en donde se desarrollan, en las raices de la planta adulta o incluso
en las semillas cuando la germinacion apenas comienza (Sathiyadash et al. 2014).
Por lo que, a medida que las plantulas se desarrollan, la cantidad de hongos que
siguen interactuando de manera positiva con ellas, es solo una fraccion de los taxa

fungicos que fueron capaces de estimular su germinacion durante la primera fase
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de su ciclo de vida (Zelmer et al., 1996; Bidartondo & Read, 2008; Bateman et al.,
2014; Pereira et al., 2014). Esto concuerda con nuestros resultados, ya que al final
del experimento unicamente los hongos micorricicos orquideoides tuvieron efecto
positivo en el desarrollo y la supervivencia de las especies de orquideas
estudiadas, y en las etapas sucesivas de desarrollo hasta la etapa de plantula,
s6lo conservaron la asociacion con un numero reducido de ellos.

La mayoria de las cepas fungicas del complejo Rhizoctonia que permitieron la
sobrevivencia de los embriones en desarrollo, se extrajeron de plantas adultas de
B. purpurata. Esto explica porqué al final del experimento, ésta fue la especie que
tuvo mayor éxito. Existen trabajos que reportan que es probable que la presencia
de cepas extraidas de la planta adulta, sean mas efectivas durante los primeros
estadios de desarrollo que otros hongos, cuando se conservan durante todo su
ciclo de vida (Rasmussen et al., 2015) y que la presencia de asociaciones
micorricicas, es esencial para una colonizacion exitosa y el establecimiento de las
orquideas en la naturaleza (Liu et al., 2010). También se menciona que las
especies de amplia distribucién, como la especie B. purpurata en México, tienden
a ser mas especializadas hacia sus asociaciones, debido a que esto les garantiza
su dispersion y éxito adaptativo, cuando la distribucién de los hongos es amplia o
bien, que son mas generalistas hacia los hongos con lo que se asocian. Esto
explicaria por qué B. purpurata y H. flexuosa respondieron favorablemente a la
presencia de las cepas del complejo Rhizoctonia (Tulasnella y Serendipita), de
Trichocladium y Morchella. También explicaria porque especies como E. citrina,
que es una especie endémica del pais, tiene una distribucidn mas restringida y se
considera mas susceptible a la presion ambiental que se ejerce sobre sus
poblaciones, de tal forma que se encuentra en categoria de riesgo y no fue capaz
de establecer asociaciones exitosas con ninguna de las cepas fungicas que
estimularon su germinacién, ya que las especies de distribucién restringida o
escasa, tienden a ser mas especificas con sus socios fungicos (Swarts et al.,
2010). Finalmente los resultados obtenidos con las orquideas epifitas, sugieren

que éstas son mas especificas hacia los hongos con los que se asocian en las
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etapas siguientes a la germinaciéon (Otero y Bayman, 2009), por lo que se requiere

mayor investigacién al respecto.

lI1.5. Conclusiones

La presencia de hongos enddfitos y micorricicos promueve la germinacion de las
semillas de orquideas en comparacion con la germinacién asimbidtica.

En las primeras etapas el proceso germinativo de las orquideas analizadas puede
ser estimulado por una gran variedad de hongos endéfitos debido probablemente
a la liberacion de sustancias promotoras de crecimiento y la orquidea de
procedencia de las cepas fungicas no parece ser un factor importante.

Después del rompimiento de la testa, el embrién se volvio mas selectivo en la
interaccidn con hongos, de manera que, unicamente los que lograron establecer
una asociacién simbidtica con el protocormo, estimularon el desarrollo vy
crecimiento subsecuente de las plantulas.

Unicamente los hongos del complejo Rhizoctonia (Tulasnella y Serendipita)
reportados como hongos micorricicos de orquideas y, los ascomicetos Morchella y
Trichocladium colonizaron los protocormos y estimularon el desarrollo del embridn
hasta la etapa 6. Estas cepas fungicas fueron mas efectivas para las orquideas
terrestres logrando estadios de desarrollo 4, 5 y 6 a los 30 dias después de la
siembra (IG > 3) y porcentajes de germinacion superiores al 60%, mientras que las
orquideas epifitas se encontraban en estadios 1 y 2 (IG< 1) y sus porcentajes
germinativos fueron inferiores al 40%.

La supervivencia fue mayor en las orquideas terrestres que en las orquideas
epifitas, alcanzando el estadio 6 a los 30 dias, mientras que las orquideas epifitas
requirieron 150 dias, esto comprueba la eficiencia y efectividad de la asociacién
micorricica en B. purpurata 'y H. flexuosa.

G. lagenophora no germiné en ninguno de los tratamientos y, E. citrina no mostro
compatibilidad por la mayoria de los hongos a excepcién de Tulasnella 4 y

Unicamente alcanzé el estadio 4 de desarrollo.
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El ascomiceto Trichocladium formé todas las estructuras tipicas de la micorriza
orquideoide, colonizé y promovio el desarrollo de plantulas hasta el estadio 6, en 5
de las especies de orquideas analizadas.

Los resultados obtenidos sugieren que las especies terrestres mexicanas, tienen
asociaciones especificas con hongos micorricicos durante las primeras etapas de
desarrollo, por tanto, resultan muy efectivas para el proceso germinativo,
desarrollo y supervivencia de plantulas. Las orquideas epifitas por el contrario
resultaron mas generalistas durante el proceso germinativo, de manera que una
gran variedad de hongos endofitos estimulo su germinacién, sin embargo, para el
desarrollo posterior éstas no fueron efectivas, lo que nos indica una permuta hacia
asociaciones mas especificas, que probablemente involucran cambios de socios

fungicos o bien, una menor dependencia hacia la asociacién.
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Diversidad fungica y distribucién de las orquideas. Diversos trabajos han
mencionado que la diversidad, abundancia y distribucion de los hongos en el
medio ambiente pueden ser algunos de los factores que influyen sobre la
distribucion de las plantas (Swarts et al., 2010), y que en el caso de las orquideas,
juegan un papel importante debido a que presentan diferentes etapas en su ciclo
de vida, en las que la presencia de hongos simbioticos en sus raices es necesaria
para su persistencia (Rasmussen et al., 2015). A una escala local, se reporta que
la dinamica en las poblaciones de las orquideas parece estar mas influenciada por
la distribucién irregular de los hongos en los sustratos donde se desarrollan
(McCormick & Jacquemyn, 2014). En este trabajo, las especies de orquideas
analizadas compartieron hongos cuando se localizaron en los mismos sustratos de
desarrollo y sitios, pero se segregaron espacialmente cuando las especies
fungicas en sus raices fueron diferentes, y a escala local se pudo observar que las
especies de orquideas con mayor diversidad fungica en sus raices también fueron
las mas ampliamente distribuidas en el area de estudio.

Se menciona que las orquideas terrestres dependen mas de la presencia de
hongos micorricicos en embriones y protocormos que las orquideas epifitas
(McCormick et al., 2016). En las plantas adultas muestreadas, las orquideas
epifitas mostraron una interaccion generalista ya que presentaron una mayor
riqueza de hongos que las orquideas terrestres. En estas ultimas se identificaron
principalmente hongos del complejo Rhizoctonia, o que hace suponer una
asociacion especifica pero eficiente, que ha permitido la dispersién de especies
como B. purpurata mas allda de México. Mientras que en L. autumnalis, la
asociaciéon de varios hongos tanto endofitos como micorricicos podria ser uno de
los factores que le ha permitido colonizar diferentes sustratos y una mayor
distribucion en comparacion con las demas orquideas epifitas analizadas. Sin
embargo se requieren de nuevos analisis con técnicas de metagendmica que
permitan una identificacion mas precisa de los hongos presentes en sus raices, ya
que en el presente estudio la identificacidon se hizo de cultivos axénicos, por lo que
la diversidad presente pudo haber sido subestimada. Se requiere ademas analizar
la distribucién de los hongos en los sustratos de desarrollo de las orquideas en un
gradiente geografico para determinar si la distibucion espacial de algunas
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especies fungicas determinan la distribucion de algunas especies de orquideas y
analizar la posible funcién que juegan los hongos enddfitos no micorricicos
presentes en sus raices.

Perfil de acidos grasos. Los perfiles de acidos grasos mostraron acidos comunes
a la mayoria de los hongos y muy pocos que pudieran servir como marcadores
para la identificacién de especies en particular, sin embargo una mayor cantidad
de analisis pueden permitir determinar si las concentraciones presentes de cada
uno de estos acidos muestran un patron en los diferentes géneros de hongos, ya
que el andlisis de agrupamiento separd a las cepas probadas en sus géneros
correspondientes. Muy pocos trabajos se han realizado sobre perfiles de acidos
grasos en las diferentes especies de orquideas (Pereira et al., 2011) y en ese
sentido, este trabajo amplié este conocimiento.

Contribucion de los hongos identificados en el proceso germinativo. Se
encontraron diferentes panoramas en la interaccién orquidea-hongo en la etapa de
germinacioén en las diferentes especies de orquideas analizadas. Por una parte las
orquideas epifitas mostraron ser mas generalistas hacia la asociacion durante el
proceso de germinacion ya que la semilla fue estimulada por la mayoria de las 19
cepas fungicas probadas y que incluian tanto hongos micorricicos como enddfitos,
mientras que Bletia purpurata, una orquidea terrestre germind unicamente con los
hongos micorricicos extraidos de su planta adulta y G. lagenophora no germiné
con ningun tratamiento. Después del estadio 2 y 3 de desarrollo del embrion, la
relacion cambié y las orquideas epifitas se volvieron mas selectivas
desarrollandose solamente con algunas cepas de hongos micorricicos,
encontrando algunas como E. citrina que Uunicamente mantuvo su relacion con una
cepa de Tulasnella y no fue eficiente. De manera que al término del proceso
germinativo las interacciones mas eficientes se presentaron con los
basidiomicetos micorricicos Tulasnella y Serendipita y con dos ascomicetos
Morchella y Trichocladium, encontrando que las tasas de supervivencia mas altas
se presentaron en las orquideas terrestres B. purpurata y H. flexuosa.

Algunos trabajos sugieren que la distribucion local y espacial de algunas
orquideas probablemente estén influenciadas por hongos micorrizales y algunos
enddfitos (Swarts et al., 2010) y que aunque la distribucion de las orquideas no
esta limitadas por los hongos, es la combinacién de diversos factores de forma
estocastica, la que determina su dispersion. Otros requisitos ambientales, y la
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distribucion y abundancia de hongos de manera irregular, pueden limitar el
reclutamiento de orquideas; como lo demuestra el trabajo de McCormick et al.,
(2016), en el que se menciona que la separacion de los factores que determinan el
establecimiento exitoso de las orquideas es un desafio importante para la
conservacion y una de las dificultades para lograrlo, ha sido el conocimiento
limitado de la distribucién de hongos micorrizales de orquideas en el medio
ambiente, asi como la funcion de otros enddfitos presentes en sus raices. En ese
estudio, que representa uno de los pocos casos en que la distribucion de hongos
en el suelo se examind independientemente de las orquideas, se encontré que la
germinacién de la semilla y el desarrollo de protocormos reflejaban tanto la
distribucion como la abundancia de hongos micorricicos apropiados. Otros
trabajos sefialan la importancia que parecen tener otros enddfitos en el proceso
germinativo ( Xiaoya et al., 2015; Herrera et al., 2017).

La eficiencia mostrada durante el proceso germinativo por Morchella vy
Trichocladium indican que ademas de los hongos del complejo Rhizoctonia,
existen géneros que pueden establecer este tipo de asociacion. Trichocladium
formo las estructura tipicas de este complejo, incluyendo formacién de pelotones y
células monilioides. Lo que confirma la necesidad de estudiar a las especies de
orquideas endémicas mexicanas que parecen interaccionar con géneros fungicos
no reportados a nivel mundial. Se debe analizar ademas el papel de enddfitos, que
si bien estimulan la germinacién de la semilla, en las etapas posteriores pueden
tener un efecto negativo sobre el desarrollo del embrién. Por ello se debe analizar
si la interaccion de algunos de ellos, en consorcio con los hongos micorricicos, es
mas eficiente a través de relaciones sinérgicas o antagdnicas que favorezcan el
desarrollo de las plantulas y cual es su papel funcional en plantas adultas. Se
requiere un mayor estudio sobre la distribucién geogréafica que tienen los hongos
aociados a las orquideas ya que muchos de ellos, si bien pueden favorecer el
desarrollo de esta familia de plantas, también estan reportados como organismos
patdbgenos de otras familias de plantas. Por lo que el conocimiento de sus
gradientes de distribucion evitara alterar las interacciones naturales de los
ecosistemas en los que se desarrollan las orquideas y una mejor comprension
sobre los mecanismos que pudieran resultar mas adecuados para la
reintroduccion y conservacion tanto de las orquideas como de sus interactuantes
fungicos.
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La distribucidon geografica de los hongos varié en el area de estudio, lo cual es un
factor importante a considerar cuando se quieren establecer programas de
conservacion ya que como se puede observar, existen especies de orquideas
menos especificas hacia la asociaciéon, que se pueden desarrollar de manera
exitosa en diferentes habitats al asociarse con diferentes hongos, pero existen
otras orquideas en las que la ausencia del simbionte adecuado en un sitio podria
afectar su capacidad adaptativa y de dispersion.

Las especies de orquideas epifitas analizadas que presentaron una mayor

diversidad de hongos endéfitos y micorricicos en sus raices, en la etapa adulta, se
encontraron mejor distribuidas y sus procesos germinativos en la etapa de
rompimiento de testa fueron mas eficientes, que aquellas en asociacion con poca
variedad fungica. Las orquideas terrestres analizadas presentaron asociaciones
mas especificas tanto en la etapa geminativa como en la etapa adulta, lo que les
permitié un desarrollo germinativo mas rapido.

Existen procesos de segregacion que en el medio ambiente les permite a las
orquideas una mejor supervivencia y adaptacion al asociarse con diferentes
especies fungicas cuando comparten sitios.

Algunos hongos asomicetos no reportados como micorricicos de orquideas y
extraidos de las raices de plantas adultas silvestres, establecieron asociacion
simbidtica con las semillas de las especies de orquideas analizadas, como
Trichocladium 'y Morchella y estimularon la germinacién y el desarrollo posterior
del embrién. Demostrando la importancia de estudiar el papel funcional de los

hongos enddfitos de la familia Orchidaceae.
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ANEXOS

10. ANEXO 1
DETALLES ESTRUCTURALES DE LA PLANTA DE LAS ESPECIES DE
ORQUIDEAS ANALIZADAS.

dy Laelia speciosa o) Prastechea cifring ) Prosteches squalios

Figura 26. a) Govenia lagenophora. Hoja completa (B); Vista lateral de la columna (C); Vista ventral de la
columna (D); Cotiledones de los sépalos, pétalos y labelo separados (E); Vista superior del labelo en su
posicion natural (F); Vista lateral del labelo en su posicidon natural (G); polinario mostrando 4 polinias;
(Tomado de Dressler 1965). b) Habenaria flexuosa. Detalles de la planta, flor, columna y polinias. Dibujo de
Gonzalez-Tamayo 2010. c) Laelia autumnalis. Inflorescencia de la planta (A); Flor vista de tres cuartos (B);
Vista frontal de la columna (C); Corte longitudinal de la columna (D); Diseccién floral (E); antera (F); Polinias
(G). llustrado por Rolando Jiménez basado en una planta de Morelos (Halbinger & Soto, 1997). d) Laelia
speciosa. Planta con inflorescencia y vista ventral de la columna (A); Diseccion floral y detalle del apice de la
columna (B); Flor vita de tres cuartos y antera (C); Vista lateral de la columna, corte longitudinal de la
columna y del ovario y detalle de los polinias (D). llustrado por Rolando Jiménez, basado en una planta de
Michoacan (Halbinger & Soto, 1997). e) Euchile citrina. Planta con inflorescencia (A); Flor vista de tres
cuartos (B); Flor en vista frontal (C); Diseccién floral (D); Vista vertical de la columna (E); Antera (F); Polinias
(G). llustrado por Ricardo Jiménez basado en una planta de Morelos(Salazar, 2006). f) Prosthechea
squalida. Se muestran detalles de las hojas, flores, columna y polinias (tomada de Soto-Arenas & Salazar,
2008, en Hagsater, 2008).

Salazar, G. A. (2006). Orquideas y otras plantas nativas de la cafiada Cuicatlan.
México. Instituto de Biologia-UNAM
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ANEXO 2. ARTICULO DE DIVULGACION

Articulos

UL.M.S.NLH.

Una amistad ancestral:
pjorquideas y hongos

Maria de los Angeles Beltran Nambo yYazmin Carredn Abud

|Las fascinantesorquideas!

asorguldeas hanfascinadodesde mucho

tiempo atras y han sido apreciadas por su

bellezayparticulandad. porloquehansido
comarciglizadas con gran interds yse ubican
entrz lasplantas mas buscadas porles colecscin-
nistas. También han sido objeto de estudio de
aro~inentzs naturalistas comoCnarles Darwir
Christiar €.SpregelyRobertBrowr que seinte-
reSEror en COrOcer 03 procesos de polinzacidn
ygranvariabilidad que mostraba asta familia de
plantas !Qrchidaceas). Ur grupo ceplantas ca-
td|ogado comouno delos més amplios, yaque
cuentad cor aproximadamerte 30,000 espacies
de distribucién mundial. Esta familia ademas,
cJenta cor exiracrdinarias 2captaciores, que le
nanpermtide acoonzac dnde diferentas habi-
tats y |a supervivencia a largo plazo.

Foto: MA Beltrén Nembo. Laelic autumnalls (Flor de todos los santos).

LaN enC.AvgeirsBeltraeNemboesescusiserece’?

gravoluspitanionaledoctarscoen lientic

Coordinacién de Investigacidon Cientiftea

2Coémo estas plantas se han adaptado a dife-
rentes habitats?

Unodelosmecanismosde adaptacidnde
las orquideas,es que susralces, espacialmante
lasdelasespeciestropicales,tienenunacudena
de miltiples células muertas, llemadasvelamen,
queprotege alascélulasdelacortezadelaralz
deun excesode sequedad y ayuda enla absor-
cdnde agua. Acemas, lasralces de muchas de
las orquicezs que habitan sobre los arboles son
capaces de realizar fotosintesis.

Qtra de las adaptaciones que resulta muy
asombrosaesquetienanmecanismos ncreldles
y muy ingeniosos de raproduccidn. Cuando uno
ve sus flores, es atraido por su belleza y no se
imagina que la planta esconda un propdsito en
cadacurva, forma, colory aroma que prasentay
que,ensuambientenatural, elfinesatraeralos

fLica g Nicradoiagie

ersiggsNicboocangae

§ia
a5 de Hidalgo.

San Nico
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Ralz aérea y corte transversal de ralz.
Fotografias: MA Beltran Nambo. Esquema de ralz: Gregory y Cutler (2014).

polinizadores, que seencargande levarelpolen
deunafloraotraydeestamaneralasfecundan.
Las flores de algunas orquideas, como en mu-
chas plantas comunes, producen néctar para
atrzerlos. Pero muchas otras orquiceas utilizan
estrategias mucho mas complejas en las que
imitan elementos y formas que son de interés
para lospolinizadores.

Acemas, las orquideas presentan otrotipo
de adaptacién muyimportante, gue aunqueno
estan espectacularcomolaque muestran sus
flores, siresulta de suma importancia parala
germinacién y nutricién de la planta. Estaes|la

asociacion que tienen con antiguos “amigos”
microscépicos, lamacos hongos micorricicos or-
quideoides.

Relacién ancestral entre las orquideas y los
hongos micorricicos

Deverdad, estarelacién estanancestral,
queuno depende delotro parallevaracabosu
ciclovitalyesunodelosfactoresque hapermiti-
dozlasorquldezs persistiren diferentestipos de
habitatsy aquesedistribuyan casien cualguier
parte de nuestro planeta. Solamente en &reas
muydeséricasyfrias estasinteresantesplanias

no habitan.

Ezguema ge pelinizacion (5. Elortequ), 2009).
Chloraea cuneata que Imide (@ ferma de un insecte (Navoa ot al. 20135).

6
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Larelacien deorquideascenestoshenges
seprodujorace apreximacamente cier millenes
de afos cLarco estz familiz ce plantas se
origing y es relativamente Onica en &l reino
vegetal, ya que curarte |& interaccior ferman
estructuras diferentes a las que se forman en
otras familias de plantas que se asccan con
hengos m cerricicos.

Lnade #stas estruciuras sor las células a
marera ce rosand (sélulas merilioices) forma-
das porelhinchamientodelashifasdelhongoy
que son Jtllizadas pereéste co~ e esfructuras de
reproducciény cerasistercia. Cirz estructura es
la formacidn de enrollamientos de las hifas del
hango dentro de las células de la cortezadela
ralz dela planta denominados owvillos o peloto-
nes.

Seconsidera, cue les horgos micorricizes
orquidecides, derivan de Juna re'acicn patogéni-
ca arcestral, 2gando acenvertirse 2nsimbion-
lesc a~iges’querar evelucionadoa aparcon

y
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_ Celvla f

ellas, los que le ayudanala '

germinacidn, yaquelas semillas deorquideas
generalmente no pueden germinaren la natu-
ralezaenausenciadeestetipode hangos-los
micorricicocrquidecides-, debido 2 que zarecen
denutrientesporsutamanatan pequeno,pues
miden menas de 1mm.

(Quésonycudleslafunciéndeloshongosmi-
corricicos orquideoides?

£s108 "0n308 m corricicos se desarralian
de formaintracelularanlas células corticales y
selimitanalasralces y protocormosdeplantas

Coordinacién de Investigacion Cientiftea

U.M.S.N.H.

Juveriesyadutasde lasorquideas.Leshenges
al penetrar y una vez que forman los enrolla-
miertos consus hifzs, ayudanalaplantz parala
captaciondenutrimentosdelsuelo,debidoala
formacion de esoacics porlos cuz s se realiza
elintercambio y de esta manera se asegura la
suparvivenciadurante su ciclode vida.
Asuvez,laorguidealeretriouyealhongo
proporcionandole alojamiento y alimento. La
versatilidadtréfica deloshongos podriaserun
faclorimportante @nlz capacidad de adaptacidn
ecolog cace asorquideasylapreliferaciendela
familia en os ciferantes ecosistemas de plane-
ta. Esto convierte &l hongo enun “amigainva-
luable® para lafamilia Orchidacsae.
Loshorgos micorricces crquidecides per-
lerecenaciferentzsclases.E principalgruoode
hangosque habita en lasralces delaorquidea
perterece a Basdo~icetes, aunque se hanen-
cortrade Ascem cetes. Algunas ce os henges
conlosquelasorquideasformanunarelacidn,

son patdgenos (daninos)
para algunos cultivos de interés agricola, por
elemplo,Rhizoctonic solanique causaenferme-
dadesen plantzsdelafamilia Solznaceae cemo
tomate ypapa.

Eninvestgaciones recientes se ha esta-
blecico que algunos hongos sim > dticos ce Jna
especieen panicy ardecrquidea, susdennoser
afinesaotrasessecies,'nclusohastaserperjudi-
cizlesparactrasplartassilvestres. 8§ ne~barge,
lamayorizcelasarquldeassencapacesderagu-
larlz infeccdnyelcrecimientace loshengesmi-
corr'cices orqudeodes, astablecienrco de esta
manerauna“amistad’ orelaciénsimbidbca.
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U.MS.NLH, [ § Noviembre - Diciembre ' No 30

Todaslascrquideasseasocianconhongos
micorricicos erquideoides en zlgin momento de
suvidaysesuglere que estas plantas handesa-
rrollado mecanismos mediante los cuales son
capaces de atenuarla virulencia que alguncs de
estos honges muestran cuanco invaden las ral-
ces de otros tipos de plantas.

Estos dos mecanismos hacen gue la mi-
corriza orquideoide se convierta en un excelen-
temodelopara estudiarlasinteraccionesplan-

ta-hongo y desarrollar nuevas estrategias que
permitan menguar las interacciones patégenas
en otras especies de plantas.
jAlentendercdmo las orquideas y hongos
soncapacesdeformarunasociedad ‘amistosa’,
enlaquemuchasveces|aorquideaeslaparte
dominante, seré posible obtenerun mayor co-
nocimiento sobre la eveluciin y transformacidn
delasinteraccionessimbidticasypatégenas!

Espaclos de (ntercamblo planta-honge (Feterson y Massicotte, 2664).
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Fungal diversity in the roots of four epiphytic orchids endemic to Southwest
Mexico is related to the breadth of plant distribution
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ABSTRACT

Keywards: Fungl associated with plant roces are imposmaes for Siffewens plaor po cludi g Ge-

Noamyoorrhizal furgi mmm&mhhﬁmhmﬁﬁmdhﬂm

Mycrerbizal fusg in plant and Gisp = Sfferent geogEac &5 52 wery lmited For this reason, this work

Shannon-Wiener index aimed o ¢ the o 204 Sversity of fung assacimed with crchid £000s 22 seven sites

::’:mw n&1mv&ﬂnmnmm The ooty of four endemic orchid species were

Orchid d: Laelia L Echile cltring 2of P sgualids 1o votal 71 isolates were obcained and
; dmtﬁdmﬁmub&uum (Tdmsaedic)

Myeochis et st sy, s o Copris, s ot e e 4 Menti de visualizacién
and sampling sites was pared using the Chan I, mmumm
such as L A ad P ppuchds werr Sound = ESereox wors and d 1o Se mare
with regard to endophytes they were typically sssochoed with and foond 10 be in symbios with species from
the orchid mycorhizal genus Tulcsnalc. Other crciads seem 10 be more specific, such as £ citring, which showed
the lowest diversity index and poor local di This Do been repoeted for species with a high
degree of endemism.

1. Introduction antagonistic relatiombips with other organisms 10 provide advantages

A large number of fungi associated with the Orchidaceae family are
described in some reviews (Dearnaley et al,, 2012; Lin, et al, 2010;
Rasmussen and Rasmussen, 2007; Xisoya et al., 2015), However, re-
search about fungal diversity in orchid roots is mainly focused on the
fungi forming oechid mycorrhiza (OM), due 1o their primordial role in
seed germination and their contribution to plant development and
nutrition (Freudenstein and Chase, 2015; Rasmussen et al, 2015.
Wright et al., 2011). R Iy, it was d that bereficial
tions with other endophytic fungi might also coexist (Herrera et al,
MIn.mmmmemymrhhdlwdo«hmmm
due to their possble phy=ological furcti the synergistic or

* Corresponding author,

to plants and their potential as 2 source of bicactive compounds
(B8ayman and OweroOspima, 2006; Khamchata et al, 2016;
Nootachaivapoom et al, 2011)
In other plant families, fungi from both groups (mycorrhizal and
mﬂ’:ﬂmnh“mmdm&
plant ress 10 various stresses by releasing me-
Muwmummnm
reascn, these orgamisms hawe 2 profound i on the evol
mbﬂimdmd#mum
et al., 201 1; Mapperson of al, 2014 Oero-Ospina and Bayman, 2009;
Otero et al, 2017; Ye et al, 2014). Therefore, knowledge about the
different fimgl associated with oschid roots can provide 2 better
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Revista Anales del Jardin Botanico de Madrid

De: Margarita Duefias Carazo <mduenas(@rjb.csic.es>
Fecha: El jue, 24 de mayo de 2018 a la(s) 09:29
Asunto: Manuscrito AJBM 8237

Para: Yazmin Carreon Abud <ycabud@gmail.com>

Estimada Yazmin:

En primer lugar te pido disculpas por la demora en responder a la publicacion de
vuestro articulo. Los revisores a veces se hacen de rogar, pero después de varios
correos ya tenemos los dos.

El trabajo es aceptado para su publicacion en Anales del Jardin Botanico de
Madrid, pero con cambios mayores como aconseja el revisor 1. Creo que siguiendo
sus sugerencias mejorara considerablemente.

Os envio los comentarios y quedo a la espera de recibir |as revisiones.
Un saludo,

Margarita
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Micorrhizal fungi in Bletia spp. orchids 1

Characterization of orchid mycorrhizal fungi in the genus Bletia in Mexican forests

Beltrén-Nambo MA’, Montero-Castro JC*, Martinez-Trujillo M*
Salgado- Garciglia R’, Otero-Ospina JT* and Carreén-Abud Y**
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Abstract

This study involved the isolation, morphological and molecular characterization of mycorrhizal
fungi associated to three terrestrial orchids: Bletia roezlii Rehb. F., B. purpurata A. Rich Galcotti
and B. punctata Lex. Roots were collected in Cupatitzio Nature Reserve, Michoacdn, México, in
order to analyze the orchid's fungal species variability. We isolated 39 strains that were
morphologically characterized and some of them were molecularly identified. The species B.
punctata, present only in Mexico, showed the lower fungi variability. Morphological
characteristics correspond to those described for Rhizectomia-like fungi complex. According with
Euclidian distances tree gencrated by WARD analysis, all isolates were included into four
subgroups (A, B, C y D), all related to genus Tilasnella. Molecular identification of 9 strains and
tree construction, using Bayesian analysis, corroborated fungi morphological identity, dividing
them in 4 principal clades related to Tulasnella. Subgroups A and B were related with Twiasnella
spp., subgroup C strains showed connection with reference sequences identified as Twiasnella
calospora and T. deliguescens; finally, subgroup D was related with 7. calospora and T. bifrons.
These results indicate that Bletia genus plants from the same site can be associated with multiple
clades of Tilasnella genus at the same time, at least during adult stage. It was confirmed that a
meticulous macroscopic and microscopic morphological characterization is a good tool to identify

ra

M.A Beltran-Nambo & al.

orchid mycorrhizal fungi in combination with molecular analysis or as an altemnative to confirm or

clucidate molecular identification results.

Keywords: Orchid-fungal partnership, terrestrial orchids, Tulasnella.
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