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ii. RESUMEN

Stanhopea tigrina es una orquidea que se encuentra en peligro de extincion y es
endémica de México, la germinacion y desarrollo simbidtico de las orquideas en
ocasiones genera dificultades debido al rapido crecimiento de los hongos, la
utilizacién de un sistema que permita la interaccion del hongo y la orquidea es una
herramienta necesaria, por lo cual se tiene como objetivo evaluar el efecto de la
interaccion hongo-planta y el carbén activado F-400 durante el crecimiento vegetal
Stanhopea tigrina, asi se comen el establecimiento de los hongos, Trichoderma sp-
A, Trichoderma sp-B, Lasiodiplodia macrospora y Penicillium sp. en Arabidopsis
thaliana, utilizando dos sistemas para la evaluacion del crecimiento y germinacion,
en el primero se utilizdé placas de Petri sencillas donde las semillas y plantulas
tendrian un contacto directo con el hongo y otro en donde se tendria un contacto
indirecto utilizando placas de Petri con division, mostrando diferencias significativas
lasiodiplodia macrospora en longitud de hipocétilo y de raiz, peso total y clorofila en
ambos sistemas, ademas Trichoderma sp-A destaco significativamente en longitud
de raiz primaria, peso total, cantidad de clorofila y carotenoides en ambos sistemas
asi como en la germinacion en el sistema division, en la absorcion de las cepas con
ayuda de un reactor se absorbi6 lasiodiplodia macrospora en el carb6n activado,
este mostro una viabilidad hasta por 3 meses, se encontré que el carbon activado
era capaz de absorber con eficiencia has 4 ml de lasiodiplodia macrospora a 108
EPM, por ultimo se establecié la germinacién de Stanhopea tigrina con lasiodiplodia
macrospora adsorbido en el carbon demostrando una eficiencia del 95%, por otra
parte el cultivo con este hongo promovio el desarrollo en hasta 3 veces de hojas y
brotes en Stanhopea tigrina. En conclusién, la adsorcion de lasiodiplodia
macrospora en el carbén activado F-400 para la promocion de crecimiento de

Stanhopea tigrina fue realizada con éxito.
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l. INTRODUCCION

La familia Orchidaceae se considera una de las familias mas diversas dentro de las
plantas angiospermas, es ampliamente conocida por su gran complejidad de
morfologia, por sus singulares flores de simetria bilateral. Esta familia posee un
importante papel biolégico debido a sus compuestos volatiles y a los pigmentos
exuberantes expresados, que pueden llegar a ser especificos para captar la
atencioén de ciertos polinizadores (Gantait, 2021). En México, la familia Orchidaceae
ocupa el tercer lugar a nivel familia con alrededor de 1,400 especies y méas de 170
géneros, sin embargo, se considera que del total de orquideas endémicas en
México, 73 especies (40 %) se clasifican en alguna categoria de riesgo de acuerdo
con la NOM-059-SEMARNAT-2010, esto se atribuye a la falta de microorganismos
y polinizadores, causando bajas tasas de germinacién de sus semillas, dado que
estas carecen de los nutrientes necesarios para su germinacion por lo que recurren

a interacciones micorricicas (Jersakova et al., 2006).

Las orquideas representan un ejemplo de interacciones mutualistas o simbidticas,
ejemplo de ellas son generas con hongos micorricicos o la relacién con sus hongos
endofitos (Cazar y Pérez, 2019), ya sea para la germinacion, supervivencia y
desarrollo de la semilla, debido a que en la asociacién hongo-planta, el hongo es el
encargado de favorecer la solubilidad y adsorcién de nutrientes necesarios para el
desarrollo de las orquideas en las etapas de semilla y protocormo, dado que, en
este momento las orquideas son incapaces de desarrollarse solas (Ledn y Romero
2017). En la etapa adulta las orquideas siguen necesitando ayuda de los hongos,
estos tienen la capacidad de expresar metabolitos capaces de inhibir el crecimiento
de agentes patdgenos, de tal manera que la planta provee carbohidratos simples al
hongo, y este la abastece de minerales, a través de su micelio y le brinda proteccién

contra patégenos (Rajani, 2021).

En las investigaciones de cultivos in vitro para comprender y contribuir a la
conservacion de las orquideas, se han disefiado diversos protocolos

biotecnolégicos empleando herramientas del cultivo de tejidos vegetales (CTV) en




medios de cultivo sintéticos y bajo condiciones controladas. En estos sistemas se
ha reportado que la utilizacién de carbén activado beneficia en el desarrollo de las
orquideas reduciendo la presencia de gas etileno, estimulando la aparicion de raices
y rizomas, equilibrando la concentracion de los nutrientes y las hormonas de
crecimiento adicionadas en los cultivos (Morales et al., 2003, Chutipaijit y
Sutjaritvorakul, 2018). Ademas, debido a sus propiedades de adsorcion se favorece
la liberacidon gradual de los nutrientes que se incorporen en el medio, para apoyar

el crecimiento de manera eficaz (Manokari et al., 2021).

Asi mismo, algunos estudios recientes han demostrado que el uso de carbon
activado como soporte para los hongos es una opcion viable para la investigacion
de las relaciones hongo-orquidea, logrando avances importantes en diversas
plantas, en la colonizacion de raices de Solanum tuberosum L. se encontro el
mejoramiento del crecimiento; favoreciendo la disponibilidad de fosforo para las
plantas como Zea mays L., y reduciendo la biodisponibilidad de metales pesados
(Rafique, 2019; Abou, 2021; Yang Q, 2022). No obstante, no se han encontraron
reportes de los beneficios del uso de carbén activado en orquideas. Por ello, el
objetivo del presente proyecto fue evaluar el efecto de la interaccion simbiédtica
hongo-planta y el carbén activado F-400 en el crecimiento vegetal de S. tigrina,

utilizando un modelo vegetal in vitro.
1.1 Objetivos e hipotesis
1.1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la interaccion hongo-planta y el carbon activado F-400 durante

el crecimiento vegetal Stanhopea tigrina.
1.1.2 Objetivos especificos

a) Determinar el efecto benéfico en la promocion de crecimiento de hongos
enddfitos aislados Stanhopea tigrina.
b) Establecer un sistema de interaccién entre Arabidopsis thaliana y hongos

endofitos de Stanhopea tigrina.




c) Evaluar el desarrollo Arabidopsis thaliana en interacciébn con los hongos
endofitos

d) Evaluar los efectos de la interaccidbn simbidtica sobre el desarrollo y
germinacion de Stanhopea tigrina.

e) Realiza curvas de adsorcion de los hongos endofitos sobre el carbon activado
F-400.

f) Evaluar distintas masas de carbdn activado como soporte para las cepas
fungicas.

g) Evaluar la capacidad de promocion de crecimiento en hojas y brotes en la
vitroorquidea Stanhopea tigrina del carbon activado inoculado con las cepas

fungicas.

1.1.3 Hipotesis
Los hongos aislados de plantas silvestres de S. tigrina promueven el desarrollo y

crecimiento de dichas orquideas cultivadas in vitro.

1.2 Justificacion

Los hongos enddfitos tienen un papel importante en la nutricion de las plantas
ademas ayudan a inhibir fitopatdgenos y a estimular el crecimiento vegetal en
diferentes etapas del ciclo de vida de las plantas. Las orquideas estan en simbiosis
con hongos la cual es necesaria para cumplir algunos procesos como la
germinacion de las semillas. Por ello, es necesario comprender estas interacciones
utilizando condiciones controladas que permitan analizar y desmenuzar los
mecanismos que rigen dichas interacciones. Para lograr entender este fendmeno
se utilizaran plantas modelo como A. thaliana, y posteriormente se evaluara el efecto
de la interaccion hongo-planta en vitroorquideas de S. tigrina. Esto ayudara a
comprender la interaccién entre los hongos enddfitos y las orquideas silvestres,
ademas podra ser aplicado a la mejora de los sistemas de multiplicacion in vitro y

aclimatacion al medio exterior.




Il. MARCO TEORICO

2.1 Orquideas

El género Orchidaceae son un grupo de plantas que tienen caracteristicas bien
definidas como simetria bilateral, semillas diminutas, un pétalo denominado labelo
extremadamente complejo, estambres, carpelos con flores y fragancias
exuberantes (Lakshman, 2020). Otra de sus caracteristicas biologicas importantes
es que son plantas herbaceas, con hojas perenes y un ciclo de vida largo (Zhang,
2018).

La familia Orchidaceae es la mas rica en biodiversidad contando con mas de
31,000,000 especies (Real Jardin Botanico, 2021) alrededor del mundo, y un total
de 1314 especies de orquideas reportadas para México, siendo casi la mitad de
estas especies endémicas del pais (Gamez et al., 2017; Hassler, 2023).

2.1.2 limitantes en el desarrollo de las orquideas

Poseen caracteristicas que las hacen Unicas entre el resto de las plantas, aun asi,
un alto porcentaje de orquideas se encuentran en algun grado de peligro en México,
ya que segun la NOM-059-SEMARNAT 2010y la Red list en el 2023, se encuentran
amenazadas poco mas de 40%. Esto se debe a multiples factores, principalmente
los derivados de las acciones antropoldgicas sobre el medio ambiente, lo cual ha
contribuido a la disminucién de polinizadores disponibles para orquideas (Faleiro,
2018), al comercio inadecuado de especies amenazadas por falta de conocimiento
de los comerciantes, el desinterés en la vinculacién entre las autoridades e
investigadores (Hinsley, 2017), al cambio climatico y la invasion de su habitad que
contribuye a la modificacion de las interacciones ecologicas subyugandolas a altos

niveles de estrés y disminuyendo su taza de reproduccion (Fay, 2018).

Otro tipo de limitantes subyacentes a los antropogénicos que afectan el desarrollo

de las orquideas, son los factores abiéticos como la sequia (a pesar de que algunas




orquideas cuentan con pseudobulbos), dado que los periodos de sequia son cada
vez mas extensos en los que puede disminuir su metabolismo fotosintético (Li et al.,
2019). Por otro lado, los cambios drasticos de la temperatura ambiental y el estrés
salino pueden causar deterioro en la sintesis de clorofila, dafios en el fotosistema |l
y una elevacién de especies reactivas de oxigeno (Higashi y Saito, 2020;
Taticharoen, 2023), asimismo, el estrés por metales pesados puede causar
marchitamiento, clorosis e inhibicion de sintesis de proteinas (Kumar y Verma,
2018). En adicién a estos factores se encuentran los factores bidticos, estos son
convergentes a los anteriores debido a que, si se ven afectados los factores
abidticos modifican la variedad de microrganismos que habitan en los alrededores
(Chodak et al., 2015) causando la aparicion de diferentes agentes patégenos como
los hongos, estos pueden causar enfermedades como la mancha foliar causada por
Nigrospora oryzae o Cladosporium cladosporioides (Jain et al., 2021), asimismo,
cepas emergentes de Fusarium causan la muerte de las orquideas en etapas
tempranas del desarrollo, mientras que en la planta adulta causan tizon en la hojas
y en la flores manchas necréticas (Srivastava, 2018). El hongo Colletotrichum es
uno de los agentes causales principales que afecta a las orquideas que se
comercializan afectando su apariencia causando la antracnosis, la cual genera
manchas de color café oscuro o negras en las hojas de las orquideas y pueden

llegar a marchitar toda la planta (Park et al., 2020).

2.2 Interacciones ecoldgicas de las orquideas

Las orquideas son conocidas como una de las plantas mejor adaptadas al medio
ambiente, sin embargo, como se menciond anteriormente, diversos factores han
impactado demasiado su habitad, pero la relacién que éstas tienen con diferentes
organismos son las que le han permitido su hegemonia en casi todos los

continentes.




2.2.1 Relacion con sus polinizadores

El vinculo de las orquideas con sus polinizadores es aun, un poco incierto para los
investigadores, debido a la complejidad con que se lleva a cabo, existiendo diversos
sistemas de polinizacion, como la polinizacién engafiosa (Jersakova et al., 2006),
en la cual, la orquidea emite aromas similares a los de una hembra insecto,
atrayendo al macho con engafios de reproduccion o de alimentacion, sin embargo,
sélo recibe pequefias cantidades de carbohidratos y minerales de las orquideas
(Shrestha et al., 2020). Esta poca disposicion favorece a la reduccion de la
autopolinizacion mejorando la taza de semillas viables (Castro y Singer, 2019), no
obstante, esto ha causado que algunas abejas y moscas prefieran polinizar otro tipo
de plantas que ofrecen néctar (Jersakova, y Johnson, 2006). Estudios como el de
Ackerman et al. (2023), muestran que un tercio de las orquideas poseen solo un
polinizador denotando la gran especializacién, en consecuencia, ha ocasionado en
los ultimos afios tazas de reproduccidén bajas, debido a la falta del polinizador

especifico.

Ademas de las fragancias, las orquideas poseen un espectro de colores
especialmente adaptado para sus polinizadores, debido a la variedad de sistemas
oculares presentes en la naturaleza, mostrando una convergencia de la
adaptabilidad de las orquideas con la morfologia y las caracteristicas particulares
de los polinizadores (Martén-Rodriguez, 2010). Las aves muestran particularmente
preferencias para las orquideas de espectro rojizo-anaranjado (Burd et al., 2014),
las abejas que es su principal polinizador se ven atraidos por puntos de brillo
variables aproximadamente dentro de 400-500 nm (violeta-azul), mientras que las

moscas prefieren longitudes de onda larga dentro del espectro amarillo.

Por ultimo, se ha descrito que las orquideas son capaces de mimetizar la morfologia
de sus polinizadores, un ejemplo de esto es Ophrys speculum las cuales imitan
caracteristicas fisicas de la avispa hembra Dasyscolia ciliata, esta puede expresar
algunos compuestos organicos similares a las feromonas de la hembra (engafio

sexual) (Baguette et al., 2020). Como se puede denotar las especies de la familia




Orchidaceae poseen estrechas relaciones ecologicas con sus polinizadores, en

algunos casos hasta dependientes, obteniendo asi un gran nicho ecologico.

2.2.2 La interaccion hongo-orquidea

La importancia de los hongos en el desarrollo de las orquideas no esta ligada a uno
sola etapa de su desarrollo sino a la largo de toda su vida (Figura 1), desempefia
diferentes propositos (germinacion, crecimiento, asimilacion de nutrientes,
maduracion, etc), esta interaccion esta ligada al tipo de hongo que la coloniza que

pueden ser hongos micorricicos y endofitos.
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Figura 1. Esquema del apoyo de los hongos en diferentes etapas de la vida de las

orquideas.

2.2.2.1 Hongos micorricicos

En la etapa de germinacion de las semillas, los hongos cumplen con su papel mas
importante, las orquideas poseen capsulas con millones de semillas diminutas que

carecen de endospermo, siendo este la principal fuente de nutrientes en la etapa de




germinacion (Pujasatria et al., 2020), por ello, las semillas no germinan directamente
sino que estas pasan por una etapa intermedia denominada protocormo, antes de
esta etapa ellas son heterotrofos, de esta forma los hongos ingresan por un costado
de la semillas para colocarse dentro y producir pelotones, estructuras enrolladas de
hifas, las cuales son adsorbidas por las células de las semillas y estan en constante
produccion-asimilacion hasta la formacion del protocormo (Valadares et al., 2020),
en donde las orquideas ya son capaces de realizar fotosintesis y al entrar en
contacto con los hongos, le es posible entrenar su sistema inmunitario por
actividades de polifenol oxidasa, &cido ascoOrbico oxidasa, la peroxidasa y la
catalasa (Chen et al., 2017). Aunque las orquideas necesitan de la interaccién con
el hongo, estas requieren asociaciones especificas asi que, a pesar de la presencia
de hongos que puedan participar en la germinacion, si éste no es el adecuado para

ellas, no se dara la simbiosis (Meng et al., 2019).

Posteriormente, durante la etapa del desarrollo, los hongos siguen interactuando
con las plantas en menor o mayor manera dependiendo de la asociacion de las
orquideas, si son mico heterétrofas (dependientes de la sintesis de carbono de los
hongos), parcial (no dependientes totalmente de las micorrizas) o autétrofa (es
capaz de sintetizar su alimento por si sola (Merckx et al., 2013; TéSitel et al., 2018).
Las relaciones presentadas durante la germinacion pueden cambiar por otros
hongos (Meng et al., 2019), encontrdndose multiples interacciones a lo largo de su
vida que favorecen la obtencion de su alimento (Hou et al., 2009), secrecién de
hormonas y metabolitos para sus huéspedes como acido indol acético, compuestos
fendlicos (Shah et al., 2022; Mandal, 2010), ayudando en la solubilizacién de
fosfatos y sintesis de amoniaco (Chand, 2020). Estos compuestos ayudaran a
mejorar la calidad del crecimiento, asi como la senescencia y el metabolismo basal
de las orquideas contribuyendo a la sintesis y catabolismo de aminoacidos
(Lallemand et al., 2019), por ello, es de suma importancia la relacion orquidea-

hongo.

2.2.2.2 Hongos enddéfitos de orquideas




Los hongos endéfitos son un grupo de hongos capaces de colonizar los tejidos,
principalmente las raices y estan en armonia con la planta por lo que no se producen
enfermedades o mutaciones morfoloégicas, dado que en muchos casos actian como

agentes benéficos (Selosse et al., 2022).

Los hongos también se involucran en el sistema de defensa de las orquideas,
sintetizando compuestos antimicrobianos que pueden ser de distinta naturaleza,
tales como compuestos organicos volatiles o compuestos difusibles (Tyc et al.,
2017), como terpenoides o fenilpropanoides, compuestos que tienen nitrégeno,
acido indolacético y pirazinas (Astuti et al., 2014), y los compuestos difusibles por el
medio como ginsenosides, y compuestos derivados del alcohol (Qi et al., 2018), los
cuales le confieren una mayor oportunidad contra patdgenos flngicos tanto a nivel
de raices como de tallo y hojas (Yuan et al., 2018), funcionan también como control
bioldgico contra el ataque de insectos (Moraga, 2020), asimismo la sola presencia
de estos hongos saprofitos hace poco viable la instalacion de los patégenos ya que
se encuentran pocos nutrientes disponibles, generando una competencia por la

supervivencia (Favre-Godal, 2020).

Otra caracteristica de los hongos es la capacidad de asistir en la tolerancia al estrés
bi6tico, se ha reportado que los hongos mejoran la resistencia a la sequia en
orquideas epifitas que tienen menos acceso al agua (McCormick et al., 2006; Liu et
al., 2022), mitigan el impacto y apoyan en la adaptacion en suelos contaminados
por metales pesados (Herrera et al., 2018). Por todos estos factores la abundancia
de ciertas orquideas esta limitada a la diversidad o riqueza de los microbiomas para
esparcir su poblacién (Lu et al.,, 2021), siendo esta una de las relaciones mas

ampliamente estudiada, pero a su vez una de las la mas compleja.

2.3 Stanhopea tigrina

Esta orquidea es principalmente de habito epifito, aunque también se encuentra con
crecimiento litéfito, posee pseudobulbos globosos y cuenta con solo una hoja

terminal (Hagsater y Soto, 2003). Produce una o dos flores de hasta 15 cm largo,




de color amarillo paja con manchas violetas y con un aroma llamativo a chocolate,
tiene un labelo distintivo conformado de tres estructuras y termina en dos similares
a unos cuernos (Figura 2), por lo cual comunmente se le llama orquidea vaquita
(Moreno-Martinez y Menchaca-Garcia, 2007). Es endémica de México y se
encuentra principalmente en la sierra madre oriental en los estados de Querétaro,
Hidalgo, Veracruz, Puebla, San Luis Potosi, Tamaulipas, en el sur de Oaxaca y en
el sur de Nuevo Ledn (Figura 3) (Hernandez de la Cruz et al., 2022).

Figura 2. Fotografia de S. tigrina en estado silvestres floreado tomada de Castillo-
Pérez, 2018.
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Figura 3. Distribucién geografica en México de Stanhopea tigrina tomado de
Hernandez de la Cruz et al. (2022).

Esta orquidea se encuentra amenazada de extincion segun la NOM-059-
SEMARNAT-2010, debido a la venta ilegal y al saqueo indiscriminado, ademas, se
han encontrado problemas para su germinacién debido a que hay pocos estudios
sobre la germinacion simbidtica, asimismo, se tienen problemas en su propagacion
in vitro debido al tamafio del explante que se tiene que utilizar para su propagacion
(Cortez et al., 2021).

2.4 Hongos asociados a Stanhopea tigrina

Las asociaciones de los hongos con las orquideas son de gran indole cientifico por
su relevancia en la naturaleza. Se tienen dos antecedentes de hongos aislados de
S. tigrina: 1) Salazar-Cerezo et al. (2018), observaron una diversidad fungica muy
rica, en su mayoria encontraron cepas de Ascomycetes, con Trichoderma y
Penicillium, ademas encontraron Fusarium y Aspergillus los cuales encontraron
cepas productoras de metabolitos de interés como giberelinas, y 2) Castillo-Pérez

et al. (2018) aisl6 hongos del género Trichoderma, Penicillium, Fusarium vy
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Lasiodiplodia de los cuales se probo su actividad para mejorar la germinacion vy el
crecimiento de plantas de frijol obteniendo los resultados mas favorables para
Trichoderma hamatum y Lasiodiplodia theobromae.

En la presente investigacion se utilizaron las cepas de Castillo-Pérez (2018), que
mostraron una mejor respuesta en la interaccion hongo-planta, y cepas que
posiblemente pueden reaccionar de forma distinta con su planta enddfita.

2.4.1 Lasiodiplodia

Son un género de hongos de la familia Botryosphaeriaceae, (Slippers et al., 2013)
con colonias algodonosas en un principio blancas, que al cabo de una semana se
vuelven grisaceas y con el tiempo negras; al microscopio presentan hifas hialinas,
gruesas y segmentadas tiene conidias hialinas de pared gruesa, lisas, cilindricas a
sub-obpiriformes, holoblasticos, con uno o dos halos como se observa a en la figura
4 (Phillips et al., 2013).

Figura 4. Observacion microscopica de Lasiodiplodia. Modificado de Rodriguez-
Galvez (2017).
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Este género principalmente se cataloga como hongos fitopatdgenos, y en los Ultimos
afios se ha encontrado como agente endofito, aunque algunos hongos tienen la
capacidad de adaptarse o vivir un tiempo como hongo enddfito en su ciclo de vida,
esta capacidad puede cambiar debido a cambios externos como temperatura, la
presencia de fitoquimicos y la disponibilidad de nutrientes o poca compatibilidad con
su hospedero. El género Lasiodioplodia es comunmente agrupado en patdégenos de
plantas, no obstante, puede ser encontrado siendo endofito de ellas, (Huang et al.,
2017; Gémez et al., 2021), Lasiodiplodiplia también puede ser endoéfito de orquideas
como Cymbidium sp., Dendrobium sp., en Cattleya, Phalaenopsis y Oncidium (Chua
et al., 2022).

Este género de hongos se ha encontrado que es capaz de sintetizar metabolitos
bioactivos antimicrobianos y compuestos con actividad antifingica como el &cido
acético, glicerol y el 1,3-butanodiol y 2,3-butanodiol (Chua et al., 2022; Hartanto et
al., 2023), asimismo se ha observado la produccion del acido 3-indolacético y el
acido 3-indolecarboxilico, hormonas ampliamente implicadas en la regulacion del
crecimiento y desarrollo de las plantas (Félix et al., 2018).

Otros géneros que se asocian a patogenia como el Fusarium han demostrado ser
endofitos de orquideas, y pueden mejorar el desarrollo por medio de sintesis de
metabolitos bioactivos (Toghueo et al., 2020; Shah et al., 2022), por lo cual es
necesario mas investigacion acerca de los hongos endéfitos que comunmente son

agrupados como patégenos.

2.4.2 Penicillium

El género Penicillium esta ampliamente distribuido por diversos ecosistemas, siendo
hongos de tipo cosmopolita de indole ambiental. Penicillium es comunmente
encontrado como enddfito de orquideas, es ampliamente reconocido por apoyar a
las plantas en su desarrollo y crecimiento. En las orquideas se ha encontrado que
es capaz de favorecer la germinacion simbioética (C1g et al., 2018). Se han aislado
diferentes cepas de hongos de algunas orquideas, y se ha observado que pueden

solubilizar fosfatos (Sahoo et al., 2014), producir hormonas como AIA (Acido Indol
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Acético) y giberelinas (Leitdo y Enguita, 2016), pueden ayudar en la proteccion,
produciendo agentes antimicrobianos como sideroforos bioactivos (Chowdappa et
al., 2020). Ademas, se han encontrado especies que son capaces de tolerar altas
concentraciones de plomo de hasta 1000 mg/L, mejorando su tolerancia el estrés
por estos metales (IDRIS et al., 2019). También se ha demostrado su eficiencia
como promotor de crecimiento y de aclimatacion simbidtica (Salazar-Cerezo et al.,
2018; Castillo-Pérez et al., 2018).

2.4.3 Trichoderma

El grupo de Trichoderma spp. se distingue por colonias de rapido crecimiento que,
en su mayor parte tienen ascosporas de color verde con forma globosa y
conidioforos con ramificaciones especificas (Figura 5), colonias con crecimiento
radial que en un principio son de color blanco y posteriormente verde (Zhu et al.,
2015).

Las especies Trichoderma se encuentran ampliamente extendidas por el medio
ambiente, en especifico por el suelo, se pueden encontrar en suelos agricolas,
forestales, de marismas y desérticos, presentes sobre material en descomposicion
(Sharma et al., 2019). Tienen la capacidad de colonizar raices ayudando en la
proteccion de la planta induciendo resistencia sistematica inducida contra
patdgenos de raices, hojas y tallos, también producen antifingicos como enzimas
extracelulares (Kumar et al., 2019), se alimentan de patdégenos como nematodos
destruyendo sus etapas tempranas y en algunos casos también adultos (Zin et al.,
2020), asimismo se pueden alimentar de otros hongos (micoparasitos) suprimiendo
una posible enfermedad antes de que se desarrolle por completo (Mukherjee et al.,
2022).

Ademas, tiene impacto sobre la morfologia vegetal, modificando la captacion de Mg,
mineral clave para que se lleve a cabo la fotosintesis, tienen la capacidad de
solubilizar fosfatos con la excrecion de metabolitos acidos organicos como los
acidos gluconico, citrico y fumarico (Kumar, 2019). Otros metabolitos detectados en

el género Trichoderma y de gran impacto son acido harzianico (HA) y 6-pentil-a-
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pirona (6PP) los cuales demostraron actividad antioxidante y produccién de

polifenoles (Pascale et al., 2017).

Conidioforos vy fidlides l Conidia

@ 02000000000

(2) (b)

Figura 5. Microscopia de Trichoderma sp. modificada de Zhu et al. (2015).

2.5 Cultivo in vitro vegetal

El cultivo in vitro es una herramienta biotecnoldgica que utiliza cultivos nutritivos y
un ambiente estéril riguroso, para el desarrollo de tejidos o células vegetales de
diversos tipos (Espinosa-Leal et al., 2018). Se puede partir de diferentes tejidos
como semillas, Cuerpos Similares a Protocormos (CSM), brotes, partes de plantas
(explanes), protoplastos (Thorpe et al., 2007) con el fin de obtener plantas o tejidos
libres de patégenos. El cultivo in vitro es un sistema de produccion de gran
velocidad, ayuda a mantener plantas que se encuentran amenazadas, se pueden
producir mutantes para su estudio, e inducir estimulacion para producir grandes
cantidades de metabolitos de interés farmacoldgico (Debnarh et al., 2006; Altpeter
et al., 2016).




2.5.1 Micropropagacion

Consiste en el aprovechamiento de la totipotencialidad de las células vegetales,
partiendo de una seccion de planta (explante) con la finalidad de obtener plantas
completas, mediante cultivos asépticos con los nutrientes necesarios para un
correcto desarrollo como carbohidratos, vitaminas, reguladores de crecimiento y en
algunos casos sustratos organicos. Con esta técnica se obtiene una multiplicacion
masiva en cortos periodos de tiempo y plantas libres de patégenos (Skoog y Miller,
1957; Intriago, 2020).

El establecimiento inicial de la micropropagacion realizada por Murashige, (1974)
solo contenia tres etapas: 1) establecimiento aséptico del cultivo, 2) multiplicacion,
y 3) el enraizamiento y la preparacion del in6culo para su trasplante. Con el paso
del tiempo se fue agregando etapas hasta completar un total de cinco (Hussain et
al., 2012).

Etapa O: Preparacion de planta donante

Se piensa gue es el proceso mas importante, determinara el éxito de las demas
etapas, comunmente se parte desde plantas de invernadero para maximizar las
probabilidades de éxito, estas plantulas poseen una salud optima (Mirani et al.,
2017), ademas el uso de tejidos jovenes acorta el periodo de respuesta y la

obtencion de plantas (Olmos et al., 2004).
Etapa 1: Desinfeccion del material vegetal

En esta fase se realiza la asepsia superficial del tejido que se seleccioné en la
anterior etapa, y se procede a cultivar en el medio enriquecido adecuado para la
especie. Existen diferentes métodos de esterilizacion dependiendo el tejido del que
se parta, entre los mas comunes se encuentran el hipoclorito de sodio), etanol,
cloruro de mercurio y Twen (Brenes et al., 2015; Chokheli et al., 2020). Se
recomienda utilizar mezclas de estos para tener un rango mas amplio de accion

frente a los distintos patégenos (Suman, 2017).
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Etapa 2: Multiplicacién

El interés de esta etapa consiste en la aparicion de nuevos brotes, para asi obtener
una gran cantidad de material vegetal en varios subcultivos progresivos hasta contar

con el numero que se desean de plantulas.

En esta etapa, principalmente se utilizan tres medios basales Murashige y Skoog,
Knudson C y Vacin and Went, no obstante, existe una gran diversidad de
suplementos para los medios basales, debido a la especificidad de los nutrientes
gue cada planta puede tener (Reddy et al., 2016). Se suelen complementar los
medios con reguladores de crecimiento como citocinas y auxinas como 6-
bencilaminopurina (BAP), acido indolebutirico (IBA) o Thidiazuron (TDZ) (Camargo
et al., 2015; Castillo-Pérez et al., 2019), dado que estos ayudan en la formacion de
la parte aérea como brotes, yemas y hojas, aunque debido al costo de estas
hormonas cada vez es mas comun que se utilice sustratos organicos como
suplementos, tales como, homogenizados de platano, agua de coco, hidrolizados
de peptona, triptona, extracto de levadura y quitosano (Yam et al., 2018), los cuales
contienen nutrientes que ayudan al desarrollo de las plantulas y la diferenciacién de

los tejidos (Teixeira et al., 2012).
Etapa 3: Enraizamiento

El enraizamiento es un paso clave para la propagacion de los tejidos vegetales in
vitro, como lo dice su nombre se realiza la estimulacién de las plantas para la
generacion de raices viables para su cultivo en el exterior, esta estimulacion se
realiza generalmente suplementado el medio base con hormonas vegetales,
principalmente auxinas (Suman et al., 2017). Se han encontrado resultados
positivos con acido indolbutirico (AIB), acido naftaleno acético (ANA) (Mirani et al.,
2017), también se han encontrado resultados favorables con la utilizacién de
citocininas como dimetilaminopurina (DMAP) y tidiazurén (TDZ) (Yam y Arditti,
2018).

Etapa 4: Aclimatacion
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En este Ultimo paso se definira si se realiz6 de manera correcta el proceso de
micropropagacion, consiste en la adaptacion progresiva de las plantas a las
condiciones que tendran en medio externo, dado que las plantulas poseen
caracteristicas fisiologicas incompatibles con el medio ambiente como estomas
grandes y achatados que impide el intercambio de gases correctamente (Chandra
et al., 2010). Ademas, las plantas en el cultivo in vitro tienen condiciones
controladas, mientras que en el exterior estas condiciones son variables, por la
tanto, la planta se debe adaptar al estrés hidrico, al cambio de temperatura y al
ataque de los microrganismos (Cruz et al., 2016). La exhibicién de las plantas a
cambios de luz, de temperatura y de diferentes concentraciones de CO2 ayudan a
la estimulacién de movimientos estomaticos y de la fotosintesis (Sherif et al., 2018),
asimismo enfrentar a las plantas a un cambio lento y gradual de humedad relativa
permite el crecimiento de raices no fotosintéticas, capaces de sustraer los nutrientes
necesarios del suelo para su desarrollo y permite que las tasas de traspiracion
disminuyan gradualmente porque la regulacidén estomatica y la pérdida de agua se
vuelve mas eficaz, ademas la cuticula desarrolla ceras epicuticulares (Gil-Rivero et
al., 2017).

2.6 Tipos de sustrato empleados en el CTV

Los sustratos organicos son fundamentales para el soporte de las plantas,
principalmente de las orquideas epifitas. Existe una gran cantidad de diversidad de
sustratos empleados solos o en combinacion, por lo que se genera una gran
complejidad en cuanto a opciones. La importancia de escoger el sustrato adecuado
radica en la supervivencia y el desarrollo de las vitroorquideas en el medio exterior,
ya que contribuira en el crecimiento radicular, a la retencion de agua, intercambio
de gases, suministro de alimento y tomara el papel de su forofito por un tiempo, en

el caso de las orquideas epifitas (Guato-Jiménez, 2014; Hinsley et al., 2018).

Entre los sustratos mas utilizados para orquideas se tienen corteza de pino, fibra de

coco, perlita y carbdn vegetal, estos han reportado altos indices de supervivencia
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en la aclimatacion, teniendo porcentajes mayores a un 85 % (Castafieda et al.,
2023).

2.6.1 Corteza de pino

Las cortezas de pinos son un sustrato limitado debido a que se remueve antes del
procesamiento de la madera, pese a esto la corteza de pino es el sustrato mas
utilizado, posee grandes cantidades de carbono disponible para las orquideas, tiene
una gran capacidad de intercambio catiénico, lo que le hace poseer una gran
concentracion de cationes y amortiguacion de pH (Jackson et al., 2009; Altland et
al., 2014), ayuda a la retencion del agua, lo que aumenta la taza fotosintética e
impacta en el tiempo que las orquideas pueden resistir al estrés hidrico ambiental
(Basiri Jahromi et al., 2020).

2.6.2 Fibra de coco

La fibra de coco es un material obtenido de la cascara que protege el fruto del coco,
esta se troza en pequefas sesiones, al ser un material de desecho y organico es
altamente rentable, presenta buenas caracteristicas como sustrato, dado que
ipermite aireacion a las raices de las plantas, favorece el drenaje y gran retenciéon
de agua (Tuckeldoe et al., 2023). Ademas, se ha encontrado que puede aumentar
la altura de los brotes debido a los minerales que este tiene como potasio y fosforo,
se ha reportado que también puede actuar como agente gelificante y ayudar en la
germinacién simbiética debido a la densidad variable de sus particulas (Mala et al.,
2017).

2.6.3 Perlita o agrolita

Es un sustrato mineral a base de silicio que se obtiene a partir de roca volcéanica, se
prepara triturando estas piedras para aumentar su densidad aparente, presenta

particulas de diversos tamafios que proporcionan buena aireacion y drenaje, pero
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poca retencién de agua ayuda a estabilizar el pH, y se ocupa principalmente en

mezclas, debido a que puede ser arrastrado por el agua (De, 2020).

2.6.4 Carbdn

El carbon se ha utilizado ampliamente en el cultivo in vitro de las orquideas por los
grandes beneficios que tiene su implementacién, dado que, al oscurecer el medio
promueven la aparicion de nuevas raices (Cheruvathur et al., 2010), ayuda a la lenta
adsorcion de las auxinas y citoquininas promoviendo el desarrollo de tejidos aéreos,

aumentan la division celular y la aparicion de nuevos brotes (Chin et al., 2019).
2.6.4.1 Tipos de carbon

Los carbones que se utilizan como aditivos durante el desarrollo in vitro para las
orquideas son el 1) carbon vegetal este proporciona una textura aspera con
porosidades, estimulando el surgimiento de nuevas raices ademas almacena poca
agua por lo que se tiene una buena aireacion de medio, 2) El biochar tiene la
capacidad de apoyar en el desarrollo de las orquideas, retiene el fosforo, nitrégeno
(Ukwattage et al., 2020; Uchida et al., 2019), ayuda en la mejora del intercambio
catiénico, retiene la cantidad de agua disponible (Ghosh et al., 2020; Kerré et al.;
2017). 3) El carbdn activado también se utiliza como sustrato en la aclimatacion y
puede ayudar en la estabilizacion del pH de medio, adsorbe sustancias no deseadas
como el etileno y el amoniaco (Sipayung, 2018), mejora el indice de oxidacion de
las hojas y las raices ya que adsorbe el exceso de fenoles que producen esta
oxidacion-podricion (Souza et al., 2021). Uno de los carbones activados con
caracteristicas interesantes es el F-400 cuenta con 987 m?/g, un volumen de poro
0.59 cm?/g (Hernandez Orta et al., 2003) estos valores indican la habilidad tener una
gran capacidad de adsorcion en fase gaseosa y posiblemente en liquida asi se
necesita menor volumen para ejecutar las mismas tareas que otros aditivos a base

de carbono y ademas de una mayor eficiencia.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivo de hongos

En placas de agar papa dextrosa (PDA) estéril se sembraron los hongos
anteriormente aislados de S. tigrina por Castillo-Pérez (2018). Los cultivos fungicos
se incubaron 28 + 1 °C durante aproximadamente cinco dias, posteriormente se
procedio a observar las colonias y la morfologia microscopia para la concordancia

de los datos anteriormente recabados.

3.2 Germinacion de Arabidopsis thaliana

Las semillas de A. thaliana se desinfectaron mediante gas de cloro acorde a la
metodologia descrita por Martinez-Soto (2013). Las semillas se colocaron en tubos
Eppendorf en un desecador, y dentro se coloc6 un matraz Erlenmeyer de 200 mL
con una solucion de 5 mL de &cido clorhidrico concentrado e hipoclorito de sodio de
100 mL; el desecador se mantuvo sellado mediante vacio por 1 hora. Este
procedimiento se realiz6 en una campana de extraccion. Posteriormente, se
incubaron a 4 °C durante dos dias en oscuridad, y se dejaron crecer las plantulas
durante cinco dias en agar agua, se colocaron las plantulas en el cuarto de cultivo
a una temperatura de 25 * 2 °C con una intensidad luminica de 40 mmol m2s?
generados con lamparas fluorescentes de luz blanca, con un fotoperiodo de 16

horas de luz y 8 horas de oscuridad.

3.3 Evaluacion de cepas fungicas aisladas de Stanhopea tigrina en el
desarrollo vegetal de en A. thaliana

Evaluacion en placa sin division

Se utilizaron placas de Petri con agar MS 1/5 (Murashige y Skoog, 1962) (Phyto-
Technology), el cual se preparo disolviendo en 1 L de agua destilada, 0.88 g del
medio, enriquecido con 3 g de sacarosa, el pH se ajustd en 5.7 £ 0.2 con NaOH o
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HCI 1M, después se afadieron 8 g de agar (Plant TC), se calent6 hasta ebullicion y
se procedi6 a esterilizar en autoclave (FELISA) por 45 minutos a 15 |b pulg?y 121°C
por 30 minutos. En la parte superior de estos medios de cultivo se colocaron seis
plantulas de A. thaliana (por triplicado) y en el otro extremo se ubicaron tapones
miceliales de 0.5 cm (hechos con papel filtro) en los cuales se vertieron 10 uL de
cada microorganismo a una concentracion de 10° esporas por mililitro (EPM)
directamente sobre el medio solidificado. Estos tratamientos se colocaron en la
camara de incubacion durante siete dias para las cepas de Trichoderma sp y
Lasiodiplodia macrospora y durante 14 dias para la cepa de Penicillium sp. Estos
experimentos se colocaron en las condiciones ambientales del cuarto de cultivo
arriba sefialadas. Al término de sus respectivos tiempos de incubacion se evaluo el
peso fresco, longitud de raiz primaria, numero de raices secundarias y longitud de

hipocotileo.
Evaluacion en placas con division

Se utilizaron placas de Petri con division, en donde en ambas partes se coloco agar
MS 1/5 realizado de la misma forma que en el anterior experimento, posteriormente
en solo una de estas secciones se colocaron cinco plantulas de A. thaliana y en la
otra se colocaron tapones miceliales de 0.5 cm realizados con papel filtro, y se les
vertié 10 pL de suspension de esporas de cada microorganismo directamente sobre
el medio solidificado. Estos tratamientos se colocaron en el cuarto de cultivo a una
temperatura de 25 + 2 °C con una intensidad luminica de 40 mmol m2sty con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad durante siete dias para las
cepas de Trichoderma sp, mientras que para las cepas Lasiodiplodia macrospora y
de Penicillium sp se evalué durante 10 dias. Al culminar el experimento se evalué

longitud de raiz primaria, nUmero de hojas, longitud de hipocotileo y peso fresco.
3.4 Adsorcion de Lasiodiplodia macrospora en carbén activado F-400

Se preparo un litro soluciéon de NaCl al 0.9 % para cada uno de los voliumenes de
Lasiodiplodia macrospora, la cual fue suplementada con 0.5, 1, 2, 3, y 4 mL del
hongo a una concentracion de 10° EPM. Posteriormente, se coloc6 cada una de las

concentraciones en el reactor y se agreg6 1 g de carbon activado F-400 en el vial
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de reactor, a continuacion, se registré el numero de esporas cada 1 hora durante 8
horas, por altimo, se procedio a realizar las curvas de adsorcion, quedando asi una
curva para cada volumen de hongo que se utilizd, se observd el comportamiento

lineal del hongo sobre el carbén.

3.5 Evaluacién de la viabilidad de Lasiodiplodia macrospora en el carbén
activado F-400.

Se prepard una solucion de NaCl al 0.9 % la cual fue esterilizada en autoclave
FELISA por 45 minutos a 15 Ib pulg? a 121 °C, posteriormente, esta solucion fue
suplementada con el hongo Lasiodiplodia macrospora a una concentracion de 10°
EPM. Adicionalmente, se pesaron distintas cantidades de carbén activado (0.2 ,0.4,
0.6, 0.8, 1,y 2 Q). El carb6n activado fue previamente esterilizado por calor seco en
estufa de conveccion LINDBERG/BLUE a 200 °C durante 2 horas, después cada
una de las cantidades pesadas fueron colocadas en tubos coénicos, y se les
agregaron 50 mL de la solucion inoculada con el hongo en un ambiente estéril
proporcionado por dos mecheros Clipper, una vez hecho esto se procedi6 a colocar
en agitacion los tubos durante 24 horas, después de este tiempo se colocaron
granos de carbon activado en agar PDA para observar el crecimiento del hongo.
Para ello, se midié el crecimiento radial cada dia sobre este medio y el tiempo de
duracion del ciclo de vida de colonia.

3.6 Evaluacién de la promocién de crecimiento de protocormos de
Stanhopea tigrina.

Se utilizaron protocormos de Stanhopea tigrina los cuales fueron resembrados en
placas Petri con medio MS 1/2, (Murashige y Skoog, 1962) (Phyto-Technology). El
medio de cultivo se prepar6 disolviendo en 1 L de agua destilada, 2 g del medio,
enriquecido con 5 g de sacarosa, el pH se ajusté en 5.7 £ 0.2 con NaOH o HCI 1M,
después se afadieron 8 g de agar (Plant TC), se calentd hasta ebullicion y se
procedi6 a esterilizar en autoclave (FELISA) por 45 minutos a 15 Ib pulg? y 121 °C

por 30 minutos. Posteriormente, se vacié en placas de Petriy en ellas se colocaron
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seis protocormos por cada placa (por triplicado), posteriormente se procedié a
colocar carbén activado inoculado con L. macrospora en el extremo contrario del
que se colocaron los protocormos, para no perder la esterilidad se utiliz6 una
espatula previamente esterilizada en autoclave FELISA por 45 minutos a 15 Ib pulg?
a 121 °C, con ella se colocé una porcién de carbon activado. Las placas asi
preparadas se colocaron en bajo las condiciones ambientales del cuarto de cultivo
a una temperatura de 25 + 2 °C y con un fotoperiodo de 16 h de luz 'y 8 h de
oscuridad. Por ultimo, se procedid a contabilizar el tiempo y el porcentaje de

germinacion.

3.7 Subcultivo de S. tigrina previamente estimulado por Lasiodiplodia

macrospora en el carbon activado F-400

Se realiz6 la preparacion de agar MS completo (Murashige y Skoog, 1962) (Phyto-
Technology), el cual se prepar6 disolviendo en 250 ml de agua destilada, 1.10 g del
medio enriquecido con 3.75 g de sacarosa, 1.25 g de carbdn activado, el pH se
ajusto entre 5.7 £ 0.2 con NaOH o HCI 1M, después se anadieron 2 g de agar (Plant
TC), se calent6 hasta ebullicién, y se distribuy6 en frasco de vidrio. Por ultimo, se
esterilizd en autoclave (FELISA) por 45 minutos a 15 Ib pulg? y 121 °C por 30
minutos. Una vez solidificados los medios, se procedié a colocar tres plantulas de
S. tigrina por frasco (anteriormente expuestas al inoculo del carbon activado con
Lasiodiplodia macrospora), se colocaron los frascos en el cuarto de cultivo a una
temperatura de 25 + 2 °C con una intensidad luminica de 40 mmol m?st generados
con lamparas fluorescentes de luz blanca, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y
8 horas de oscuridad.

3.8 Determinacion de clorofila
Para conocer la cantidad de clorofila en el tejido aéreo de los diferentes
tratamientos, se pesaron nueve muestras de hojas por cada tratamiento.

Posteriormente se trituraron en 1 mL de acetona absoluta y el extracto se coloco a

4°C durante toda la noche. Transcurrido, este tiempo la muestra se centrifugo a
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5000 RPM por 15 minutos. Por ultimo, se determiné la absorbancia a tres longitudes
de onda 664.6, 644.8 y 470 nm. Se calcul6 la cantidad de clorofila tomando como

valor de referencia a un 1 g de peso fresco.

3.8 Andlisis estadistico

Se utilizé el software estadistico GraphPad Prism en su novena version para la
realizacion del andlisis estadistico y las gréficas, en la cuales se utilizdé error
estandar al graficar. Para el analisis estadistico de los experimentos de interaccion
con A. thaliana se utilizé el Post hoc Tukey emparejando los datos por ANOVA de
una sola via, teniendo una n= 18 para los sistemas de placa sin divisiébn y una n =
15 para los sistemas divididos. En los experimentos de adsorcién se utilizé un
analisis ANOVA de dos vias en relacién entre el porcentaje de absorbancia y el

tiempo con Post hoc Sidak.

Durante la germinacion simbiotica de protocormos y el subcultivo de S. tigrina se
utilizé una ANOVA de dos vias para datos agrupados y se realizé una prueba de

comparacion multiple de medias de tipo Sidak.

3.9 Disefio experimental

Para el modelo de interaccion con A. thaliana se siguieron los modelos

experimentales de la Tabla 1y 2.

Tabla 1. Modelo de interaccidn con A. thaliana cepas de rapido crecimiento.

TRATAMIENTO ABREVIATURA
PLACAS CON DIVISION | Trichoderma sp.-A TRS-A
Trichoderma sp.-B TRS-B
Control CTRL
PLACAS SIN DIVISION | Penicillium sp. PENS
Lasidoplodia macrospora LAM
Control CTRL
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Tabla 2. Modelo de interaccién con A. thaliana cepas de lento crecimiento.

TRATAMIENTO ABREVIATURA
PLACAS CON DIVISION | Penicillium sp. PENS
Lasidoplodia macrospora LAM
Control CTRL
PLACAS SIN DIVISION | Penicillium sp. PENS
Control CTRL
[ =)



IV. RESULTADOS
4.1 Cultivo de hongos

Se tomaron cepas que anteriormente fueron aisladas de la orquidea S. tigrina,
resultando en nueve cepas en total, se procedieron a sembrar en agar PDA de tal
manera que se pudieron observar las caracteristicas macroscopicas Yy
microscopicas para su correcta identificacion. Se encontr6 un hongo que
aparentemente era Lasiodiplodia ya que durante su crecimiento mostraba una
colonia blanca y que con el tiempo esta se iba tornando negra, sin embargo, para
poder observar los conidios se mantuvo bajo estrés hasta que produjo los picnidios
caracteristicos del género (Tabla 3). Posteriormente, se re-caracterizaron dos
hongos del género Trichoderma los cuales mostraron una colonia blanca con
tonalidades verdosas que crecian en cortos periodos de tiempo, al microscopio
mostraba las espigas caracteristicas de los hongos Trichoderma (Tabla 3). Por
ultimo, se observé un hongo con colonia blanca que pigmentaba el medio de un
color amarillo la cual crece de manera no uniforme y de muy lento crecimiento, al
microscopio se observaron las conidias caracteristicas del género Penicillum
(Figura 3), de estos hongos re-caracterizados solo Lasiodiplodia se encontraba
anteriormente secuenciado y analizado en la base de datos NCBI, el resto de los
hongos anteriormente solo fueron identificados por su morfologia, por lo cual solo
se conocia la especie de uno solo, esta fue identificada como Lasiodiplodia

macrospora.

Tabla 3. Recaracterizacion de hongos endofitos de Stanhopea. tigrina.

Nombre Morfologia Morfologia Identificacion

Clave macroscopica microscopica

27

——
| —



"eiodsoloew eipojdipoise]

v-ds ewiapoyoii |

g-ds ewuspoyoL |

‘ds winio1uad

LAM

TRS-A

TRS-B

PENS

]

(
L




4.2 Evaluacion de Trichoderma sp-A, Trichoderma sp-B, Lasiodiplodia
macrospora y Penicillium sp. en la promocion de crecimiento en A. thaliana
en placas divididas

Para conocer las capacidades de las cepas como promotoras de crecimiento se
utilizaron plantas de A. thaliana, dado que tienen un mayor crecimiento in vitro y un
ciclo de vida méas corto que S. tigrina. Para ello, se utilizé un sistema en el que las
plantulas tenian un contacto directo con las diversas cepas fungicas y otro en cual
se tenia una division que permitiria identificar si el hongo podia exhibir compuestos
volatiles. Debido al comportamiento de crecimiento de las cepas se agruparon en
dos secciones: i) de rapido crecimiento, las cuales invadian la placa completamente
en 10 dias (Trichoderma sp-A, Trichoderma sp-B) y ii) cepas de lento crecimiento,
las cuales invadieron la placa aproximadamente en 14 dias (Lasiodiplodia

macrospora y Penicillium sp,).

4.2.1 Interaccion de cepas de rapido crecimiento con A. thaliana

Al observar las caracteristicas fenotipicas de A. thaliana, morfolégicamente no se
encontré una gran diferencia entre el control y los tratamientos (Figura 6), ademas
cuando se observaron los parametros estadisticos no se visualizé una mejora por
parte de los tratamientos sobre el crecimiento o formacion de la raiz primaria y peso
total (Figura 7A y C). No obstante, se observaron efectos sobre la longitud de

hipocatilo, en donde se observé un aumento del doble de su tamafio favorecido por

Trichoderma sp-B en comparacién con Trichoderma sp-A 'y el control (Figura 7B).




Figura 6. Evaluacion del crecimiento de A. thaliana después de 10 dias de
crecimiento A) control B) Trichoderma sp-A y C) Trichoderma sp-B

Al evaluar el contenido de clorofila en las plantulas expuestas a los tratamientos
anteriormente descritos, se encontré que ambos tratamientos (Trichoderma sp-A'y
Trichoderma sp-B) aumentaron notablemente la concentracion de este parametro
comparado con el control, de la misma manera resultd aumentar el contenido de
carotenoides por parte de los tratamientos con los hongos, siendo mayor en las
plantas expuestas al hongo Trichoderma sp-A, con una media de 0.19 mg Ch/g mas
del doble que la del control, mientras que el control apenas mostré una media de

0.072 mg Ch/g (Tabla 4)
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Figura 7. Evaluacion de parametros fenotipicos de A. thaliana después de 7 dias de
interaccién con los hongos Trichoderma sp-A (TRS-A), Trichoderma sp-B (TRS-B). A)
Longitud de raiz, B) longitud de hipocétilo y C) peso total.

Se evaluaron la media £ SEM (n=6) la misma letra sefala que no se encontr¢ diferencia
estadistica (p<0.05) de acuerdo con el analisis Tukey.
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4.2.2 Experimento con cepas de lento crecimiento

Se encontré que las cepas Lasiodiplodia macrospora y Penicillium sp. mostraron un
efecto mayor sobre A. thaliana, dado que se observaron plantas mas grandes de la
parte aérea de aproximadamente el doble comparado con el control, con cotiledones
mas grande en un 50 %, ademas se encontré que la cepa Penicillium sp. no invadio
toda la parte de la placa destinada para ella, no obstante el pigmento que produjo
si cubri6 toda el area de la caja en la raiz de A. thaliana expuesta a este tratamiento
(Figura 8).

Figura 8. Evaluacion del crecimiento de A. thaliana después de 14 dias de crecimiento
A) control B) Penicillium sp. y C) Lasiodiplodia macrospora.

En cuanto a las caracteristicas fenotipicas se encontré que las plantas de A. thaliana
expuestas a la cepa Penicillium sp. alcanzaron un peso con una media de 2.5 mg,
seguido de las plantas expuestas a Lasiodiplodia macrospora con un peso de 2 mg
y por ultimo las plantas control con un peso de 1.5 mg (Figura 9C). Por otra parte,
al evaluar la longitud de hipocolito de A. thaliana, se encontraron medias muy
similares entre los tratamientos inoculados aproximadamente de 0.8 cm mientras
gue el control se encontraba por debajo con 0.4 cm contando con cerca de la mitad
del crecimiento comparado con los tratamientos de los hongos (Figura 9B), en

cuestidon de raiz primaria se obtuvo un pequefio pero significativo aumento en los
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tratamientos con Penicillium sp. y Lasiodiplodia macrospora, respecto al control
(Figura 9A), de tal manera que en todos los parametros evaluados se encontraron
mejores resultados de los parametros de crecimiento evaluados cuando las plantas

se colocaba alguno de los dos hongos.
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Figura 9. Evaluacion de parametros fenotipicos de A. thaliana después de 10 dias de
interaccion con los hongos Lasiodiplodia macrospora (LAM) y Penicillium sp (PENS). A)
Longitud de raiz, B) longitud de hipocotilo y C) peso total.

Se evaluaron la media £ SEM (n=6) la misma letra sefiala que no se encontré diferencia
estadistica (p<0.05) de acuerdo con el andlisis Tukey.

A pesar de la evidencia encontrada en los parametros fenotipicos, al evaluar la
cantidad de clorofila y el contenido de carotenoides totales no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos y el control en estos parametros, se
encontré una ligera marchitez en el tratamiento con Penicillium sp. que se puede

visualizar con la cuantificacion de los parametros fotosintéticos. (Tabla 4)
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Tabla 4. Determinacion de clorofila del experimento de 7 y 10 dias en placas dividas

Tratamiento  Microorganismo Tiempo de Clorofila (mg Ch/ g) Carotenoides (mg/g)
crecimiento (Dias)
TRS-A | Trichoderma sp.-A 10 6.370+ 1.523° 0.4731+ 0.2675"
TRS-B | Trichoderma sp.-B 10 3.583+ 1.132° 0.1195+ 0.07532°
CTRL 10 2.033+£ 1.5232 0.0500+ 0.011902
PENS | Penicillium sp. 14 2.745% 0.87422 0.02156+ 0.01402
LAM | Lasiodiplodia 14 4.873+1.6292 0.02400+ 0.01172
macrospora
CTRL | =--mmmmmmmmmmmmmeem 14 2.033+ 1.5232 0.05000+ 0.01192

A. se evaluaron la media + SD (n=6) la misma letra sefiala que no se encontré diferencia
estadistica (p<0.05) de acuerdo con el andlisis Tukey.

B. se evaluaron la media + SD (n=5) la misma letra sefiala que no se encontro diferencia
estadistica (p<0.05) de acuerdo con el analisis Tukey

4.3 Efecto de Trichoderma sp-A, Trichoderma sp-B, Lasiodiplodia macrospora
y Penicillium sp. en la promocion de crecimiento en A. thaliana

La evaluaciéon de crecimiento en placas de Petri sin division se establecié en dos
tipos de experimentacion dependiendo del tiempo que les tomaba a los hongos
invadir toda la placa, estableciéndose dos grupos de hongos: i) uno comprendido
por Trichoderma sp-A, Trichoderma sp-B, Lasiodiplodia macrospora y ii) el otro solo
por Penicillium sp. dado que este ultimo le tomd mas tiempo colonizar la totalidad

de la placa.

El primer grupo comprendia hongos cuyo crecimiento llenaba la placa en siete dias,
las plantulas de A. thaliana que se colocaron en interaccibn con el hongo
Lasiodiplodia macrospora mostraron un tejido radicular mas grande que la del
control y el resto de los tratamientos (Figura 10). Ademas, se corrobord con el
analisis estadistico teniendo diferentes medias en la longitud de raiz comparada con
el resto, asimismo en este tratamiento se observaron plantas con mayor cantidad

de peso fresco total (Figura 11 Ay C).
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Por otra parte, las plantas de A. thaliana no exhibieron una gran longitud de
hipocotileo, sélo en los tratamientos de Trichoderma sp-B se observaron beneficios,

asi como en el incremento del peso total de la planta (Figura 11B).

Figura 10. Evaluacién del crecimiento de A. thaliana después de siete dias de
crecimiento A) control B) Trichoderma sp-A C) Trichoderma sp-B D) Lasiodiplodia
macrospora.
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Figura 11. Evaluaciéon de pardmetros fenotipicos de A. thaliana después de 7s de
interaccion con los hongos Trichoderma sp-A (TRS-A), Trichoderma sp-B (TRS-B),
Lasiodiplodia macrospora (LAM). A) Longitud de raiz, B) longitud de hipocétilo y C) peso
total.

Se evaluaron la media £ SD (n=6) la misma letra sefiala que no se encontro diferencia
estadistica (p<0.05) de acuerdo con el analisis Tukey.

En cuanto a la cantidad de clorofila se obtuvo un gran incremento de su
concentracion en las plantas de A. thaliana expuestas a Trichoderma sp-A, seguido
de Lasiodiplodia macrospora, ambos con diferencia estadistica significativa en

comparacion al control. Por otra parte, al determinar la cantidad de carotenoides
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totales, se encontré un aumento del triple de la concentracion comparado con el
control (Tabla 5). Estos experimentos demostraron que el Lasiodiplodia macrospora

fue el hongo que mostré mayores efectos en la promocién de crecimiento vegetal.

4.3.1 Efecto de cepas de lento crecimiento sobre el crecimiento de A. thaliana

En el segundo grupo de hongos (cepas de lento crecimiento) se encontraba el
Penicillium sp., el cual colonizaba la placa completa con su pigmento hasta después
de 14, asi que el experimento de interaccion con A. thaliana se realizoé durante ese
periodo. Los resultados mostraron marchitamiento de las hojas y un sistema
radicular menos complejo en comparacion con el control, ya que en el control se
observé la aparicion de raices secundarias. Se encontraron diferencias
significativas en los paradmetros de hipocoétilo y peso fresco (Figura 12 A 'y B) no
obstante no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la longitud

de la raiz primaria (Figura 12C), y carotenoides totales (Tabla 5), respecto al

A B C

tratamiento control.
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Figura 12. Evaluacion de parametros fenotipicos de A. thaliana después de 14
dias de interaccion con el hongo Penicillium sp (PENS) A) Longitud de raiz, B)
longitud de hipocdétilo y C) peso total.

Se evaluaron la media + SD (n=6) la misma letra sefiala que no se encontr6
diferencia estadistica (p<0.05) de acuerdo con el andlisis Tukey.
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Tabla 5. Determinacion de clorofila del experimento de 7 y 10 dias en placas sin
dividir

Tratamiento  Microorganismo Tiempo de Clorofila (mg Ch/ g) Carotenoides (mg/g)
crecimiento (Dias)

TRS-A | Trichoderma sp.-A 77 6.370+ 1.882° 0.473+ 0.075°

TRS B | Trichoderma sp.-B 77 3.367+ 1.2832 0.111+ 0.2672
LAM | Lasiodiplodia 7A 4.873+ 0.8742b 0.024+ 0.0142

macrospora

CTRL 7A 2.033+1.5232 0.050+0.0112
PENS | Penicillium sp. 108 2.033+£ 1.5232 0.05000+ 0.011P
CTRL | =--mmmmmmmmmmmmmeem 108 2.745+ 1.6292 0.02156+ 0.0112

A se evaluaron la media + SD (n=6) la misma letra sefiala que no se encontré diferencia
estadistica (p<0.05) de acuerdo con el analisis Tukey.

B se evaluaron la media + SD (n=5) la misma letra sefiala que no se encontré diferencia
estadistica (p<0.05) de acuerdo con el analisis T de Student.

4.4 Evaluacion de la germinacion de A. thaliana

Para evaluar la germinacion simbidtica con los diferentes hongos en este estudio,
se colocaron semillas de A. thaliana en dos sistemas, uno de placas dividas y otro
con placas sencillas. En este ultimo sistema se observdé un porcentaje de
germinacion del 75 % en las semillas expuestas a Trichoderma sp-A (TRS-A),
seguido de un 60 % para las semillas expuestas a Penicillum sp. (PENS) y
Lasidioplodia macrospora (LAM) y un 40% para las semillas del tratamiento control.
El tratamiento con Trichoderma sp-B (TRS-B) fue el Unico que mostré diferencias
estadisticamente significativas respecto al control (Figura 13-A). Por otra parte, al
evaluar este pardmetro en placas con division se encontraron parametros similares
al sistema de placas sin division, observando un 80% de germinacion de las semillas
con Trichoderma sp-A, seguido de un 60% de germinacion para las semillas
expuestas a Penicillum sp. y Lasidioplodia macrospora. con un 40 % para el
tratamiento control (Figura 13-B). El tratamiento de Trichoderma sp-B fue el Unico

gue mostroé diferencias estadisticamente significativas, respecto al control.
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Figura 13. Determinacién de la germinacion frente a los hongos Trichoderma sp-A (TRS-A),
Trichoderma sp-B (TRS-B), Lasiodiplodia macrospora (LAM) y Penicillium sp (PENS) A)
sistemas de placas divididas v B) sistemas de placas sin division.

4.5 Fijaciéon de Lasidioplodia macrospora en carbdn activado
Debido al poco tiempo de vida de Trichoderma sp-A sobre el carbén activado F-400
y que los resultados arrojaban poca diferencia entre este y Lasiodiplodia

macrospora en cuestion de la promocién de crecimiento, se procedio a utilizar el

hongo Lasiodiplodia macrospora para los experimentos de adsorcion.
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Se obtuvieron cinco curvas de adsorcion a partir de las soluciones utilizadas (0,5, 1
ml, 2 ml, 3 mly 4 ml), al analizarlas con el coeficiente de Pearson todas demostraron
una linealidad negativa indicando que a medida que pasaba el tiempo la
concentracion de esporas en la solucion disminuia, asimismo esta correlacion se
observé también en la cantidad de horas en las que se detenia el proceso de
adsorcion cuando se aumenta su concentracion solucién, ya que con 0.5 ml se
detenia a las siete horas mientras que a 1 ml se detenia a las cinco horas este
fendmeno se observa con cada aumento de concentracion de la solucion hasta las
4 ml que se detenia a las tres horas (Figura 14), estos datos nos indican que las
esporas estan siendo adsorbidas por el carbén activado F-400 aun asi se realizo la
corroboracién de la viabilidad de esto hongo, sembrando granos del carbon en agar
PDA, al pasar 48 horas se observo el crecimiento de la cepa H28 con sus
caracteristicas fenotipas tipica como colonia algodonosa y pigmentacion del medio

negra (Figura 15).
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Figura 14. Determinacion de curvas de adsorcion de Lasiodiplodia
macropora a distintos volimenes.
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Figura 15. Crecimiento de Lasiodiplodia macropora despues de haber sido
filado en distintos volumenes A)4 mLB)3mL C)2mL D)1 mL v E) 0.5 mL.

4.6 Caracteristicas de crecimiento de Lasiodiplodia macropora en el carbén
activado F-400

Se realizaron algunos ensayos para observar que caracteristicas de crecimiento se
encuentran diferentes al incorporar Lasiodiplodia macrospora en el carbon activado
F-400 (H28-F), se evaluo si al variar el peso de carbdn activado en la misma
concentracion de esporas cambiaba el proceso de crecimiento, se encontré que
desde el dia uno la cantidad de placa colonizada por el microrganismo era
significativamente menor por parte de cada uno de los tratamientos comparados
con el control, no obstante al tercer dia de crecimiento esta diferencia solo se
encontraba por parte del tratamiento con 0.2 g de carbén activado, se puede afirmar
qgue el tratamiento con 0.2 g retarda el crecimiento de Lasiodiplodia macrospora
(Figura 16).
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Figura 16. Determinacion del porcentaje de crecimiento de Lasiodiplodia macropora a
distintas concentraciones.

Al monitorear quincenalmente el tiempo de vida del microorganismo en medio PDA
se observo que, este es capaz de permanecer viable hasta tres meses (Tabla 6), no
obstante, al pasar el tiempo el microrganismo va perdiendo la capacidad de dar su
pigmentacién caracteristica.

Tabla 6. Evaluacién de tiempo de vida de Lasiodiplodia macrospora en CA F-400

TIEMPO PRESENCIA EVIDENCIA
1 SEMANA +
2 SEMANAS +
( 1
L 4 )



1 MES -

3 MESES +

4.7 Germinacién y desarrollo simbiético de protocormos de Stanhopea
tigrina Bateman.

Durante la germinacion simbiética de S. tigrina se encontré que los protocormos
comenzaban a germinar a los siete dias de crecimiento tanto en el tratamiento como
en control no obstante el tratamiento con el hongo Lasiodiplodia macrospora (LAM-
F) era mejor comparado con el control desde los 14 dias de co-cultivo con el hongo,
teniendo al término del experimento un total de 95 % de germinacion, mientras que
el control denotaba solo un 27 % de germinacion al finalizar del experimento (Figura
17-18), en este experimento se encontraba diferencias significativas en la segunda
y ultima medicion de los valores de germinacion por parte del tratamiento con el
hongo (LAM-F).

Figura 17. Evaluacién de germinacion de Stanhopea tigrina después de 22 dias
de interaccion con Lasiodiplodia macrospora
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Figura 18. Evaluacién de germinacion de Stanhopea tigrina cada 5 dias durante
22 dias de interaccién con Lasiodiplodia macrospora.

LAM-F Lasiodiplodia macrospora adsorbido en carbén activado F-400

Después del subcultivo de S. tigrina se encontraron respuestas positivas posterior
a la interaccion con el microrganismo, se observé un aumento del triple en el nUmero
de hojas comparada con el control, y al final del experimento se encontré una
diferencia significativa de hasta una confianza del 99 % (Figura 20), resultados
similares se encontraron en el desarrollo de brotes, ya que a partir de la tercera
semana se encontrd un incremento de hasta tres veces mas el nUmero de brotes
exhibida por el control, mientras que al finalizar el ensayo se observé un aumento
significativo comparado con el control de hasta cuatro veces el nimero de brotes
(Figura 21), mostrando que Lasiodiplodia macrospora no solo es capaz de ayudar
a la germinacién de S. tigrina si no que este puede ayudar a su promocion de

crecimiento (Figura 19).
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Figura 19. Evaluacion del desarrollo de S. tigrina después de 4 semanas de interacciéon con
Lasiodiplodia macrospora A) se muestra el crecimiento de la planta control B) se ilustra el
crecimiento del tratamiento con Lasiodiplodia macrospora.
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Figura 20. Evaluacion del numero de brotes S. tigrina después de 4 semanas de
interaccién con Lasiodiplodia macrospora. LAM-F (Lasiodiplodia macrospora
incorporado en carbén activado F-400).
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Figura 21. Evaluacion del nimero de hojas de S. tigrina después de 4 semanas de
interaccion con Lasiodiplodia macrospora. LAM-F (Lasiodiplodia macrospora
incorporado en carbon activado F-400).
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V DISCUSION DE RESULTADOS

Se conoce ampliamente que los hongos se encuentran involucrados en el desarrollo
y el crecimiento de las orquideas, no obstante, se han planteado distintas hipotesis
de cOmo se da esta interaccion, la mas aceptada es la existencia de dos grupos de
hongos: los micorricicos y los enddfitos, los cuales interaccionan con las orquideas
de distintas maneras como protegiéndolas de agentes patdogenos o solubilizando
nutrientes para su rapida asimilacion (Tyc et al., 2017; Pujasatria et al., 2020;
Selosse et al., 2022;). No obstante, en estudios recientes se ha sefialado que estas
relaciones no son fijas, estan en constante cambio y son capaces de realizar redes
micorricicas entre los distintos arboles para intercambiar nutrientes e informacion,
ademas pueden resultar que distintos hongos son mejores apoyando en diferentes
etapas del desarrollo (Petrolli et al., 2022). En la presente investigacion se observé
este fendmeno ya que al evaluar la interaccion entre los hongos anteriormente
aislados de S. tigrina y la planta modelo A. thaliana se encontré que al utilizar
sistemas de placa sencilla y con division, el hongo L. macrospora mejor6 algunos
de los parametros de crecimiento como longitud de raiz, peso fresco y longitud de
hipocotilo, no obstante, al evaluarlos directamente en la germinacion no se
encontraban cambios significativos comparado con el control. Por otra parte,
resultaron ser los mejores en esta etapa del desarrollo Trichoderma sp-A vy
Trichoderma sp-B. El género Trichoderma es comunmente conocido como promotor
de crecimiento en distintas especies de plantas como en Handroanthus serratifolius
en donde se encontré un aumento de hasta 76 % en la geminacion cuando se dio
la interaccién con Trichoderma (Dos Santos et al., 2020), asimismo Castillo-Pérez
(2018) al evaluar Trichoderma hamatum encontré6 un 100 % de germinacion en
Phaseolus vulgaris en tan solo 10 dias de cultivo. Por otra parte, al utilizar A. thaliana
se ha encontrado que Trichoderma harzianum aun a pesar de someter las semillas
a estrés salino fue posible la germinacién de ellas, denotando una gran similitud con
nuestros resultados; por otra parte el género de hongos Lasiodiplodia no es
comunmente catalogado como benéfico sino todo lo contrario, se ha reportado que

causa clorosis, manchas necréticas y decoloracion vascular (Ali et al., 2020; Yang,
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2021), aunque otras investigaciones han encontrado que puede ser promotor de
crecimiento por ejemplo Srivastava et al. (2012), demostro que este género tiene la
capacidad de mejorar la longitud da raiz, numero de hojas, brotes y peso seco de la
planta de guisantes y de arroz respuesta semejante a la encontrada en esta
investigacion, esto puede ser debido al aumento de las temperaturas que ayudaron
en la adaptabilidad de este género para colonizar especies vegetales y a que
posiblemente el hongo al estar en un ambiente controlado donde el estrés es nulo,
no este activando genes de patogenia que no necesita en ese momento y le
requeririan de un mayor gasto de energia por parte del microrganismo (Aschehoug
et al., 2012; Delaye et al., 2013;). Ademas, se complementa con el hecho de que
los investigadores como Salvatore et al. (2020), han realizado metaanalisis
encontrando que Lasiodiplodia en 160 casos de endofismos de los cuales 21 fueron
de orquideas indicando una alta adaptacion de estos hongos, otro hongo que
destaco en menor medida fue el hongo Penicillium sp., demostré resultados
positivos en el aumento de los caracteres fenotipicos observados no obstante en
valores asociados al metabolismo no se encontraron diferencias significativas
comparadas, ademas se encontré marchites en los cotiledones por lo cual se cree
gue es un hongo necrotico capaz de aprovecharse de metabolismo de la planta para
obtener sus nutrientes y causando la muerte de distintos tejidos hasta todo el tejido

de las plantas (Delaye et al., 2013, Yang et al., 2023).

Debido a las caracteristicas mostradas por L. macrospora y Trichoderma sp sobre
la promocion de crecimiento vegetal ademas de los beneficios del uso del carbén
activado en el cultivo in vitro de orquideas, se evalué la adsorcién de dichos hongos
sobre el carbén activado F-400, no obstante, debido a la a la poca sobrevivencia de
Trichoderma sp-A sobre este material solo se realizaron los ensayos con
Lasiodioplodia macrospora (Tabla 8). El uso de carbén activado como medio de
soporte para el crecimiento de microrganismos ha sido poco estudiado, pero en esta
investigacion fue evaluado para contar con un soporte enriquecido que permitiera la
investigacion de las propiedades de hongo generalmente clasificado como
patdgeno. Usualmente, se utiliza biochar, como en el caso de Hammer et al. (2014),

que utilizo un biochar de corteza de arbol, encontrando una viabilidad de la cepa

47

——
| —



Rhizophagus irregularis de hasta 10 semanas, mientras que en nuestro caso se
encontré una actividad de hasta 12 semanas utilizando el carbon activado F-400. El
hecho de que se utiliza biochar para la implementacion del hongo es debido a que
comunmente se piensa que al ser un residuo agroindustrial 0 que se pueda partir
desde un desecho para realizarlo es menos costoso. No obstante, en un
metaanalisis hecho por Alhashimi et al. (2017) comparando los precios y los
beneficios que la implementacion que estos mostraban no habia evidencia de
diferencias significativas en el costo, mas no asi en los beneficios de utilizar carbén
activado. El carbon activado que se utilizd en el presente estudio fue el F-400 que
tiene caracteristicas notables en comparacion de biochars, por ejemplo posee un
area especifica 987 m?/g y un volumen de poro de 0.59 cm®/g (Ramos, 2017),
mientras que en la Tabla 9 se presentan distintos biochars y sus respectivas areas
especificas notandose que el mas alto es de tan solo 302 m?/ teniendo asi el F-400
hasta un 300 % de mayor area de superficie dandole la capacidad de poder tener
mayor numero de esporas agrupadas en su superficie lo que resulta en poder
agregar una menor cantidad de carbon activado al suelo minimizando el impacto
que podria tener en el ciclo del carbono (Gujre et al., 2021). Este aumento de la vida
atil del microrganismo puede ser debido a que el carbdn activado puede servir como
fuente de nutrientes para el hongo (Zheng et al., 2018), ademas la estructura porosa
del carbon activado aumenta la superficie que puede colonizar el hongo retardando
el tiempo en que le toma colonizar la placa (Ruan et al., 2019).

Los experimentos realizados con el carbén activado demostraron que es un buen
medio de soporte para el hongo Lasiodioplodia macrospora, asimismo al realizar
experimento de interaccidon con su hospedero natural se encontraron respuestas
positivas en la etapa de germinacién de protocormos de S. tigrina, encontrandose
un porcentaje del 95 % de germinacion, la formacién de hojas y tallo a los 22 dias
de cultivo. Dichos resultados fueron superiores a los encontrados por Moreno-
Martinez y Menchaca-Garcia (2007), quienes utilizaron sustratos organicos para la
estimulacién de la geminacion de esta misma orquidea obteniendo un 90 % de
germinacion a los 60 dias y a los 30 dias posteriores a la formacion del protocormo,

encontraron diferenciacion de tejidos vegetales. En otra investigacion realizada por
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Castillo-Pérez et al. (2021), utilizaron semillas de S. tigrina con la adicion sustratos
organicos suplementados con la hormona 6-bencilaminopurina (BAP), se observo
la formacion de protocormos a los 35 dias, y posteriormente la formacion de tejidos.
En el presente estudio se pudo observar que la utilizacion de L. macrospora
incorporado en el carbén activado es capaz de aumentar el porcentaje de
germinacion y acortar el tiempo de la diferenciacion de los tejidos comparado con
otras metodologias, ya que las orquideas requieren de condiciones simbidticas para
poder germinar en el medio ambiente natural dado que no son capaces de tomar
los nutrientes por si solas en condiciones ambientales (Pujasatria et al., 2020) y
generalmente es necesaria la presencia de algun hongo benéfico que le solubilice
los nutrientes para su desarrollo (Nikabadi et al., 2014; Valadares et al., 2020).
Ademas, la adicion del carbén activado F-400 apoya en la captacion de etileno y
volatiles nocivos en exceso como amoniaco que las orquideas expulsan durante su
metabolismo (Chen et al., 2017).

El uso de aditamentos organicos como el carbon activado, musgo de turba y
cortezas tiene caracteristicas importantes en el desarrollo de las orquideas (Chin et
al., 2019; Basiri Jahromi et al., 2020), no obstante existen pocas investigaciones
donde se utilizan aditamentos organicos en la fase in vitro con la adicion de
microorganismos, por ejemplo Mala et al. (2017), utilizaron musgo de turba
suplementado con Tulasnella deliquescens en orquideas del género Dendrobium
en las cuales obtuvieron un 67.8 % y 82.4% de plantas germinadas teniendo
diferencia significa frente al control. Mala et al. (2017), describieron que
posiblemente la falta de ventilacion en los frascos afect6 las tasas de germinacion,
por otra parte, el carbdn activado tiene una gran capacidad como agente adsorbente
por lo cual podria almacenar estas sustancias en su superficie y minimizando los
impactos negativos de los exudados de las orquideas (Sipayung, 2018; Souza et
al., 2021;).

Al realizar el subcultivo de las plantas para observar si el estimulo realizado por L.
macrospora tenia una accion prolongada sobre el desarrollo de S. tigrina se

encontré que, en efecto, se encontraba un estimulo del desarrollo aun cuando el
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hongo no se encontraba junto a la orquidea. Se obtuvo una media de 4.2 brotes y
6.1 hojas al cabo de 4 semanas mientras que Castillo-Pérez et al. (2021), en su
mejor tratamiento obtuvo medias de 1.25 brotes y 2.65 cm de tamafio de hojas
después de 4 semanas utilizando sustratos orgénicos. Esto demuestra que la
adicion del hongo al carbon activado incrementa la formacion de nuevos brotes en
las plantulas de S. tigrina. El fendmeno de la promocioén de crecimiento después de
realizar el subcultivo sin el hongo puede ser debido a que este haya secretado
alguna regulador de crecimiento que desencadeno una respuesta en el
metabolismo y asi promover su crecimiento y minimizar el estrés causado por el
cambio de medio (Mandal, 2010; Shah et al., 2022;), ademas el hongo al ser
endofito de la orquidea puede lograr interactuar con los fitoquimicos que le
permitirian ser reconocido como propio y no desencadenar respuestas inmunes por
parte de la planta (Zeng et al., 2018), asimismo se ha encontrado otra especie de
Lasiodioplodia que también es enddfita y fue capaz de producir &cido jasmaonico
(Tsukada et al., 2010), por lo que es posible que la cepa estudiada en este proyecto

tenga la capacidad de sintetizar algin regulador de crecimiento.
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VI. CONCLUSIONES

De los hongos aislados de Stanhopea tigrina se encontraron dos con caracteristicas
de promocion de crecimiento: Trichoderma sp-A y Lasiosiplodia macrospora que
fueron capaces de favorecer el desarrollo de crecimiento en la planta modelo A.
thaliana. Trichoderma sp-A, aumento el tamafio del hipocotilo dos veces el control,
la cantidad de clorofila en més del triple. Ademas, incremento el porcentaje de
germinacion en placas divididas en un 40% mientras que Lasiosiplodia macrospora
en un 30 % la longitud de raiz en un 10 %, el peso fresco en un 50 % y la cantidad

de clorofila en un 200 %.

Trichoderma sp-A favorecié el crecimiento de Arabidopsis thaliana, no obstante,
demostré poca compatibilidad con el carbon activado F-400, por lo tanto, se
descartd para los experimentos de adsorcién y caracteristicas sobre el carbén

activado

Se establecio un sistema de adsorcion del hongo Lasiodiplodia macrospora sobre
carboén activado F-400, demostrando una viabilidad de este durante 3 meses,

ademas aumento la latencia del hongo de 5 a 7 dias.

El carbon activado F-400 con Lasiodiplodia macrospora favorecio la germinacion

en un 95 % y el desarrollo de hojas y brotes en mas del triple en S. tigrina.
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VIl. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Los resultados generados en la presente investigacion contribuyen a un mejor
entendimiento de como se relacionan los hongos endofitos con Stanhopea tigrina,
y a su vez apoyar en la conservacion de dicha orquidea, debido a que actualmente
se encuentra amenazada y se han tenido problemas para su germinacion, asi como
su desarrollo a través de explantes, se sugiere seguir investigando el potencial de

cepas enddfitas para el correcto desarrollo de las vitro-orquideas.

El uso de Lasiodiplodia macrospora demostr6 que cepas catalogadas como
perjudiciales podrian no serlo o haber generado endofismo en orquideas, por lo
tanto, se recomienda no descartar cepas a pesar de antecedentes de patogenia en

otro de plantas.

El carbén activado F-400 demostré la capacidad de ser medio de reserva para
Lasiodiplodia macrospora maximizando su vida util, y mejoro la eficiencia de su uso,
no obstante, Trichoderma sp-A no fue compatible con este carbén activado por lo
cual es imperativo conocer que caracteristicas de los hongos que estan implicadas

en la interaccion del hongo y el carbén activado.

Por ultimo, la interaccién entre el hongo Lasiodiplodia macrospora y el carbén
activado F-400 demostréd ser capaz de estimular la germinacion y el desarrollo de
S. tigrina, el hecho de que el carbon activado no haya minimizado en impacto del
hongo sobre la orquidea demuestra que no ha intervenido en la interaccién de la
planta y el hongo por lo cual seria interesante evaluar si este mecanismo se da de
manera ex vitro, lo cual seria muy importante para la conservacion de Sthanhopea

tigrina.
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