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RESUMEN

Masdevallia coccinea es una orquidea llamativa, endémica de
Colombia, empleada en la generacién de hibridos ornamentales
con mds de una década, clasificada como una especie en peligro
de extincién. Entre las técnicas usadas para la propagacién in
vitro y ex situ de especies de la familia Orchidaceae, se estudia la
simbiosis micorrizica, debido a que esta familia micoheterétrofa
depende de una correlacién con estos hongos para subsistir en las
primeras etapas de desarrollo en estado silvestre. Con el objetivo
de caracterizar e identificar los hongos asociados a las raices de
M. coccinea, se realizé un estudio histolégico en raices y, a partir
de micropreparados, se caracterizd morfoldgicamente micro,
macroscopica y molecularmente diez aislamientos. Se identificé a
M. coccinea como una orquidea que presenta diferentes patrones
de colonizacién micorrizicos y con posibles efectos endéfitos de
los géneros Aspergillus, Scopulariopsis, Trichoderma, Ilyonectria 'y del
orden Xylariales en condiciones ex sizu.

Palabras claves: Colonizacién de raices; Hongos endéfitos; Hongos
orquideas; Micotrizas; Orquidea.
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ABSTRACT

Masdevallia coccinea is a striking orchid, endemic to Colombia,
used in the generation of ornamental hybrids, with more
than a decade classified as an endangered species. Among the
techniques used for in vitro and ex situ propagation of species of
the Orchidaceae family, mycorrhizal symbiosis is studied, because
this mycoheterotrophic family depends on a correlation with these
fungi to survive in the early stages of development in the wild. In
order to characterize and identify the fungi associated with the roots
of M. coccinea, a histological study was carried out on roots and
10 isolates were morphologically, macroscopically and molecularly
characterized from micropreparations. M. coccinea is identified as
an orchid with different mycorrhizal colonization patterns and with
possible endophytic effects of the genera Aspergillus, Scopulariopsis,
Trichoderma, Ilyonectria and the order Xylariales under ex situ
conditions.

Keywords: Endophytic fungi; Mycorrhiza; Orchid; Orchid fungi;
Root colonization.


https://orcid.org/%200000-0002-8957-7265
https://orcid.org/0000-0002-1004-1696
https://orcid.org/0000-0003-0474-9820
mailto:cbailonaijon@gmail.com
mailto:jaitriana@udca.edu.co
http://doi.org/10.31910/rudca.v25.n1.2022.2098
http://doi.org/10.31910/rudca.v25.n1.2022.2098
http://doi.org/10.31910/rudca.v25.n1.2022.2098
mailto:jaitriana@udca.edu.co
mailto:johcifuentes@udca.edu.co
https://revistas.udca.edu.co/index.php/ruadc
https://crossmark.crossref.org/dialog?doi=10.31910%2Frudca.v25.n1.2022.2098&domain=revistas.udca.edu.co&uri_scheme=https%3A&cm_version=2.2.1&verification=eyJ0eXAiOiJKV1QiLCJhbGciOiJIUzI1NiJ9.eyJpYXQiOjE2NTY0MDY2NjAsInZlciI6IjIuMi4xIn0.3dK4wbydAiLw-U1gWB8qSu49dGUIxUzXvXQ4PWg5hpM

2 Triana-Vallejos, J.A,; Bailon-Aijon, C.; Cifuentes-Castellanos, J.M.: interaccién flngica en raices de orquideas

INTRODUCCION

Las micorrizas orquidioides son organismos flingicos que pueden
colonizar las células del cértex, con la formacién de haustorios
dentro de las paredes celulares de la raiz, permitiendo, a su vez,
el crecimiento de las hifas, a nivel intracelular, a través de la
membrana celular; debido al desarrollo de pelotones, un complejo
enrollamiento de hifas, a nivel intracelular, con una matriz de
interfaz que permite el intercambio de carbono, nitratos y fésforo,
este tipo de colonizacién se conoce como tolipofagia, que se
caracteriza, ademds, porque los pelotones degradados brindan
pectinas, celulosa y B-1,3-glucanos, para que, posteriormente, las
células puedan ser recolonizadas (Singh & Varma, 2000; Peterson
& Massicotte, 2004).

La relacién simbidtica entre las orquideas y los hongos formadores
de micorrizas se crefa una relacién parasitica, debido a que

se consideraba que las micorrizas proporcionaban nutrientes,
minerales y carbono a las semillas sin ninguna recompensa o,
al menos, hasta que la planta fuera fotosintéticamente activa
(Jacquemyn et al. 2015); sin embargo, Cameron ez al. (2006)
y Dearnaley & Cameron (2016) demostraron que las células
embrionarias maduras de las semillas de orquideas contienen un
orgdnulo de almacenamiento de proteinas, que podria producir
amonio por medio de catdlisis y que el amonio producido, a partir
de los cuerpos proteicos, se puede usar para atraer hongos e iniciar
la colonizacién, aunque la atraccién también puede ser posible con
nitrégeno orgdnico, el 4cido glutdmico o la glutamina. En contacto
los dos individuos, se inicia una sefializacién, que usa alrededor de
229 proteinas, que codifican la transduccién de senales simbidticas,

reaccién de defensa, utilizacién de proteinas de almacenamiento y
del metabolismo de nitrégeno, carbohidratos y lipidos (Chen ez al.
2017).

Figura 1. Masdevallia coccinea Linden ex Lindl. Foto: Manuel Almanza. Miembro de la Asociacion Bogotana de Orquideologia, ABO.
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Colonizada la semilla, la micorriza permite el ingreso del agua,
iniciando la imbibicién y la catdlisis de reacciones metabdlicas,
formando pelotones que transfieren azicares, fosforo y fuentes de
nitrégeno, como el amonio y los aminodcidos esenciales para el
crecimiento; por su parte, la semilla transloca lipidos a las hifas,
donde se metabolizan como fuente de carbono y se usan para el
crecimiento y el mantenimiento del hongo (Keymer ez 2l 2017;
Yeh et al 2019).

M. coccinea Linden ex Lindl. (Figura 1) es una orquidea de hibito
terrestre o litofitico, endémica de Colombia, con distribucién en
la Cordillera Oriental, entre un rango de 2.500 a 3.400 metros de
elevacién, en dreas himedas del bosque nuboso (Leathers, 2007).
Morfolégicamente es una orquidea cespitosa de hojas erectas, con
tallos cortos, cubiertos de envolturas tubulares, que desarrollan una
sola hoja apical lanceolada; no obstante, el tallo de la inflorescencia
es mds largo (hasta de 30 cm) y presenta una flor solitaria, con
un sépalo dorsal reflexible y dos sépalos laterales, que forman un
tubo mds largo que ancho; pétalos con abundantes tricomas, un
labelo inconspicuo, una columna paralela al labelo; una antera y
un estigma ventral con dos polinios lateralmente aplanados; con
respecto a su sistema radicular, sus raices son flexuosas y delgadas
(Cuervo Martinez et al. 2009).

M. coccinea es empleada en la generacién de hibridos ornamentales,
debido al aprecio de los agricultores y los coleccionistas aficionados;
se clasifica como una especie en peligro de extincién y aunque
presenta una distribucién geografica amplia, la alta degradacién
de su ambiente y su desmesurada recoleccién catalogan su
vulnerabilidad (Calderén-Sdenz, 2006; Cuervo Martinez et al.
2013; Minambiente, 2017).

Esta investigacién buscé identificar | os h ongos a sociados a 1 as
raices de M. coccinea, con el objetivo de conocer las dindmicas
de interaccién de un individuo en condiciones ex situ y estos
microorganismos.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion del material vegetal. Cinco raices de crecimiento terrestre
de 4 a 5 cm de largo fueron colectadas de un individuo joven de M.
coceinea, sembrado en pino patula. La planta se adquirié en el 2012,
en un vivero comercial y, posteriormente, se conservé en la Unidad
del orquidiario de la Universidad de Ciencias Aplicadas vy
Ambientales U.D.C.A. Esta Unidad, se encuentra en condiciones de
de deshierbe
sanitarias y no realiza manejos con agroquimicos. Las cinco rafces

intemperie, realiza actividades manual,

podas
fueron analizadas en el laboratorio de Sanidad Vegetal.
Colonizacién micorrizica.

Fijacién de muestras de raices para examen microscépicos de la

colonizacién micorrizica: El procedimiento, se realizé6 de acuerdo
con lo descrito por Nieto Melo & Bailén Aijén (2016), con las
siguientes modificaciones: dos de las raices extraidas fueron

enjuagadas y sumergidas en 10 ml de formaldehido (CH:20), a

5 %; 10 ml de dcido acético (CHsCOOH), a 5 % y 180 ml de
alcohol etilico (C:HsOH), a 90 %, por 24 h. Tras este proceso, se
lavaron con agua destilada y, posteriormente, se deshidrataron con
50 ml de alcohol etilico, en concentraciones crecientes de 70 % (2
h), 80 % (1 h), 90 (1 h) y 100 % (1 h); seguido de un aclaramiento
del tejido, con una mezcla de 25 ml de alcohol etilico, a 5 % +
25 ml de xilol (CsHio), a 50 % (1 h) y 50 ml de xilol, a 100 %
(1 h). Para finalizar, se ejecuté la inclusién en parafina (60 °C),
con tres periodos de (1/2 h) sumergidos y 1 min de reposo entre
cada inmersién y culming este proceso, con la solidificacién de los
bloques a temperatura ambiente (20 °C).

De cada bloque parafinado, se realizaron cortes de 15 micrémetros
de grosor, en un micrétomo manual Leica RM2125 RTS; cada
lamina fue montada en portaobjetos y sumergidos en 50 ml de
xilol, a 100 % (1/2 h), 50 ml de alcohol etilico, a 100 % (1/2 h),
50 ml de alcohol etilico, 2 90 % (1/2 h) y 100 ml de agua destilada.
Tras el proceso, se obtuvieron cuatro cortes longitudinales y un
corte trasversal; dos de los cortes longitudinales y el corte trasversal,
se tifieron con 5 ml de azul de lactofenol, a 0,5 % y los otros dos
cortes longitudinales, con 5 ml de safranina, a 0,5 %. Cada montaje
fue observado en un microscopio NIKON ECLIPSE E200, un
adaptador NIKON TV lends 0.55 x y fotografiado con una cimara
digital NIKON DS-2My, con los objetivos 10x y 40x.

Aislamientos fingicos de raices.
Elaboracién de micropreparados: El procedimiento, se realizé de

acuerdo con lo descrito por Nieto Melo & Bailén Aijén (2016),
con las siguientes modificaciones: tres segmentos de las raices

fueron lavados en cdmara de flujo laminar y desinfectados con 20
ml de Tween 20 (5 s); 20 ml de alcohol etilico (C2HsOH), a 70 %
(60 s); hipoclorito de sodio (NaClO), a 25 % (30 s); al finalizar,
se realizaron tres repeticiones de enjuague con agua destilada y
esterilizada (120 s). Cada rafz se dividié en las siguientes zonas:
C (Zona de crecimiento), B (Zona basal), A (Meristemo apical)
y fueron cortadas en cinco secciones de 0,5 cm y sembradas en
una caja Petri, de 9 x 1,4 cm, con 20 ml de PDA, con un pH 5,0.
Posteriormente, cada caja Petri fue depositada en una incubadora
a 20 °C, en oscuridad por 8 dias, para finalizar su crecimiento, en
condiciones ambientales dentro del laboratorio de Sanidad Vegetal
(7 dias). Transcurrido el periodo de incubacidn, se purificaron las
colonias observadas.

Identificacién de colonias fiingicas.

Identificacién _macro _y  microscpica: La identificacién
macroscopica fue realizada de cada colonia pura, registrando las
siguientes variables: velocidad de crecimiento (cm”/24 h), forma
de la colonia, altura y color de las hifas aéreas, color base y textura
superficial (Chen er al. 2012). Las colonias fueron observadas en
un estereoscopio Advance dptica modelo SE2200, con la luz blanca
reflejada y se usé la cartilla Pantone, como sistema de estandarizacién
de color (Pantone, 2017). Respecto a la identificacién microscépica,
se usé una cdmara himeda en caja Petri, obteniendo micelio
en un cubreobjeto que, posteriormente, fue montado en dos
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portaobjetos, para su visualizacién, en objetivos 40X y 100X; a cada
portaobjeto, se le adiciond una gota de azul de lactofenol y una gota
de safranina. Los hongos aislados, se identificaron de acuerdo con
la clave dicotémica y descripcion de géneros de hongos imperfectos
de Barnett & Hunter (1998).

Velocidad de crecimiento radial: Un disco de micelio de 48 h de
crecimiento fue sembrado por triplicado en cajas Petri, de 9 x 1,4
cm, con medio PDA, con 4,1 de pH, a 18 °C. El crecimiento
se delimité cada 24 h durante cuatro dias; posteriormente, el
drea de crecimiento se determind a través del programa image].
Tras la tabulacién de los datos, se realizé un ajuste mediante una
ecuacién de regresidn lineal, para calcular la pendiente de la curva
de crecimiento, que corresponde a la velocidad media radial de
cada especie fingica. Los datos fueron evaluados en un andlisis de
varianza, para determinar si las medias eran iguales o no (Pereira ez
al. 2007). A partir de este resultado, se usé la prueba Tukey, para
identificar la colonia o las colonias que fueran diferentes, tomando
en cuenta un valor critico de prueba 4,72; 11,39, como valor del
cuadro del error medio y 4, como “n”, obteniendo de esta forma un
HDS (Honestly-significant-difference) de 7,0.

Identificacién molecular.

Aislamiento y purificacién del DNA: Para este proceso, se usé el
kit DNeasy PowerSoil (QIAGEN), que comprende un método de

eliminacién de inhibidores (IRT), obteniendo un ADN de un alto
nivel de pureza, lo que permite una amplificacién por PCR mis
exitosa de los organismos de la muestra.

Amplificacién del ADN: La amplificacién de la regién ITS (Internal
Transcribed Spacer) del ADN ribosomal fingico, se realizé con
los iniciadores ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG), en reacciones de 25 pL,
que contienen 12,5 uL de mezcla PCR-100-2X Corpogen, 1 pL
de cada iniciador a 10 uM (Concentracién final: 0,4 pM), 2 uL de
ADN purificado y 8,5 pL de agua tipo PCR Corpogen.

La muestra, se amplificé usando un termociclador BIORAD
C1000, (Denaturacién inicial 95 °C, 5 min; 35 ciclos de
denaturacién, a 95 °C, 30 s; anillamiento 55 °C, 30 s; extensién 72
°C, 45 s; extensién final 72, °C 5 min); posteriormente, se purific
el producto mediante precipitacion alcohdlica.

Secuenciacién: Se realiz6 mediante el método de Sanger del
producto amplificado por PCR, con los iniciadores universales ITS4
e ITS5, utdilizando el kit “ABI PRISM® BigDyeTM Terminator
Cycle Sequencing”, electroforesis capilar y un secuenciador ABI
PRISM® 3730XL Analyzer (96 capillary type); posteriormente, se
realiz6 limpieza y el ensamblaje de las secuencias, para obtener la
secuencia problema, empleando el software Geneious.

Andlisis taxonémico: El andlisis, se realizé a través de la herramienta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), del NCBI (National
Center for Biotechnology Information), compardndolas contra las
bases de datos: GenBank, EMBL (European Molecular Biology

Laboratory), DDB] (DNA Data Bank of Japan), PDB (Protein
Data Bank) y RefSeq. Adicionalmente, se comparé contra la base de
datos de UNITE (https://unite.ut.ee) y la herramienta “Classifier”,
alojada en el sitio Web de RDP (Ribosomal Data Project),
obteniendo el 99 % de identidad en cada una de las muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Colonizacién micorrizica en raices. El corte trasversal evidencia
colonizacién fungica dentro de la raiz de estudio; se observéd
que, en el velamen, el hongo se desarrolla de forma intracelular
(hifas engrosadas con crecimiento rectilineo); en la exodermis, la
colonizacién no interactda con todas las células, pero el desarrollo
longitudinal de las hifas se extendié desde el velamen hasta la
endodermis, de forma intercelular; dentro del parénquima cortical,
las células presentaron discrepancia en su tamano sin ningin
patrdn, pero evidencian hifas o pelotones degradados.

La vista del corte longitudinal de la raiz permitié evidenciar que
el tejido tenido con safranina presenta la deformacién celular, a
causa del desarrollo del pelotén activo (Figura 2A); no obstante,
también se identificé un patrén en la lisis de los pelotones en
paralelo al sistema vascular de la rafz, presentdndose de tamafio
similar y de forma continua, indicando una zona fenoldgica activa.
Respecto a la tincién con azul de lactofenol, se observé la presencia
de pelotones activos y degradados sin ningtin patrén; también se
detallé que este organismo forma estructuras, tanto en el velamen
como en la endodermis, simultdneamente (Figura 2B). La vista
longitudinal, adicionalmente, demuestra colonizacién por ambos
lados del cilindro vascular, que estarfa acorde con el pardmetro de
recoleccion de las raices, ya que la penetracién de los hongos estd en
relacién con el contacto directo del suelo en orquideas terrestres y
con la corteza en epifitas (Balachandar ez /. 2019).

Los resultados anteriores sugieren que, en esta etapa vegetativa,
M. coccinea estd en un proceso de interaccién micorricica activa
(Jiménez-Pefa et al. 2018), por lo menos, con dos hongos
formadores de micorrizas simultdneos, dado a las dos colonizaciones,
anatémicamente distintas, procedentes de raices diferentes
(Gonzdlez-Chévez er al. 2018; Ventre Lespiaucq et al. 2021). La
diferencia mds notoria dentro de la colonizacién es el patrén en
la formacidn de los pelotones (Figura 2A). En una de las raices, se
presentaron crecimientos longitudinales con un mismo periodo de
desarrollo y un posible ciclo de colonizacién; esto se debe, a que
las células que presentan lisis en los pelotones son mds proximas al
cilindro vascular y aquellas con pelotones activos estdn més cerca de
la exodermis, lo cual, puede ser el resultado de una recolonizacién
fungica. La colonizacién tefiida con azul de lactofenol, se
caracteriza por la formacién de estructuras, desde del velamen hasta
la endodermis, de forma simultdnea y sin ningin patrén, pero,
principalmente, se detalla la interaccién con el cilindro vascular
(Figura 2B) (Pylro ez al. 2013). Aunque las dos colonizaciones son
diferentes, las dos interacttian de forma intercelular, conocida como
tolipofagia, propia de las endomicorrizas de orquideas (Ordéfez er

al. 2015).
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Figura 2. Colonizacién de micorrizas en vista de corte longitudinal. a) Tincién de safranina; b) tincién de lactofenol. PA: pelotén activo;

PE: pelotén degradado; VE: estructura en el velamen; CV: penetracién en el cilindro vascular.

Pese al gran papel que tienen los hongos en la simbiosis es la
orquidea la que tiene mayor influencia. Dearnaley & Cameron
(2016) determinaron que las orquideas poseen la facultad de
orientar el movimiento de los hongos en la rafz y pueden interferir
a tal grado de alterar colonizaciones para que cumplan una funcién
simbidtica (Sathiyadash ez al. 2012; 2020). Esta caracteristica de las
orquideas podria explicar las diferencias en la colonizacién de las
dos raices, indicando de que cada rafz puede interactuar con hongos
micorricicos de forma independiente.

Aislamientos fiingicos de raices. Se obtuvieron 10 aislamientos
de hongos puros; 30 combinaciones de hongos y bacterias y cinco
asociados solo a bacterias; se seleccionaron solo las colonias fingicas
puras. La identificacién de bacterias es inesperada, ya que se
establecieron medidas para limitar la presencia de bacterias. Teixeira
Da Silva et al. (2015) resaltan la presencia y el papel de las bacterias
como simbiontes en la correlacién entre hongos micorrizicos y las
raices de las orquideas, asociando, de esta manera, que las bacterias
afines a las raices de orquideas tengan caracteristicas adaptativas
diferentes.

El mayor porcentaje de los aislamientos, se ubicaron en la seccién
C (40 %); en las secciones B y A, se distribuyé el 30 %, a cada una.
El 60 % se aislaron de la rafz No. 1; el 30 %, en la raiz No. 2 y en
la raiz No. 3, solo obtuvo el 10 %. Respecto a la correlacién de la
regién radicular y el porcentaje de microorganismos hallados, se
puede considerar que, la razdén por la cual, un hongo se ubica en
partes continuas de una sola raiz, puede estar relacionado con el
crecimiento longitudinal, asociando, al tiempo que ha interactuado
con el tejido vegetal, ya sea de forma exdgena o endédgena (nivel de
micorrizacién) (Ordéhez et al. 2015).

Se identific que algunas cepas tuvieron un crecimiento mds rdpido
que otras, donde la velocidad media muestra tres rangos: primero,
aquellas cepas con medias radiales de crecimiento menores de 2
cm’/24 h, seguido por cepas con velocidades entre 6y 8 cm?/24 h'y
aquellas cepas con valores mayores de 8 cm’/24 h. La prueba Tukey

determiné que en la velocidad de crecimiento los aislamientos C14
y C12 presentan una diferencia significativa con respecto a Al4,
Al5, B12 y B25, y Al15 y B12, respectivamente. Este resultado
puede estar relacionado con la naturaleza del microorganismo.

Identificacién de colonias fiingicas. Todas las cepas pertenecen
al filo Ascomiceto, subdivisién que alberga hongos simbidticos
asociados a orquideas (Martos et al 2012). La identificacién
molecular comprueba, en algunos aislamientos, los resultados de
la caracterizacién microscépica, como es el caso de las cepas A31 y
Cl11, pertenecen al género Aspergillus; B24 y C25, corresponden a
Scopulariopsis y las cepas C12 y C14, integran la especie Trichoderma
viride; sin embargo, las cepas A14, A15 y B12, que se identificaron
como Cylindrocarpon, fueron agrupadas al género llyonectria y el
aislamiento B25, se identific6 como parte de familia teleomérfica
Xylariaceae, perteneciente del orden Xylariales. El porcentaje de
identidad genética no permitié una identificacion a nivel de especie
o de género de todas las muestras; esto se debe, a que muchas
especies atin no estdn ingresadas en los bancos de datos, por lo
cual, es util resaltar que las secuencias que no se lograron identificar
hasta especie o género, corresponden a organismos que no estaban
registrados.

Ilyonectria sp.: Las cepas Al4, Al15 y B12, que se identificaron
microscépicamente como Cylindrocarpon vy, posteriormente, al
género llyonectria, un género que es filogenéticamente congenérico
con Cylindrocarpon (Chaverri ez a/. 2011). Microscépicamente,
los aislamientos de Ilyonectria presentaron las caracteristicas
propias del género, desarrollando conidiéforos simples y formando
clamidosporas, ya sea entre micelio o de forma terminal,
permitiendo la supervivencia en condiciones desfavorables.
Posteriormente, también se observé la liberacién de conidias; sin
embargo, comparando las cepas obtenidas no se pudo determinar
muchas similitudes con individuos ya categorizados de especies de
este género (Cabral ez al. 2012; Aiello ez al. 2014). En condiciones
in wvitro, el cardcter de conidios hialinos ovoides asociarfa a
los aislamientos Al4, Al15 y B12, con la especie I protearum.



6 Triana-Vallejos, J.A,; Baildn-Aijon, C.; Cifuentes-Castellanos, J.M.: interaccidn fingica en raices de orquideas

Morfolégicamente, los aislamientos obtenidos en esta investigacién
de Ilyonectria tendieron a tener colores tierra y, a medida que pasaba
el tiempo, el micelio se oscurecfa, patrén acorde a este género.
Ilyonectria es un género que, en los Ultimos afios, se reconoce
como simbionte de orquideas en especies, como Paphiopedilum
spicerianum, originaria de China y Pleurothallis coriacardia, nativa
de los Andes (Maldonado ez a/. 2020).

Trichoderma viride: A nivel microsc6pico, se captaron conidiéforos
ramificados, compactos, con atenuacién en un cuello largo,
finalizando con conidios globosos; esta descripcién comprende lo
descrito por Saha & Rao (20006), de 7. viride, aislado de la orquidea
Cymbidium. Macroscdpicamente, los aislamientos presentaron el
color blanco del género y la especie, pero, adicionalmente, en su
estado de colonizacidn, presenta su crecimiento arbolario, clave en
su identificacién (Zi et al. 2014). En este estudio, se caracterizé
el ripido crecimiento de estos aislamientos, pardmetro que puede
estar asociado a la eficiencia de este género, como competidor de
espacio (Cano, 2011). Trichoderma es un género que desarrolld
participacién en términos de simbiosis, aunque, principalmente,
no se le atribuye como micorriza; su papel relevante esta como
degradador de celulosa, biocontrolador, inductor de resistencia,
promotor de crecimiento y de tolerancia a estrés hidrico
(Herndndez-Melchor et al. 2019).

Aspergillus sp.: En el caso de Aspergillus, la observacién microscdpica
identific6 en los extremos de las hifas estipites con vesiculas esféricas
y con conidios globosos; en la caracterizacién macroscépica, una
de las colonias que se encontrd, se desarrollé formando una estera
micelial de tonalidad pélida, seguido de un crecimiento oscuro y
finalizando con un aro de color claro, que indica su inmadurez; sin
embargo, la otra colonia presenté un estado mds maduro, indicado
por su tonalidad oscura. Referente a la velocidad de crecimiento,
los aislamientos mostraron un valor moderado, que se enmarca con
los observados por Luna et al. (2010). Aspergillus ha sido conocido
por ser un hongo oportunista y patdgeno; no obstante, cuando
coexisten con orquideas se les atribuye otras capacidades, por
ejemplo, reportaron asociaciones cooperativas entre A. fumigatus
y Vanilla panifolia (Khoyratty et al. 2015), pero en las especies
de Laelia, se demostr$ susceptibilidad al ataque de este género
(Almanza-Alvarez er al. 2017); otro ejemplo lo reportan Sahoo
& Gupta (2018), donde demostraron el papel de A. fiumigatus y
A. niger en la solubilidad de fésforo o como biocontroladores de
plagas al liberar toxinas, como es el caso de A. flavus y A. ochraceus

(Sudheep & Sridhar, 2012).

Scopulariopsis _sp.:  Scopulariopsis, se
textura aterciopelada, una coloracién desde marrén a canela y

caracteriz6 por una

microscdpicamente las hifas fueron hialinas y septadas, que le dan
paso a los conidiéforos donde se forman conidios, los cuales, son
globosos vy, principalmente, se desarrollan con una base truncada;
todos estos pardmetros concuerdan con caracteres de identificacién
en un estudio de especies de este género, ademds, corrobora el
crecimiento moderadamente rdpido que los resultados demuestran
(Sandoval-Denis ez al. 2016). En este mismo sentido, Scopulariopsis
fue descubierto en las raices de Dendrobium sagittatum, un

espécimen silvestre del pueblo de Turgo Village Pakem, Indonesia
(Sugiyarto ez al. 2016); asimismo, es un género reconocido como
hongo endéfito de plantas silvestres (Bolivar-Anillo ez a/. 2016).

Xylariaceae: El aislamiento B25, se identific6 como un género
anamérfico Nodulosporium de la familia teleomdrfica Xylariaceae,
perteneciente del orden Xylariales (Stadler er a/. 2014; Wittstein
et al. 2020). Las caracteristicas relevantes macromorfoldgicas de
este aislamiento son: crecimiento crateriforme, el color claro de sus
hifas y estromas inmaduros, caracteristicas que se han mencionado
en especies de Daldinia; no obstante, su lento crecimiento puede
estar relacionado con el pH bajo del medio y la temperatura
ambiente donde se mantuvieron los aislamientos. Por otro lado, en
el microscopio, se observaron las esporas de forma ovoide-eliptica
y en el crecimiento, engrosamiento en las células formadoras de
conidiéforos, sin poder determinar caracteres para identificar
especies de Daldinia (Pérez-Silva, 1973; Stadler et al. 2014). A
nivel ecoldgico, la familia Xylariaceae, se ha asociado a las orquideas
como hongos endéfitos descomponedores y entre los géneros
reconocidos, se menciona a Daldinia (Sawmya et al. 2013); sin
embargo, Daldinia eschscholtzii, un hongo asociado a orquideas
tailandesas, metaboliza una gama de policétidos aromdticos con
actividad antimicrobial (Barnes ez al. 2016) y Daldinia cf. concéntrica
demostré que los compuestos orgdnicos voldtiles que sintetiza
tiene actividad nematicida en huevos y en estados jévenes de
Meloidogyne javanica (Liarzi et al. 2016); por otro lado, Hansfordia
es un género con muy poca informacién y sus reportes abarcan su
capacidad de hiperparasitismo (Vivas et al. 2021), pero también se
ubicéd Hansfordia granulosa en las raices de la orquidea Loroglossum
hircinum; no obstante, no fue identificada su relacién (Richardson
& Currah, 1995). Ademds, se caracterizé la familia Xylariaceae
como saprofita de madera, dando, en este aislamiento, contexto
como hongo benéfico para la orquidea (Barnett & Hunter, 1998).

Las diferentes funciones que tienen los hongos mencionados
permiten identificar su potencial como hongos endéfitos de M.
coccinea; sin embargo, es necesario continuar realizando estudios
que evidencien su papel. Esta investigacién evidencia la capacidad
de una pldntula de M. coccinea para interactuar con hongos en
condiciones ex situ, pero no concluye, si los hongos aislados
cumplen una funcién como hongos formadores de micorrizas
o si los pelotones presentes en sus raices fueron desarrollados en
condiciones ex situ.
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