
Universidad Autónoma de San Luis Potosí 

Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca  

 Maestría en Ciencias Bioquímicas   

 

 

 

  

Estudio de la interacción de hongos endófitos-orquídea en el 

desarrollo vegetal  

Tesis Profesional 

Como requerimiento para obtener el título de  

 

Alumno: 

 David Guadalupe Cruz Torres 

Comité tutelar: 

Director: Dra. Candy Carranza Álvarez 

 

Codirector: Dr. Raúl Ocampo Pérez 

 

Asesor: Dr. Domingo Soto Martínez 

 

Ciudad Valles San Luis Potosí, octubre 2023 



Universidad Autónoma de San Luis Potosí 

Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca  

 Maestría en Ciencias Bioquímicas 

 Estudio de la interacción de hongos endófitos-orquídea en el 

desarrollo vegetal 

Tesis Profesional 

 
Como requerimiento para obtener el título de 

 
 

 
Alumno:  

 
David Guadalupe Cruz Torres 

 
Comité 

tutelar: 

 
Director: Dra. Candy Carranza Álvarez 

 
 
 

Codirector: Dr. Raúl Ocampo Pérez 

 
 
 

Asesor: Dr. Domingo Soto Martínez 

 
 
 

Ciudad Valles San Luis Potosí, octubre 2023 

 



UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE SAN LUIS POTOSÍ 

FACULTAD DE ESTUDIOS PROFESIONALES ZONA HUASTECA 

 

 

“Estudio de la interacción de hongos endófitos-orquídea en 

el desarrollo vegetal” 

” 

SINODALES: 

 

 

 

________________________________________ 

Dra. Gabriela Pérez Flores 
Presidente 

 

 

_______________________________________ 

Dra. Candy Carraza Álvarez  

Secretario 

 

 

 

________________________________________ 

Dr. Raúl Ocampo Pérez 

Vocal 



i 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El presente trabajo de investigación se realizó en el Laboratorio de Ciencias 

Ambientales de la Facultad de Estudios Profesionales Zona Huasteca de la 

Universidad Autónoma de San Luis Potosí bajo la Dirección de la Dra. Candy 

Carranza Álvarez con financiamiento del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología 

(CONAHCYT), bajo el CVU 1149281.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ii 
 

 

 

i. Agradecimiento Institucionales  
Agradezco a el laboratorio de ciencias ambientales, laboratorio de ciencias básicas, de 

microbiología y al laboratorio de ciencias biomédicas de la FEPZH por facilitarme el acceso 

a sus instalaciones necesario para culminar con la presente tesis. 

A la Facultad de Ciencias Químicas UASLP por proporcionar acceso a sus laboratorios para 

poder realizar parte de la presente tesis.  

Al proyecto "Fortalecimiento del sistema Jardín Botánico de la UASLP para la conservación 

y visibilización de la riqueza biocultural y la difusión e intercambio del conocimiento 

etnobiológico" con clave 321352 por facilitarme el financiamiento de los reactivos utilizados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iii 
 

ii. Agradecimientos  

A los integrantes del laboratorio de ciencias ambientales de la FEPZH por su gran 

acogida y todas las facilidades concedidas para desempeñarme. 

A la Doctora Candy Carranza Álvarez por su gran disposición, enseñanzas en la 

investigación y en singular por su gran amabilidad y comprensión.  

Al Doctor Domingo Soto por orientarme en el desarrollo de la parte experimental, 

por su gran disposición y por la disposición del material vegetal.  

Al Doctor Raúl Ocampo Pérez, le agradezco su hospitalidad en mi estancia en la 

Facultad de Ciencias Químicas y por su gran paciencia conmigo. 

A Alejandra Morales López por su inconmensurable apoyo, su perspicacia y 

amabilidad en el transcurso de este proyecto.  

A mis padres por su gran cariño y devoción, sus enseñanzas siempre repercutirán 

en mis logros, son y serán la piedra angular de mis proezas.  

A mi hermano por los momentos divertidos y las ocurrencias que me hacen reír 

incluso en momentos no tan agradable.  

A mis abuelitos por su gran confianza y cariño, son un gran pilar en mi formación. 

A la Psicología Liliana Leyva por sus enseñanzas y su muy acertada guía para 

ayudarme a resolver mis conflictos.  

«El ayer es historia, el mañana es un misterio, pero el hoy es un regalo. Por eso 

se le llama presente» 

 

 

 

 

 



iv 
 

iii. RESUMEN 

 

Stanhopea tigrina es una orquídea que se encuentra en peligro de extinción y es 

endémica de México, la germinación y desarrollo simbiótico de las orquídeas en 

ocasiones genera dificultades debido al rápido crecimiento de los hongos, la 

utilización de un sistema que permita la interacción del hongo y la orquídea es una 

herramienta necesaria, por lo cual se tiene como objetivo evaluar el efecto de la 

interacción hongo-planta y el carbón activado F-400 durante el crecimiento vegetal 

Stanhopea tigrina, así 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 evaluación del crecimiento y germinación, 

en el primero se utilizó placas de Petri sencillas donde las semillas y plántulas 

tendrían un contacto directo con el hongo y otro en donde se tendría un contacto 

indirecto utilizando placas de Petri con división, mostrando diferencias significativas 

lasiodiplodia macrospora en longitud de hipocótilo y de raíz, peso total y clorofila en 

ambos sistemas, además Trichoderma sp-A destaco significativamente en longitud 

de raíz primaria, peso total, cantidad de clorofila y carotenoides en ambos sistemas 

así como en la germinación en el sistema división, en la absorción de las cepas con 

ayuda de un reactor se absorbió lasiodiplodia macrospora en el carbón activado, 

este mostro una viabilidad hasta por 3 meses, se encontró que el carbón activado 

era capaz de absorber con eficiencia has 4 ml de lasiodiplodia macrospora a 108 

EPM, por último se estableció la germinación de Stanhopea tigrina con lasiodiplodia 

macrospora adsorbido en el carbón demostrando una eficiencia del 95%, por otra 

parte el cultivo con este hongo promovió el desarrollo en hasta 3 veces de hojas y 

brotes en Stanhopea tigrina. En conclusión, la adsorción de lasiodiplodia 

macrospora en el carbón activado F-400 para la promoción de crecimiento de 

Stanhopea tigrina fue realizada con éxito.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

La familia Orchidaceae se considera una de las familias más diversas dentro de las 

plantas angiospermas, es ampliamente conocida por su gran complejidad de 

morfología, por sus singulares flores de simetría bilateral. Esta familia posee un 

importante papel biológico debido a sus compuestos volátiles y a los pigmentos 

exuberantes expresados, que pueden llegar a ser específicos para captar la 

atención de ciertos polinizadores (Gantait, 2021). En México, la familia Orchidaceae 

ocupa el tercer lugar a nivel familia con alrededor de 1,400 especies y más de 170 

géneros, sin embargo, se considera que del total de orquídeas endémicas en 

México, 73 especies (40 %) se clasifican en alguna categoría de riesgo de acuerdo 

con la NOM-059-SEMARNAT-2010, esto se atribuye a la falta de microorganismos 

y polinizadores, causando bajas tasas de germinación de sus semillas, dado que 

estas carecen de los nutrientes necesarios para su germinación por lo que recurren 

a interacciones micorrícicas (Jersáková et al., 2006). 

Las orquídeas representan un ejemplo de interacciones mutualistas o simbióticas, 

ejemplo de ellas son generas con hongos micorrícicos o la relación con sus hongos 

endófitos (Cazar y Pérez, 2019), ya sea para la germinación, supervivencia y 

desarrollo de la semilla, debido a que en la asociación hongo-planta, el hongo es el 

encargado de favorecer la solubilidad y adsorción de nutrientes necesarios para el 

desarrollo de las orquídeas en las etapas de semilla y protocormo, dado que, en 

este momento las orquídeas son incapaces de desarrollarse solas (León y Romero 

2017). En la etapa adulta las orquídeas siguen necesitando ayuda de los hongos, 

estos tienen la capacidad de expresar metabolitos capaces de inhibir el crecimiento 

de agentes patógenos, 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 protección 

contra patógenos (Rajani, 2021). 

En las investigaciones de cultivos in vitro para comprender y contribuir a la 

conservación de las orquídeas, se han diseñado diversos protocolos 

biotecnológicos empleando herramientas del cultivo de tejidos vegetales (CTV) en 
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medios de cultivo sintéticos y bajo condiciones controladas. En estos sistemas se 

ha reportado que la utilización de carbón activado beneficia en el desarrollo de las 

orquídeas reduciendo la presencia de gas etileno, estimulando la aparición de raíces 

y rizomas, equilibrando la concentración de los nutrientes y las hormonas de 

crecimiento adicionadas en los cultivos (Morales et al., 2003, Chutipaijit y 

Sutjaritvorakul, 2018). Además, debido a sus propiedades de adsorción se favorece 

la liberación gradual de los nutrientes que se incorporen en el medio, para apoyar 

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

Así mismo, algunos estudios recientes han demostrado que el uso de carbón 

activado como soporte para los hongos es una opción viable para la investigación 

de las relaciones hongo-orquídea, logrando avances importantes en diversas 

plantas, en la colonización de raíces de Solanum tuberosum L. se encontró 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 carbón activado en orquídeas. Por ello, el 

objetivo del presente proyecto fue evaluar el efecto de la interacción simbiótica 

hongo-planta y el carbón activado F-400 en el crecimiento vegetal de S. tigrina, 

utilizando un modelo vegetal in vitro. 

1.1 Objetivos e hipótesis  

1.1.1 Objetivo general  

Evaluar el efecto de la interacción hongo-planta y el carbón activado F-400 durante 

el crecimiento vegetal Stanhopea tigrina. 

1.1.2 Objetivos específicos  

a) Determinar el efecto benéfico en la promoción de crecimiento de hongos 

endófitos aislados Stanhopea tigrina. 

b) Establecer un sistema de interacción entre Arabidopsis thaliana y hongos 

endófitos de Stanhopea tigrina. 
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c) Evaluar el desarrollo Arabidopsis thaliana en interacción con los hongos 

endófitos  

d) Evaluar los efectos de la interacción simbiótica sobre el desarrollo y 

germinación de Stanhopea tigrina. 

e) Realiza curvas de adsorción de los hongos endófitos sobre el carbón activado 

F-400. 

f) Evaluar distintas masas de carbón activado como soporte para las cepas 

fúngicas. 

g) Evaluar la capacidad de promoción de crecimiento en hojas y brotes en la 

vitroorquidea Stanhopea tigrina del carbón activado inoculado con las cepas 

fúngicas.  

1.1.3 Hipótesis  

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

crecimiento de dichas orquídeas cultivadas in vitro. 

1.2 Justificación  

Los hongos endófitos tienen un papel importante en la nutrición de las plantas 

además ayudan a inhibir fitopatógenos y a estimular el crecimiento vegetal en 

diferentes etapas del ciclo de vida de las plantas. Las orquídeas están en simbiosis 

con hongos la cual es necesaria para cumplir algunos procesos como la 

germinación de las semillas. Por ello, es necesario comprender estás interacciones 

utilizando condiciones controladas que permitan analizar y desmenuzar los 

mecanismos que rigen dichas interacciones. Para lograr entender este fenómeno 

se utilizarán plantas modelo como A. thaliana, y posteriormente se evaluará el efecto 

de la interacción hongo-planta en vitroorquídeas de S. tigrina. Esto ayudará a 

comprender la interacción entre los hongos endófitos y las orquídeas silvestres, 

además podrá ser aplicado a la mejora de los sistemas de multiplicación in vitro y 

aclimatación al medio exterior.  
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II. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Orquídeas   

 

El género Orchidaceae son un grupo de plantas que tienen características bien 

definidas como simetría bilateral, semillas diminutas, un pétalo denominado labelo 

extremadamente complejo, estambres, carpelos con flores y fragancias 

exuberantes (Lakshman, 2020). Otra de sus características biológicas importantes 

es que son plantas herbáceas, con hojas perenes y un ciclo de vida largo (Zhang, 

2018). 

La familia Orchidaceae es la más rica en biodiversidad contando con más de 

31,000,000 especies (Real Jardín Botánico, 2021) alrededor del mundo, y un total 

de 1314 especies de orquídeas reportadas para México, siendo casi la mitad de 

estas especies endémicas del país (Gámez et al., 2017; Hassler, 2023).  

2.1.2 limitantes en el desarrollo de las orquídeas 

 

Poseen características que las hacen únicas entre el resto de las plantas, aun así, 

un alto porcentaje de orquídeas se encuentran en algún grado de peligro en México, 

ya que según la NOM-059-SEMARNAT 2010 y la Red list en el 2023, se encuentran 

amenazadas poco más de 40%. Esto se debe a múltiples factores, principalmente 

los derivados de las acciones antropológicas sobre el medio ambiente, lo cual ha 

contribuido a la disminución de polinizadores disponibles para orquídeas (Faleiro, 

2018), al comercio inadecuado de especies amenazadas por falta de conocimiento 

de los comerciantes, el desinterés en la vinculación entre las autoridades e 

investigadores (Hinsley, 2017), al cambio climático y la invasión de su habitad que 

contribuye a la modificación de las interacciones ecológicas subyugándolas a altos 

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

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

de las orquídeas, son los factores abióticos como la sequía (a pesar de que algunas 
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orquídeas cuentan con pseudobulbos), dado que los periodos de sequía son cada 

vez más extensos en los que puede disminuir su metabolismo fotosintético (Li et al., 

2019). Por otro lado, los cambios drásticos de la temperatura ambiental y el estrés 

salino pueden causar deterioro en la síntesis de clorofila, daños en el fotosistema II 

y una elevación de especies reactivas de oxígeno (Higashi y Saito, 2020; 

Taticharoen, 2023), asimismo, el estrés por metales pesados puede causar 

marchitamiento, clorosis e inhibición de síntesis de proteínas (Kumar y Verma, 

2018). En adición a estos factores se encuentran los factores bióticos, estos son 

convergentes a los anteriores debido a que, si se ven afectados los factores 

abióticos modifican la variedad de microrganismos que habitan en los alrededores 

(Chodak et al., 2015) causando la aparición de diferentes agentes patógenos 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 orquídeas en etapas 

tempranas del desarrollo, mientras que en la planta adulta causan tizón en la hojas 

y en la flores manchas necróticas (Srivastava, 2018). El hongo Colletotrichum es 

uno de los agentes causales principales que afecta a las orquídeas que se 

comercializan afectando su apariencia causando la antracnosis, la cual genera 

manchas de color café oscuro o negras en las hojas de las orquídeas y pueden 

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

2.2 Interacciones ecológicas de las orquídeas 

Las orquídeas son conocidas como una de las plantas mejor adaptadas al medio 

ambiente, sin embargo, como se mencionó anteriormente, diversos factores han 

impactado demasiado su habitad, pero la relación que éstas tienen con diferentes 

organismos son las que le han permitido su hegemonía en casi todos los 

continentes. 

 

 

 



 
6 

2.2.1 Relación con sus polinizadores  

 

El vínculo de las orquídeas con sus polinizadores es aún, un poco incierto para los 

investigadores, debido a la complejidad con que se lleva a cabo, existiendo diversos 

sistemas de polinización, como la polinización engañosa (Jersáková et al., 2006), 

en la cual, la orquídea emite aromas similares a los de una hembra insecto, 

atrayendo al macho con engaños de reproducción o de alimentación, sin embargo, 

sólo recibe pequeñas cantidades de carbohidratos y minerales de las orquídeas 

(Shrestha et al., 2020). Esta poca disposición favorece a la reducción de la 

autopolinización 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 (Jersáková, y Johnson, 2006). Estudios como el de 

Ackerman et al. (2023), muestran que un tercio de las orquídeas poseen solo un 

polinizador denotando la gran especialización, en consecuencia, ha ocasionado en 

los últimos años tazas de reproducción bajas, debido a la falta del polinizador 

especifico. 

Además de las fragancias, las orquídeas 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 orquídeas con la morfología y las características particulares 

de los polinizadores (Martén-Rodríguez, 2010). Las aves muestran particularmente 

preferencias para las orquídeas de espectro rojizo-anaranjado (Burd et al., 2014), 

las abejas que es su principal polinizador se ven atraídos 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 último, se ha descrito que las orquídeas son capaces de mimetizar la morfología 

de sus polinizadores, un ejemplo de esto es Ophrys speculum las cuales imitan 

características físicas de la avispa hembra Dasyscolia ciliata, esta puede expresar 

algunos compuestos orgánicos similares a las feromonas de la hembra (engaño 

sexual) (Baguette et al., 2020). Como se puede denotar las especies de la familia 
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Orchidaceae poseen estrechas relaciones ecológicas con sus polinizadores, en 

algunos casos hasta dependientes, obteniendo así un gran nicho ecológico. 

2.2.2 La interacción hongo-orquídea 

 

La importancia de los hongos en el desarrollo de las orquídeas no está ligada a uno 

sola etapa de su desarrollo sino a la largo de toda su vida (Figura 1), desempeña 

diferentes propósitos (germinación, crecimiento, asimilación de nutrientes, 

maduración, etc), esta interacción está ligada al tipo de hongo que la coloniza que 

pueden ser hongos micorrícicos y endófitos.  

 

Figura 1. Esquema del apoyo de los hongos en diferentes etapas de la vida de las 

orquídeas.  

2.2.2.1 Hongos micorrícicos  

 

En la etapa de germinación de las semillas, los hongos cumplen con su papel más 

importante, las orquídeas poseen cápsulas con millones de semillas diminutas que 

carecen de endospermo, siendo este la principal fuente de nutrientes en la etapa de 
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germinación (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 heterótrofos, 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 están en constante 

producción-asimilación hasta la formación del protocormo (Valadares et al., 2020), 

en donde las orquídeas ya son capaces de realizar fotosíntesis y al entrar en 

contacto con los hongos, le es posible entrenar su sistema inmunitario por 

actividades de polifenol oxidasa, ácido ascórbico oxidasa, la peroxidasa y la 

catalasa (Chen et al., 2017). Aunque las orquídeas necesitan de la interacción con 

el hongo, estas requieren asociaciones especificas así que, a pesar de la presencia 

de hongos que puedan participar en la germinación, si éste no es el adecuado para 

ellas, no se dará 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 asociación de las 

orquídeas, si son mico heterótrofas (dependientes de la síntesis de carbono de los 

hongos), parcial (no dependientes totalmente de las micorrizas) o autótrofa (es 

capaz de sintetizar su alimento por si sola (Merckx et al., 2013; Tĕšitel et al., 2018). 

Las relaciones presentadas durante la germinación pueden cambiar por otros 

hongos (Meng et al., 2019), encontrándose múltiples interacciones a lo largo de su 

vida que favorecen la obtención de su alimento (Hou et al., 2009), secreción de 

hormonas y metabolitos para sus huéspedes como acido indol acético, compuestos 

fenólicos (Shah et al., 2022; Mandal, 2010), ayudando en la solubilización de 

fosfatos y síntesis de amoniaco (Chand, 2020). Estos compuestos ayudarán a 

mejorar la calidad del crecimiento, así como la senescencia y el metabolismo basal 

de las orquídeas contribuyendo a la síntesis y catabolismo de aminoácidos 

(Lallemand et al., 2019), por ello, es de suma importancia la relación orquídea-

hongo. 

2.2.2.2 Hongos endófitos de orquídeas  
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Los hongos endófitos son un grupo de hongos capaces de colonizar los tejidos, 

principalmente las raíces y están en armonía con la planta por lo que no se producen 

enfermedades o mutaciones morfológicas, dado que en muchos casos actúan como 

agentes benéficos (Selosse et al., 2022). 

Los hongos también se involucran en el sistema de defensa de las orquídeas, 

sintetizando compuestos antimicrobianos que pueden ser de distinta naturaleza, 

tales como compuestos orgánicos volátiles o compuestos difusibles (Tyc et al., 

2017), como terpenoides o fenilpropanoides, compuestos que tienen nitrógeno, 

ácido 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 patógenos fúngicos tanto a nivel 

de raíces como de tallo y hojas (Yuan et al., 2018), funcionan también como control 

biológico contra el ataque de insectos (Moraga, 2020), asimismo la sola presencia 

de estos hongos saprófitos hace poco viable la instalación de los patógenos ya que 

se encuentran pocos nutrientes disponibles, generando una competencia por la 

supervivencia (Favre-Godal, 2020).  

Otra característica de los hongos es la capacidad de asistir en la tolerancia al estrés 

biótico, se ha reportado que los hongos mejoran la resistencia a la sequía en 

orquídeas epifitas que tienen menos acceso al agua (McCormick et al., 2006; Liu et 

al., 2022), mitigan el impacto y apoyan en la adaptación en suelos contaminados 

por metales pesados (Herrera et al., 2018). Por todos estos factores la abundancia 

de ciertas orquídeas está limitada a la diversidad o riqueza de los microbiomas para 

esparcir su población (Lu et al., 2021), siendo esta una de las relaciones más 

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

 

2.3 Stanhopea tigrina 

 

Esta orquídea es principalmente de habito epifito, aunque también se encuentra con 

crecimiento litófito, posee pseudobulbos globosos y cuenta con solo una hoja 

terminal (Hágsater y Soto, 2003). Produce una o dos flores de hasta 15 cm largo, 
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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 comúnmente se le llama orquídea vaquita 

(Moreno-Martínez y Menchaca-García, 2007). Es endémica de México y se 

encuentra principalmente en la sierra madre oriental en los estados de Querétaro, 

Hidalgo, Veracruz, Puebla, San Luis Potosí, Tamaulipas, en el sur de Oaxaca y en 

el sur de Nuevo León (Figura 3) (Hernández de la Cruz et al., 2022). 

Figura 2. Fotografía de S. tigrina en estado silvestres floreado tomada de Castillo-

Pérez, 2018.  

 

 

 

 

 



 
11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta orquídea se encuentra amenazada de extinción según la NOM-059-

SEMARNAT-2010, debido a la venta ilegal y al saqueo indiscriminado, además, se 

han encontrado problemas para su germinación debido a que hay pocos estudios 

sobre la germinación simbiótica, asimismo, se tienen problemas en su propagación 

in vitro debido al tamaño del explante que se tiene que utilizar para su propagación 

(Cortez et al., 2021).  

2.4 Hongos asociados a Stanhopea tigrina 

 

Las asociaciones de los hongos con las orquídeas son de gran índole científico 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 fúngica muy 

rica, en su mayoría encontraron cepas de Ascomycetes, con Trichoderma y 

Penicillium, además encontraron Fusarium y Aspergillus los cuales encontraron 

cepas productoras de metabolitos de interés como giberelinas, y 2) Castillo-Pérez 

et al. (2018) aisló hongos del género Trichoderma, Penicillium, Fusarium y 

Figura 3. Distribución geográfica en México de Stanhopea tigrina tomado de 

Hernández de la Cruz et al. (2022). 
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Lasiodiplodia de los cuales se probó su actividad para mejorar la germinación y el 

crecimiento de plantas de frijol obteniendo los resultados más favorables para 

Trichoderma hamatum y Lasiodiplodia theobromae.  

En la presente investigación se utilizaron las cepas de Castillo-Pérez (2018), que 

mostraron una mejor respuesta en la interacción hongo-planta, y cepas que 

posiblemente pueden reaccionar de forma distinta con su planta endófita.  

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 grisáceas y con el tiempo negras; al microscopio presentan hifas hialinas, 

gruesas y segmentadas tiene conidias hialinas de pared gruesa, lisas, cilíndricas a 

sub-obpiriformes, holoblásticos, con uno o dos halos como se observa a en la figura 

4 (Phillips et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Observación microscópica de Lasiodiplodia. Modificado de Rodríguez-

Gálvez (2017). 
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Este género principalmente se cataloga como hongos fitopatógenos, y en los últimos 

años se ha encontrado como agente endófito, aunque algunos hongos tienen la 

capacidad de adaptarse o vivir un tiempo como hongo endófito en su ciclo de vida, 

esta capacidad puede cambiar debido a cambios externos como temperatura, la 

presencia de fitoquímicos y la disponibilidad de nutrientes o poca compatibilidad con 

su hospedero. El género Lasiodioplodia es comúnmente agrupado en patógenos de 

plantas, no obstante, puede ser encontrado siendo endófito de ellas, (Huang et al., 

2017; Gómez et al., 2021), Lasiodiplodiplia también puede ser endófito de orquídeas 

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 antifúngica como el ácido 

acético, glicerol y el 1,3-butanodiol y 2,3-butanodiol (Chua et al., 2022; Hartanto et 

al., 2023), asimismo se ha observado la producción del ácido 3-indolacético y el 

ácido 3-indolecarboxílico, hormonas ampliamente implicadas en la regulación del 

crecimiento y desarrollo de las plantas (Félix et al., 2018). 

Otros géneros que se asocian a patogenia como el Fusarium han demostrado ser 

endófitos de orquídeas, y pueden mejorar el desarrollo por medio de síntesis de 

metabolitos bioactivos (Toghueo et al., 2020; Shah et al., 2022), por lo cual es 

necesario más investigación acerca de los hongos endófitos que comúnmente son 

agrupados como patógenos. 

2.4.2 Penicillium  

 

El género Penicillium está ampliamente distribuido por diversos ecosistemas, siendo 

hongos de tipo cosmopolita de índole ambiental. Penicillium es comúnmente 

encontrado como endófito de orquídeas, es ampliamente reconocido por apoyar a 

las plantas en su desarrollo y crecimiento. En las orquídeas se ha encontrado que 

es capaz de favorecer la germinación simbiótica (Çığ et al., 2018). Se han aislado 

diferentes cepas de hongos de algunas orquídeas, 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 (Leitão y Enguita, 2016), pueden ayudar en la protección, 

produciendo agentes antimicrobianos como sideróforos bioactivos (Chowdappa et 

al., 2020). Además, 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 aclimatación simbiótica (Salazar-Cerezo et al., 

2018; Castillo-Pérez et al., 2018). 

2.4.3 Trichoderma   

 

El grupo de Trichoderma spp. se distingue por colonias de rápido crecimiento que, 

en su mayor parte tienen ascosporas de color verde con forma globosa y 

conidióforos con ramificaciones específicas (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 específico por el suelo, se pueden encontrar en suelos agrícolas, 

forestales, de marismas y desérticos, presentes sobre material en descomposición 

(Sharma et al., 2019). Tienen la capacidad de colonizar raíces ayudando en la 

protección de la planta induciendo resistencia sistemática inducida contra 

patógenos de raíces, hojas y tallos, también producen antifúngicos como enzimas 

extracelulares (Kumar et al., 2019), se alimentan de patógenos 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). 

Además, tiene impacto sobre la morfología vegetal, modificando la captación de Mg, 

mineral clave para que se lleve a cabo la fotosíntesis, tienen la capacidad de 

solubilizar fosfatos con la excreción de metabolitos ácidos orgánicos como los 

ácidos glucónico, cítrico y fumárico (Kumar, 2019). Otros metabolitos detectados en 

el género Trichoderma y de gran impacto son ácido harziánico (HA) y 6-pentil-α-
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pirona (6PP) los cuales demostraron actividad antioxidante y producción de 

polifenoles (Pascale et al., 2017). 

 

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 biotecnológica 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 patógenos. El cultivo in vitro es un sistema de producción de gran 

velocidad, ayuda a mantener plantas que se encuentran amenazadas, se pueden 

producir mutantes para su estudio, e inducir estimulación para producir grandes 

cantidades de metabolitos de interés farmacológico (Debnarh et al., 2006; Altpeter 

et al., 2016). 

 

Conidióforos y fiálides 
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2.5.1 Micropropagación 

 

Consiste en el aprovechamiento de la totipotencialidad de las células vegetales, 

partiendo de una sección 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 orgánicos. Con esta técnica se obtiene una multiplicación 

masiva en cortos periodos de tiempo y plantas libres de patógenos (Skoog y Miller, 

1957; Intriago, 2020). 

El establecimiento inicial de la micropropagación realizada por Murashige, (1974) 

solo contenía tres etapas: 1) establecimiento aséptico del cultivo, 2) multiplicación, 

y 3) el enraizamiento y la preparación del inóculo para su trasplante. Con el paso 

del tiempo se fue agregando etapas hasta completar un total de cinco (Hussain et 

al., 2012). 

Etapa 0: Preparación de planta donante  

Se piensa que es el proceso más importante, determinara el éxito de las demás 

etapas, comúnmente se parte desde plantas de invernadero para maximizar las 

probabilidades de éxito, estas plántulas poseen una salud optima (Mirani et al., 

2017), además el uso de tejidos jóvenes acorta el periodo de respuesta y la 

obtención de plantas (Olmos et al., 2004). 

Etapa 1: Desinfección del material vegetal  

En esta fase se realiza la asepsia superficial del tejido que se seleccionó en la 

anterior etapa, y se procede a cultivar en el medio enriquecido adecuado para la 

especie. Existen diferentes métodos de esterilización dependiendo el tejido del que 

se parta, entre los más 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 más amplio de acción 

frente a los distintos patógenos (Suman, 2017). 
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Etapa 2: Multiplicación  

El interés de esta etapa consiste en la aparición de nuevos brotes, para así obtener 

una gran cantidad de material vegetal en varios subcultivos progresivos hasta contar 

con el número que se desean de plántulas. 

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 

que 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), ácido indolebutírico (IBA) o Thidiazuron (TDZ) (Camargo 

et al., 2015; Castillo-Pérez et al., 2019), dado que estos ayudan en la formación de 

la parte aérea como brotes, yemas y hojas, aunque debido al costo de estas 

hormonas cada vez es más común que se utilice sustratos orgánicos como 

suplementos, tales como, homogenizados de plátano, 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 plántulas y la diferenciación de 

los tejidos (Teixeira et al., 2012).  

Etapa 3: Enraizamiento  

El enraizamiento es un paso clave para la propagación de los tejidos vegetales in 

vitro, como lo dice su nombre se realiza la estimulación de las plantas para la 

generación de raíces viables para su cultivo en el exterior, esta estimulación se 

realiza generalmente suplementado el medio base con hormonas vegetales, 

principalmente auxinas (Suman et al., 2017). Se han encontrado resultados 

positivos con ácido indolbutírico (AIB), ácido naftaleno acético (ANA) (Mirani et al., 

2017), también se han encontrado resultados favorables con la utilización de 

citocininas como dimetilaminopurina (DMAP) y tidiazurón (TDZ) (Yam y Arditti, 

2018). 

Etapa 4: Aclimatación  
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En este último paso se definirá si se realizó de manera correcta el proceso de 

micropropagación, consiste en la adaptación progresiva de las plantas a las 

condiciones que tendrán en medio externo, dado que las plántulas poseen 

características fisiológicas incompatibles con el medio ambiente como estomas 

grandes y achatados que impide el intercambio de gases correctamente (Chandra 

et al., 2010). Además, 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 hídrico, al cambio de temperatura y al 

ataque de los microrganismos (Cruz et al., 2016). La exhibición de las plantas a 

cambios de luz, de temperatura y de diferentes concentraciones de CO2 ayudan a 

la estimulación de movimientos estomáticos y de la fotosíntesis (Sherif et al., 2018), 

asimismo enfrentar a las plantas a un cambio lento y gradual de humedad relativa 

permite el crecimiento de raíces no fotosintéticas, capaces de sustraer los nutrientes 

necesarios del suelo para su desarrollo y permite que las tasas de traspiración 

disminuyan gradualmente porque la regulación estomática y la pérdida de agua se 

vuelve más eficaz, además la cutícula desarrolla ceras epicuticulares (Gil-Rivero et 

al., 2017). 

2.6 Tipos de sustrato empleados en el CTV 

 

Los sustratos orgánicos son fundamentales para el soporte de las plantas, 

principalmente de las orquídeas epifitas. Existe una gran cantidad de diversidad de 

sustratos empleados solos o en combinación, 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 vitroorquídeas en el medio exterior, 

ya que contribuirá en el crecimiento radicular, a la retención de agua, intercambio 

de gases, suministro de alimento y tomará el papel de su forofito por un tiempo, en 

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

Entre los sustratos más utilizados para orquídeas se tienen corteza de pino, fibra de 

coco, perlita y carbón vegetal, estos han reportado altos índices de supervivencia 
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en la aclimatación, teniendo porcentajes mayores a un 85 % (Castañeda 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 más 

utilizado, posee grandes cantidades de carbono disponible para las orquídeas, tiene 

una gran capacidad de intercambio catiónico, lo que le hace poseer una gran 

concentración de cationes y amortiguación de pH (Jackson et al., 2009; Altland et 

al., 2014), ayuda a la retención del agua, lo que aumenta la taza fotosintética e 

impacta en el tiempo que las orquídeas pueden resistir al estrés hídrico ambiental 

(Basiri Jahromi et al., 2020).  

2.6.2 Fibra de coco  
 

La fibra de coco es un material obtenido de la cáscara que protege el fruto del coco, 

esta se troza en pequeñas sesiones, al ser un material de desecho y orgánico es 

altamente rentable, presenta buenas características como sustrato, dado que 

¡permite aireación a las raíces de las plantas, favorece el drenaje y gran retención 

de agua (Tuckeldoe et al., 2023). Además, 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 

germinación simbiótica debido a la densidad variable de sus partículas (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 volcánica, se 

prepara triturando estas piedras para aumentar su densidad aparente, presenta 

partículas de diversos tamaños que proporcionan buena aireación y drenaje, pero 
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poca retención 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 Carbón  
 

El carbón se ha utilizado ampliamente en el cultivo in vitro de las orquídeas por los 

grandes beneficios que tiene su implementación, dado que, al oscurecer el medio 

promueven la aparición de nuevas raíces (Cheruvathur et al., 2010), ayuda a la lenta 

adsorción de las auxinas y citoquininas promoviendo el desarrollo de tejidos aéreos, 

aumentan la división celular y la aparición de nuevos brotes (Chin et al., 2019).  

2.6.4.1 Tipos de carbón  

Los carbones que se utilizan como aditivos durante el desarrollo in vitro para las 

orquídeas son el 1) carbón vegetal este proporciona una textura áspera con 

porosidades, estimulando el surgimiento de nuevas raíces además almacena poca 

agua por lo que se tiene una buena aireación de medio, 2) El biochar tiene la 

capacidad de apoyar en el desarrollo de las orquídeas, retiene el fosforo, nitrógeno 

(Ukwattage et al., 2020; Uchida et al., 2019), ayuda en la mejora del intercambio 

catiónico, retiene la cantidad de agua disponible (Ghosh et al., 2020; Kerré et al.; 

2017). 3) El carbón activado también se utiliza como sustrato en la aclimatación y 

puede ayudar en la estabilización del pH de medio, adsorbe sustancias no deseadas 

como el etileno y el amoniaco (Sipayung, 2018), mejora el índice de oxidación de 

las hojas y las raíces ya que adsorbe el exceso de fenoles que producen esta 

oxidación-podrición (Souza et al., 2021). Uno de los carbones activados con 

características interesantes es el F-400 cuenta con 987 m2/g, un volumen de poro 

0.59 cm3/g (Hernández Orta et al., 2003) estos valores indican la habilidad tener una 

gran capacidad de adsorción en fase gaseosa y posiblemente en liquida así se 

necesita menor volumen para ejecutar las mismas tareas que otros aditivos a base 

de carbono y además de una mayor eficiencia.  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

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 fúngicos 

se incubaron 28 ± 1 °C durante aproximadamente cinco días, posteriormente se 

procedió a observar las colonias y la morfología microscopia para la concordancia 

de los datos anteriormente recabados.  

3.2 Germinación de Arabidopsis thaliana  

 

Las semillas de A. thaliana se desinfectaron mediante gas de cloro acorde a la 

metodología descrita por Martínez-Soto (2013). Las semillas se colocaron en tubos 

Eppendorf en un desecador, y dentro se colocó un matraz Erlenmeyer de 200 mL 

con una solución de 5 mL de ácido clorhídrico concentrado e hipoclorito de sodio de 

100 mL; el desecador se mantuvo sellado mediante vacío por 1 hora. Este 

procedimiento se realizó en una campana de extracción. Posteriormente, se 

incubaron a 4 °C durante dos días en oscuridad, y se dejaron crecer las plántulas 

durante cinco días en agar agua, se colocaron las plántulas en el cuarto de cultivo 

a una temperatura de 25 ± 2 °C con una intensidad lumínica de 40 mmol m-2s-1 

generados con lámparas fluorescentes de luz blanca, con un fotoperiodo de 16 

horas de luz y 8 horas de oscuridad. 

3.3 Evaluación de cepas fúngicas aisladas de Stanhopea tigrina en el 

desarrollo vegetal de en A. thaliana  

 

Evaluación en placa sin división  

Se utilizaron placas de Petri con agar MS 1/5 (Murashige y Skoog, 1962) (Phyto-

Technology), el cual se preparó disolviendo en 1 L de agua destilada, 0.88 g del 

medio, enriquecido con 3 g de sacarosa, el pH se ajustó en 5.7 ± 0.2 con NaOH o 



 
22 

HCl 1M, después se añadieron 8 g de agar (Plant TC), se calentó hasta ebullición y 

se procedió a esterilizar en autoclave (FELISA) por 45 minutos a 15 lb pulg2 y 121ºC 

por 30 minutos. En la parte superior de estos medios de cultivo se colocaron seis 

plántulas 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 μL de 

cada microorganismo a una concentración de 106 esporas por mililitro (EPM) 

directamente sobre el medio solidificado. Estos tratamientos se colocaron en la 

cámara de incubación durante siete días para las cepas de Trichoderma sp y 

Lasiodiplodia macrospora y durante 14 días para la cepa de Penicillium sp. Estos 

experimentos se colocaron en las condiciones ambientales del cuarto de cultivo 

arriba señaladas. Al término de sus respectivos tiempos de incubación se evaluó el 

peso fresco, longitud de raíz primaria, numero de raíces secundarias y longitud de 

hipocotíleo. 

Evaluación en placas con división  

Se utilizaron placas de Petri con división, en donde en ambas partes se colocó agar 

MS 1/5 realizado de la misma forma que en el anterior experimento, posteriormente 

en solo una de estas secciones se colocaron cinco plántulas de A. thaliana y en la 

otra se colocaron tapones miceliales de 0.5 cm realizados con papel filtro, y se les 

vertió 10 μL de suspensión 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 lumínica de 40 mmol m-2s-1 y con un 

fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad durante siete días para las 

cepas de Trichoderma sp, mientras que para las cepas Lasiodiplodia macrospora y 

de Penicillium sp se evaluó durante 10 días. Al culminar el experimento se evaluó 

longitud de raíz primaria, número de hojas, longitud de hipocotíleo y peso fresco. 

3.4 Adsorción de Lasiodiplodia macrospora en carbón activado F-400 

Se preparó un litro solución de NaCl al 0.9 % para cada uno de los volúmenes de 

Lasiodiplodia macrospora, la cual fue suplementada con 0.5, 1, 2, 3, y 4 mL del 

hongo a una concentración de 109 EPM. Posteriormente, se colocó cada una de las 

concentraciones en el reactor y se agregó 1 g de carbón activado F-400 en el vial 
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de reactor, a continuación, se registró el número de esporas cada 1 hora durante 8 

horas, por último, se procedió a realizar las curvas de adsorción, quedando así una 

curva para cada volumen de hongo que se utilizó, se observó el comportamiento 

lineal del hongo sobre el carbón. 

3.5 Evaluación de la viabilidad de Lasiodiplodia macrospora en el carbón 

activado F-400. 
 

Se preparó una solución de NaCl al 0.9 % la cual fue esterilizada en autoclave 

FELISA por 45 minutos a 15 lb pulg2 a 121 ºC, posteriormente, esta solución fue 

suplementada con el hongo Lasiodiplodia macrospora a una concentración de 109 

EPM. Adicionalmente, se pesaron distintas cantidades de carbón activado (0.2 ,0.4, 

0.6, 0.8, 1, y 2 g). El carbón activado fue previamente esterilizado por calor seco en 

estufa de convección LINDBERG/BLUE a 200 °C durante 2 horas, después cada 

una de las cantidades pesadas fueron colocadas en tubos cónicos, y se les 

agregaron 50 mL de la solución inoculada con el hongo en un ambiente estéril 

proporcionado por dos mecheros Clipper, una vez hecho esto se procedió a colocar 

en agitación los tubos durante 24 horas, después de este tiempo se colocaron 

granos de carbón activado en agar PDA para observar el crecimiento del hongo. 

Para ello, se midió el crecimiento radial cada día sobre este medio y el tiempo de 

duración del ciclo de vida de colonia. 

 

3.6 Evaluación de la promoción 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 preparó disolviendo en 1 L de agua destilada, 2 g del medio, 

enriquecido con 5 g de sacarosa, el pH se ajustó en 5.7 ± 0.2 con NaOH o HCl 1M, 

después se añadieron 8 g de agar (Plant TC), se calentó hasta ebullición y se 

procedió a esterilizar en autoclave (FELISA) por 45 minutos a 15 lb pulg2 y 121 ºC 

por 30 minutos. Posteriormente, se vació en placas de Petri y en ellas se colocaron 
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seis protocormos por cada placa (por triplicado), posteriormente se procedió a 

colocar carbón activado inoculado con L. macrospora en el extremo contrario del 

que se colocaron los protocormos, para no perder la esterilidad se utilizó una 

espátula previamente esterilizada en autoclave FELISA por 45 minutos a 15 lb pulg2 

a 121 ºC, con ella se colocó una porción de carbón activado. Las placas así 

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 último, se procedió a contabilizar el tiempo y el porcentaje de 

germinación. 

3.7 Subcultivo de S. tigrina previamente estimulado por Lasiodiplodia 

macrospora en el carbón activado F-400 

 

Se realizó la preparación de agar MS completo (Murashige y Skoog, 1962) (Phyto-

Technology), el cual se preparó disolviendo en 250 ml de agua destilada, 1.10 g del 

medio enriquecido con 3.75 g de sacarosa, 1.25 g de carbón activado, el pH se 

ajustó entre 5.7 ± 0.2 con NaOH o HCl 1M, después se añadieron 2 g de agar (Plant 

TC), se calentó hasta ebullición, y se distribuyó en frasco de vidrio. Por último, se 

esterilizó en autoclave (FELISA) por 45 minutos a 15 lb pulg2 y 121 ºC por 30 

minutos. Una vez solidificados los medios, se procedió a colocar tres plántulas de 

S. tigrina por frasco (anteriormente expuestas al inoculo del carbón activado con 

Lasiodiplodia macrospora), se colocaron los frascos en el cuarto de cultivo a una 

temperatura de 25 ± 2 °C con una intensidad lumínica de 40 mmol m-2s-1 generados 

con lámparas fluorescentes de luz blanca, con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 

8 horas de oscuridad. 

3.8 Determinación 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 colocó a 

4°C durante toda la noche. Transcurrido, este tiempo la muestra se centrifugó a 
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5000 RPM por 15 minutos. Por último, se determinó la absorbancia a tres longitudes 

de onda 664.6, 644.8 y 470 nm. Se calculó la cantidad de clorofila tomando como 

valor de referencia a un 1 g de peso fresco. 

3.8 Análisis estadístico  

 

Se utilizó el software estadístico GraphPad Prism en su novena versión para la 

realización del análisis estadístico y las gráficas, en la cuales se utilizó error 

estándar al graficar. Para el análisis estadístico de los experimentos de interacción 

con A. thaliana se utilizó el Post hoc Tukey emparejando los datos por ANOVA de 

una sola vía, teniendo una n= 18 para los sistemas de placa sin división y una n = 

15 para los sistemas divididos. En los experimentos de adsorción se utilizó un 

análisis ANOVA de dos vías en relación entre el porcentaje de absorbancia y el 

tiempo con Post hoc Sidak. 

Durante la germinación simbiótica de protocormos y el subcultivo de S. tigrina se 

utilizó una ANOVA de dos vías para datos agrupados y se realizó una prueba de 

comparación múltiple de medias de tipo Sidak.  

3.9 Diseño experimental   

 

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

experimentales de la Tabla 1 y 2.   

Tabla 1. Modelo de interacción con A. thaliana cepas de rápido crecimiento. 

 TRATAMIENTO  ABREVIATURA  

PLACAS CON DIVISIÓN Trichoderma sp.-A TRS-A 

Trichoderma sp.-B TRS-B 

Control CTRL 

PLACAS SIN DIVISIÓN Penicillium sp.  PENS 

Lasidoplodia macrospora  LAM 

Control CTRL 

 



 
26 

Tabla 2. Modelo de interacción con A. thaliana cepas de lento crecimiento. 

 TRATAMIENTO  ABREVIATURA  

PLACAS CON DIVISIÓN Penicillium sp.  PENS 

Lasidoplodia macrospora  LAM 

Control CTRL 

PLACAS SIN DIVISIÓN Penicillium sp.  PENS 

Control CTRL 
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IV. RESULTADOS 
4.1 Cultivo de hongos  

Se tomaron cepas que anteriormente fueron aisladas de la orquídea S. tigrina, 

resultando en nueve cepas en total, se procedieron a sembrar en agar PDA de tal 

manera que se pudieron observar las características macroscópicas y 

microscópicas para su correcta identificación. Se encontró 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 

característicos del género (Tabla 3). Posteriormente, se re-caracterizaron dos 

hongos del género Trichoderma los cuales mostraron una colonia blanca con 

tonalidades verdosas que crecían en cortos periodos de tiempo, al microscopio 

mostraba las espigas características de los hongos Trichoderma (Tabla 3). Por 

último, se observó 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 características 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 morfología, por lo cual solo 

se conocía la especie de uno solo, esta fue identificada como Lasiodiplodia 

macrospora. 

Tabla 3. Recaracterización de hongos endófitos de Stanhopea. tigrina. 

Nombre  

Clave  

Morfología 

macroscopica  

Morfología 

microscópica 

Identificación  
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4.2 Evaluación de Trichoderma sp-A, Trichoderma sp-B, Lasiodiplodia 

macrospora y Penicillium sp. en la promoción 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 más corto que S. tigrina. Para ello, se utilizó un sistema en el que las 

plántulas tenían un contacto directo con las diversas cepas fúngicas y otro en cual 

se tenía una división que permitiría identificar si el hongo podía exhibir compuestos 

volátiles. Debido al comportamiento de crecimiento de las cepas se agruparon en 

dos secciones: i) de rápido crecimiento, las cuales invadían la placa completamente 

en 10 días (Trichoderma sp-A, Trichoderma sp-B) y ii) cepas de lento crecimiento, 

las cuales invadieron la placa aproximadamente en 14 días (Lasiodiplodia 

macrospora y Penicillium sp,). 

4.2.1 Interacción de cepas de rápido crecimiento con A. thaliana 
 

Al observar las características fenotípicas de A. thaliana, morfológicamente no se 

encontró una gran diferencia entre el control y los tratamientos (Figura 6), además 

cuando se observaron los parámetros estadísticos no se visualizó una mejora por 

parte de los tratamientos sobre el crecimiento o formación de la raíz primaria y peso 

total (Figura 7A y C). No obstante, se observaron efectos sobre la longitud de 

hipocótilo, en donde se observó un aumento del doble de su tamaño favorecido por 

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

C B A 
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Al evaluar el contenido de clorofila en las plántulas expuestas a los tratamientos 

anteriormente descritos, se encontró que ambos tratamientos (Trichoderma sp-A y 

Trichoderma sp-B) aumentaron notablemente la concentración de este parámetro 

comparado con el control, de la misma manera resultó 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 más 

del doble que la del control, mientras que el control apenas mostró una media de 

0.072 mg Ch/g (Tabla 4)  

 

 

Figura 6. Evaluación del crecimiento de A. thaliana después de 10 días de 

crecimiento A) control B) Trichoderma sp-A y C) Trichoderma sp-B 

Figura 7. Evaluación de parámetros fenotípicos de A. thaliana después de 7 días de 

interacción con los hongos Trichoderma sp-A (TRS-A), Trichoderma sp-B (TRS-B). A) 

Longitud de raíz, B) longitud de hipocótilo y C) peso total.  

Se evaluaron la media ± SEM (n=6) la misma letra señala que no se encontró diferencia 
estadística (p<0.05) de acuerdo con el análisis Tukey.  

 

A B C 
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4.2.2 Experimento con cepas de lento crecimiento  
 

Se encontró que las cepas Lasiodiplodia macrospora y Penicillium sp. mostraron un 

efecto mayor sobre A. thaliana, dado que se observaron plantas más grandes de la 

parte aérea de aproximadamente el doble comparado con el control, con cotiledones 

más grande en un 50 %, además se encontró que la cepa Penicillium sp. no invadió 

toda la parte de la placa destinada para ella, no obstante el pigmento que produjo 

si cubrió toda el área de la caja en la raíz de A. thaliana expuesta a  este tratamiento 

(Figura 8). 

 

En cuanto a las características fenotípicas se encontró 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 último 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 

que 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 

cuestión de raíz primaria se obtuvo un pequeño pero significativo aumento en los 

Figura 8. Evaluación del crecimiento de A. thaliana después de 14 días de crecimiento 

A) control B) Penicillium sp. y C) Lasiodiplodia macrospora. 

A B C 
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tratamientos con Penicillium sp. y Lasiodiplodia macrospora, respecto al control 

(Figura 9A), de tal manera que en todos los parámetros evaluados se encontraron 

mejores resultados de los parámetros de crecimiento evaluados cuando las plantas 

se colocaba alguno de los dos hongos. 
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A pesar de la evidencia encontrada en los parámetros fenotípicos, 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 parámetros, se 

encontró una ligera marchitez en el tratamiento con Penicillium sp. que se puede 

visualizar con la cuantificación de los parámetros fotosintéticos. (Tabla 4) 

 

 

 

 

B A C 

Figura 9. Evaluación de parámetros fenotípicos de A. thaliana después de 10 días de 

interacción con los hongos Lasiodiplodia macrospora (LAM) y Penicillium sp (PENS). A) 

Longitud de raíz, B) longitud de hipocótilo y C) peso total.  

Se evaluaron la media ± SEM (n=6) la misma letra señala que no se encontró diferencia 
estadística (p<0.05) de acuerdo con el análisis Tukey.  
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Tabla 4. Determinación de clorofila del experimento de 7 y 10 días en placas dividas  

4.3 Efecto de Trichoderma sp-A, Trichoderma sp-B, Lasiodiplodia macrospora 

y Penicillium sp. en la promoción de crecimiento en A. thaliana  

 

La evaluación de crecimiento en placas de Petri sin división se estableció en dos 

tipos de experimentación 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 último le tomó más tiempo colonizar la totalidad 

de la placa. 

El primer grupo comprendía hongos cuyo crecimiento llenaba la placa en siete días, 

las plántulas de A. thaliana que se colocaron en interacción con el hongo 

Lasiodiplodia macrospora mostraron un tejido radicular más grande que la del 

control y el resto de los tratamientos (Figura 10). Además, se corroboró con el 

análisis estadístico teniendo diferentes medias en la longitud de raíz comparada con 

el resto, asimismo en este tratamiento se observaron plantas con mayor cantidad 

de peso fresco total (Figura 11 A y C). 

Tratamiento Microorganismo Tiempo de 
crecimiento (Días) 

Clorofila (mg Ch/ g) Carotenoides (mg/g) 

TRS-A Trichoderma sp.-A 10 6.370± 1.523b 0.4731± 0.2675b 

TRS-B Trichoderma sp.-B 10 3.583± 1.132b 0.1195± 0.07532b 

CTRL  10 2.033± 1.523a 0.0500± 0.01190a 

PENS Penicillium sp. 14 2.745± 0.8742a 0.02156± 0.0140a 

LAM Lasiodiplodia 
macrospora 

14 4.873±1.629a 0.02400± 0.0117a 

CTRL ------------------- 14 2.033± 1.523a 0.05000± 0.0119a 

A. se evaluaron la media ± SD (n=6) la misma letra señala que no se encontró diferencia 
estadística (p<0.05) de acuerdo con el análisis Tukey.  

B. se evaluaron la media ± SD (n=5) la misma letra señala que no se encontró diferencia 
estadística (p<0.05) de acuerdo con el análisis Tukey 
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Por otra parte, las plantas de A. thaliana no exhibieron una gran longitud de 

hipocotíleo, sólo en los tratamientos de Trichoderma sp-B se observaron beneficios, 

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

Figura 10. Evaluación del crecimiento de A. thaliana después de siete días de 
crecimiento A) control B) Trichoderma sp-A C) Trichoderma sp-B D) Lasiodiplodia 
macrospora. 
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En cuanto a la cantidad de clorofila se obtuvo un gran incremento de su 

concentración en las plantas de A. thaliana expuestas a Trichoderma sp-A, seguido 

de Lasiodiplodia macrospora, ambos con diferencia estadística significativa en 

comparación al control. Por otra parte, al determinar la cantidad de carotenoides 

Figura 11. Evaluación de parámetros fenotípicos de A. thaliana después de 7s de 

interacción con los hongos Trichoderma sp-A (TRS-A), Trichoderma sp-B (TRS-B), 

Lasiodiplodia macrospora (LAM). A) Longitud de raíz, B) longitud de hipocótilo y C) peso 

total.  

Se evaluaron la media ± SD (n=6) la misma letra señala que no se encontró diferencia 
estadística (p<0.05) de acuerdo con el análisis Tukey.  

B A 

C 
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totales, se encontró un aumento del triple de la concentración comparado con el 

control (Tabla 5). Estos experimentos demostraron que el Lasiodiplodia macrospora 

fue el hongo que mostró mayores efectos en la promoción 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, así que el experimento de interacción con A. thaliana se realizó durante ese 

periodo. Los resultados mostraron marchitamiento de las hojas y un sistema 

radicular menos complejo en comparación con el control, ya que en el control se 

observó la aparición de raíces secundarias. Se encontraron diferencias 

significativas en los parámetros de hipocótilo y peso fresco (Figura 12 A y B) no 

obstante no se observaron diferencias estadísticamente significativas en la longitud 

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

tratamiento control. 

 

 

B A C 

Figura 12. Evaluación de parámetros fenotípicos de A. thaliana después de 14 

días de interacción con el hongo Penicillium sp (PENS) A) Longitud de raíz, B) 

longitud de hipocótilo y C) peso total.  

Se evaluaron la media ± SD (n=6) la misma letra señala que no se encontró 
diferencia estadística (p<0.05) de acuerdo con el análisis Tukey.  
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Tabla 5. Determinación de clorofila del experimento de 7 y 10 días en placas sin 

dividir 

Tratamiento Microorganismo Tiempo de 
crecimiento (Días) 

Clorofila (mg Ch/ g) Carotenoides (mg/g) 

TRS-A Trichoderma sp.-A 7A 6.370± 1.882b 0.473± 0.075b 

TRS_B Trichoderma sp.-B 7A 3.367± 1.283a 0.111± 0.267a 

LAM Lasiodiplodia 
macrospora 

7A 4.873± 0.8742b 0.024± 0.014a 

CTRL  7A 2.033±1.523a 0.050±0.011a 

PENS Penicillium sp. 10B 2.033± 1.523a 0.05000± 0.011b 

CTRL ------------------- 10B 2.745± 1.629a 0.02156± 0.011a 

 

 

4.4 Evaluación de la germinación de A. thaliana 
 

Para evaluar la germinación simbiótica 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 último sistema se observó un porcentaje de 

germinación 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 único que mostró diferencias 

estadísticamente significativas respecto al control (Figura 13-A). Por otra parte, al 

evaluar este parámetro en placas con división se encontraron parámetros similares 

al sistema de placas sin división, observando un 80% de germinación de las semillas 

con Trichoderma sp-A, seguido de un 60% de germinación 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 único 

que mostró diferencias estadísticamente significativas, respecto al control. 

A se evaluaron la media ± SD (n=6) la misma letra señala que no se encontró diferencia 
estadística (p<0.05) de acuerdo con el análisis Tukey.  

B se evaluaron la media ± SD (n=5) la misma letra señala que no se encontró diferencia 
estadística (p<0.05) de acuerdo con el análisis T de Student. 
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4.5 Fijación de Lasidioplodia macrospora en carbón activado  

 

Debido al poco tiempo de vida de Trichoderma sp-A sobre el carbón activado F-400 

y que los resultados arrojaban poca diferencia entre este y Lasiodiplodia 

macrospora en cuestión de la promoción de crecimiento, se procedió a utilizar el 

hongo Lasiodiplodia macrospora para los experimentos de adsorción. 

Figura 13. Determinación de la germinación 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 y B) sistemas de placas sin división. 

A B 
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Se obtuvieron cinco curvas de adsorción a partir de las soluciones utilizadas (0,5, 1 

ml, 2 ml, 3 ml y 4 ml), al analizarlas con el coeficiente de Pearson todas demostraron 

una linealidad negativa indicando que a medida que pasaba el tiempo la 

concentración de esporas en la solución disminuía, asimismo esta correlación se 

observó también en la cantidad de horas en las que se detenía el proceso de 

adsorción cuando se aumenta su concentración solución, ya que con 0.5 ml se 

detenía a las siete horas mientras que a 1 ml se detenía a las cinco horas este 

fenómeno se observa con cada aumento de concentración de la solución hasta las 

4 ml que se detenía a las tres horas (Figura 14), estos datos nos indican que las 

esporas están siendo adsorbidas por el carbón activado F-400 aun así se realizó la 

corroboración de la viabilidad de esto hongo, sembrando granos del carbón en agar 

PDA, al pasar 48 horas se observó el crecimiento de la cepa H28 con sus 

características fenotipas típica como colonia algodonosa y pigmentación del medio 

negra (Figura 15).  
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Figura 14. Determinación de curvas de adsorción de Lasiodiplodia 

macropora a distintos volúmenes. 
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4.6 Características de crecimiento de Lasiodiplodia macropora en el carbón 

activado F-400 

 

Se realizaron algunos ensayos para observar que características de crecimiento se 

encuentran diferentes al incorporar Lasiodiplodia macrospora en el carbón activado 

F-400 (H28-F), se evaluó si al variar el peso de carbón activado en la misma 

concentración de esporas cambiaba el proceso de crecimiento, se encontró que 

desde el día 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 día de crecimiento esta diferencia solo se 

encontraba por parte del tratamiento con 0.2 g de carbón activado, se puede afirmar 

que el tratamiento con 0.2 g retarda el crecimiento de Lasiodiplodia macrospora 

(Figura 16). 

 

 

Figura 15. Crecimiento de Lasiodiplodia macropora despues de  haber sido 

fijado en distintos volúmenes A) 4 mL B) 3 mL C) 2 mL D) 1 mL y E) 0.5 mL. 

A) B) 

C) D) 

E) 
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Al monitorear quincenalmente el tiempo de vida del microorganismo en medio PDA 

se observó 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 

pigmentación característica. 

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

TIEMPO PRESENCIA EVIDENCIA  

1 SEMANA + 

 

2 SEMANAS + 

 

Figura 16. Determinación del porcentaje de crecimiento de Lasiodiplodia macropora a 

distintas concentraciones. 
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4.7 Germinación y desarrollo simbiótico de protocormos de Stanhopea 

tigrina Bateman. 

 

Durante la germinación simbiótica de S. tigrina se encontró que los protocormos 

comenzaban a germinar a los siete  días 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 días de co-cultivo con el hongo, 

teniendo al término del experimento un total de 95 % de germinación, mientras que 

el control denotaba solo un 27 % de germinación al finalizar del experimento (Figura 

17-18), en este experimento se encontraba diferencias significativas en la segunda 

y última medición de los valores de germinación por parte del tratamiento con el 

hongo (LAM-F). 

 

1 MES + 

 

3 MESES + 

 

Figura 17. Evaluación de germinación de Stanhopea tigrina después de 22 días 

de interacción con Lasiodiplodia macrospora 
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Después del subcultivo de S. tigrina se encontraron respuestas positivas posterior 

a la interacción con el microrganismo, se observó un aumento del triple en el número 

de hojas comparada con el control, y al final del experimento se encontró 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 encontró un incremento de hasta tres veces más el número de brotes 

exhibida por el control, mientras que al finalizar el ensayo se observó un aumento 

significativo comparado con el control de hasta cuatro veces el número de brotes 

(Figura 21), mostrando que Lasiodiplodia macrospora no solo es capaz de ayudar 

a la germinación de S. tigrina si no que este puede ayudar a su promoción de 

crecimiento (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Evaluación de germinación de Stanhopea tigrina cada 5 días durante 

22 días de interacción con Lasiodiplodia macrospora. 

LAM-F Lasiodiplodia macrospora adsorbido en carbón activado F-400 
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Figura 19. Evaluación del desarrollo de S. tigrina después de 4 semanas de interacción con 

Lasiodiplodia macrospora A) se muestra el crecimiento de la planta control B) se ilustra el 

crecimiento del tratamiento con Lasiodiplodia macrospora. 

A B 
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Figura 21. Evaluación del número de hojas de S. tigrina después de 4 semanas de 

interacción con Lasiodiplodia macrospora. LAM-F (Lasiodiplodia macrospora 

incorporado en carbón activado F-400). 
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Figura 20. Evaluación del número de brotes S. tigrina después de 4 semanas de 

interacción con Lasiodiplodia macrospora.  LAM-F (Lasiodiplodia macrospora 

incorporado en carbón activado F-400). 
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V DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 

Se conoce ampliamente que los hongos se encuentran involucrados en el desarrollo 

y el crecimiento de las orquídeas, no obstante, se han planteado distintas hipótesis 

de cómo se da esta interacción, la más aceptada es la existencia de dos grupos de 

hongos: los micorrícicos y los endófitos, los cuales interaccionan con las orquídeas 

de distintas maneras como protegiéndolas de agentes patógenos o solubilizando 

nutrientes para su rápida asimilación (Tyc et al., 2017; Pujasatria et al., 2020; 

Selosse et al., 2022;). No obstante, en estudios recientes se ha señalado que estas 

relaciones no son fijas, están en constante cambio y son capaces de realizar redes 

micorrícicas entre los distintos árboles para intercambiar nutrientes e información, 

además pueden resultar que distintos hongos son mejores apoyando en diferentes 

etapas del desarrollo (Petrolli et al., 2022). En la presente investigación se observó 

este fenómeno ya que al evaluar la interacción entre los hongos anteriormente 

aislados de S. tigrina y la planta modelo A. thaliana se encontró que al utilizar 

sistemas de placa sencilla y con división, el hongo L. macrospora mejoró algunos 

de los parámetros de crecimiento como longitud de raíz, peso fresco y longitud de 

hipocótilo, no obstante, al evaluarlos directamente en la germinación no se 

encontraban cambios significativos comparado con el control. Por otra parte, 

resultaron ser los mejores en esta etapa del desarrollo Trichoderma sp-A y 

Trichoderma sp-B. El género Trichoderma es comúnmente conocido como promotor 

de crecimiento en distintas especies de plantas como en Handroanthus serratifolius 

en donde se encontró un aumento de hasta 76 % en la geminación cuando se dio 

la interacción con Trichoderma (Dos Santos et al., 2020), asimismo Castillo-Pérez 

(2018) al evaluar Trichoderma hamatum encontró un 100 % de germinación en 

Phaseolus vulgaris en tan solo 10 días 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 germinación de ellas, denotando una gran similitud con 

nuestros resultados; por otra parte el género de hongos Lasiodiplodia no es 

comúnmente catalogado como benéfico sino todo lo contrario, se ha reportado que 

causa clorosis, manchas necróticas y decoloración 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), demostró que este género tiene la 

capacidad de mejorar la longitud da raíz, numero de hojas, brotes y peso seco de la 

planta de guisantes y de arroz respuesta semejante a la encontrada en esta 

investigación, 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 

requerirían de un mayor gasto de energía por parte del microrganismo (Aschehoug 

et al., 2012; Delaye et al., 2013;). Además, se complementa con el hecho de que 

los investigadores como Salvatore et al. (2020), han realizado metaanálisis 

encontrando que Lasiodiplodia en 160 casos de endofismos de los cuales 21 fueron 

de orquídeas indicando una alta adaptación de estos hongos, otro hongo que 

destaco en menor medida fue el hongo Penicillium sp., demostró resultados 

positivos en el aumento de los caracteres fenotípicos observados no obstante en 

valores asociados al metabolismo no se encontraron diferencias significativas 

comparadas, además se encontró marchites en los cotiledones por lo cual se cree 

que es un hongo necrótico 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 características mostradas por L. macrospora y Trichoderma sp sobre 

la promoción de crecimiento vegetal además de los beneficios del uso del carbón 

activado en el cultivo in vitro de orquídeas, se evaluó la adsorción de dichos hongos 

sobre el carbón 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 carbón activado como medio de 

soporte para el crecimiento de microrganismos ha sido poco estudiado, pero en esta 

investigación fue evaluado para contar con un soporte enriquecido que permitiera la 

investigación de las propiedades de hongo generalmente clasificado como 

patógeno. Usualmente, se utiliza biochar, como en el caso de Hammer et al. (2014), 

que utilizo un biochar de corteza de árbol, encontrando una viabilidad de la cepa 
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Rhizophagus irregularis de hasta 10 semanas, mientras que en nuestro caso se 

encontró una actividad de hasta 12 semanas utilizando el carbón activado F-400. El 

hecho de que se utiliza biochar para la implementación del hongo es debido a que 

comúnmente se piensa que al ser un residuo agroindustrial o que se pueda partir 

desde un desecho para realizarlo es menos costoso. No obstante, en un 

metaanálisis hecho por Alhashimi et al. (2017) comparando los precios y los 

beneficios que la implementación que estos mostraban no había evidencia de 

diferencias significativas en el costo, mas no así en los beneficios de utilizar carbón 

activado. El carbón activado que se utilizó en el presente estudio fue el F-400 que 

tiene características notables en comparación de biochars, por ejemplo posee un 

área específica 987 m2/g y un volumen de poro de 0.59 cm3/g (Ramos, 2017), 

mientras que en la Tabla 9 se presentan distintos biochars y sus respectivas áreas 

específicas notándose que el más alto es de tan solo 302 m2/ teniendo así el F-400 

hasta un 300 % de mayor área de superficie dándole la capacidad de poder tener 

mayor número de esporas agrupadas en su superficie lo que resulta en poder 

agregar una menor cantidad de carbón activado al suelo minimizando el impacto 

que podría tener en el ciclo del carbono (Gujre et al., 2021). Este aumento de la vida 

útil del microrganismo puede ser debido a que el carbón activado puede servir como 

fuente de nutrientes para el hongo (Zheng et al., 2018), además la estructura porosa 

del carbón 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 carbón activado demostraron que es un buen 

medio de soporte para el hongo Lasiodioplodia macrospora, asimismo al realizar 

experimento de interacción con su hospedero natural se encontraron respuestas 

positivas en la etapa de germinación de protocormos de S. tigrina, encontrándose 

un porcentaje del 95 % de germinación, la formación de hojas y tallo a los 22 días 

de cultivo. Dichos resultados fueron superiores a los encontrados por Moreno-

Martínez y Menchaca-García (2007), quienes utilizaron sustratos orgánicos para la 

estimulación de la geminación de esta misma orquídea obteniendo un 90 % de 

germinación a los 60 días y a los 30 días posteriores a la formación del protocormo, 

encontraron diferenciación de tejidos vegetales. En otra investigación realizada por 
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Castillo-Pérez et al. (2021), utilizaron semillas de S. tigrina con la adición sustratos 

orgánicos suplementados con la hormona 6-bencilaminopurina (BAP), se observó 

la formación de protocormos a los 35 días, y posteriormente la formación de tejidos. 

En el presente estudio se pudo observar que la utilización de L. macrospora 

incorporado en el carbón activado es capaz de aumentar el porcentaje de 

germinación y acortar el tiempo de la diferenciación de los tejidos comparado con 

otras metodologías, ya que las orquídeas requieren de condiciones simbióticas para 

poder germinar en el medio ambiente natural dado que no son capaces de tomar 

los nutrientes por sí solas en condiciones ambientales (Pujasatria et al., 2020) y 

generalmente es necesaria la presencia de algún hongo benéfico que le solubilice 

los nutrientes para su desarrollo (Nikabadi et al., 2014; Valadares et al., 2020). 

Además, la adición del carbón activado F-400 apoya en la captación de etileno y 

volátiles nocivos en exceso como amoniaco que las orquídeas expulsan durante su 

metabolismo (Chen et al., 2017). 

El uso de aditamentos orgánicos como el carbón activado, musgo de turba y 

cortezas tiene características importantes en el desarrollo de las orquídeas (Chin et 

al., 2019; Basiri Jahromi et al., 2020), no obstante existen pocas investigaciones 

donde se utilizan aditamentos orgánicos en la fase in vitro con la adición de 

microorganismos, por ejemplo Mala et al. (2017), utilizaron musgo de turba 

suplementado con Tulasnella deliquescens en orquídeas 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 ventilación en los frascos afectó las tasas de germinación, 

por otra parte, el carbón activado tiene una gran capacidad como agente adsorbente 

por lo cual podría almacenar estas sustancias en su superficie y minimizando los 

impactos negativos de los exudados de las orquídeas (Sipayung, 2018; Souza et 

al., 2021;).  

Al realizar el subcultivo de las plantas para observar si el estímulo realizado por L. 

macrospora tenía una acción prolongada sobre el desarrollo de S. tigrina se 

encontró que, en efecto, se encontraba un estímulo del desarrollo aun cuando el 
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hongo no se encontraba junto a la orquídea. 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 tamaño de hojas 

después de 4 semanas utilizando sustratos orgánicos. Esto demuestra que la 

adición del hongo al carbón activado incrementa la formación de nuevos brotes en 

las plántulas de S. tigrina. El fenómeno de la promoción 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 así promover su crecimiento y minimizar el estrés causado por el 

cambio de medio (Mandal, 2010; Shah et al., 2022;), además el hongo al ser 

endófito de la orquídea puede lograr interactuar con los fitoquímicos que le 

permitirían 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 endófita y fue capaz de producir ácido jasmónico 

(Tsukada et al., 2010), por lo que es posible que la cepa estudiada en este proyecto 

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

De los hongos aislados de Stanhopea tigrina se encontraron dos con características 

de promoción 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 tamaño del hipocotílo dos veces el control, 

la cantidad de clorofila en más del triple. Además, incremento el porcentaje de 

germinación en placas divididas en un 40% mientras que Lasiosiplodia macrospora 

en un 30 % la longitud de raíz en un 10 %, el peso fresco en un 50 % y la cantidad 

de clorofila en un 200 %.  

Trichoderma sp-A favoreció el crecimiento de Arabidopsis thaliana, no obstante, 

demostró poca compatibilidad con el carbón activado F-400, por lo tanto, se 

descartó para los experimentos de adsorción y características sobre el carbón 

activado  

Se estableció un sistema de adsorción del hongo Lasiodiplodia macrospora sobre 

carbón activado F-400, demostrando una viabilidad de este durante 3 meses, 

además aumento la latencia del hongo de 5 a 7 días. 

El carbón activado F-400 con Lasiodiplodia macrospora favoreció la germinación 

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

Los resultados generados en la presente investigación contribuyen a un mejor 

entendimiento de cómo se relacionan los hongos endófitos con Stanhopea tigrina, 

y a su vez apoyar en la conservación de dicha orquídea, debido a que actualmente 

se encuentra amenazada y se han tenido problemas para su germinación, así como 

su desarrollo a través de explantes, se sugiere seguir investigando el potencial de 

cepas endófitas para el correcto desarrollo de las vitro-orquídeas. 

El uso de Lasiodiplodia macrospora demostró que cepas catalogadas como 

perjudiciales podrían no serlo o haber generado endofismo en orquídeas, por lo 

tanto, se recomienda no descartar cepas a pesar de antecedentes de patogenia en 

otro de plantas.  

El carbón activado F-400 demostró la capacidad de ser medio de reserva para 

Lasiodiplodia macrospora maximizando su vida útil, y mejoró la eficiencia de su uso, 

no obstante, Trichoderma sp-A no fue compatible con este carbón activado por lo 

cual es imperativo conocer que características de los hongos que están implicadas 

en la interacción del hongo y el carbón activado. 

Por último, la interacción entre el hongo Lasiodiplodia macrospora y el carbón 

activado F-400 demostró ser capaz de estimular la germinación y el desarrollo de 

S. tigrina, el hecho de que el carbón activado no haya minimizado en impacto del 

hongo sobre la orquídea demuestra que no ha intervenido en la interacción de la 

planta y el hongo por lo cual sería interesante evaluar si este mecanismo se da de 

manera ex vitro, lo cual sería muy importante para la conservación de Sthanhopea 

tigrina.  
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