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1. INTRODUCCION.

La familia Orchidaceae es una de las mas diversas en el Reino
Vegetal, posee entre 17,000 y 35,000 especies, y desde el punto de vista
estructural, es una de las mas avanzadas de las monocotiledoneas. Las
orquideas son plantas que se distribuyen en las distintas regiones del mundo,
desde las regiones polares, hasta las tropicales y subtropicales, pero
alrededor del 80% de las especies se encuentran en los trépicos y regiones
con climas templados (Granbizu y Todmann, 1997; Pridgeon et al., 2001).

En México se encuentran 144 géneros y 1,200 especies de orquideas, las
cuales distribuyen en las regiones tropicales y templadas del pais, con
especial abundancia en los estados de Chiapas, Oaxaca, Veracruz,
Guerrero, Morelos, Jalisco, Puebla, San Luis Potosi y Michoacan (Aviles,
1996). Se han localizado ejemplares en casi todos los tipos de vegetacion,
inclusive en regiones que rebasan los 3,500 m.s.n.m., esto en los estados de
Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Veracruz y Chiapas (Ramirez, 2002). Poco
mas de la mitad de las 1,200 especies se encuentran en el estado de

Chiapas (Cabrera-Chacén, 1999).
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Las poblaciones de orquideas han sido afectadas por distintos factores, entre
los cuales se pueden citar el trafico ilicito y comercializacion de especies
nativas, la agricultura, la ganaderia, la industria y el crecimiento de los
asentamientos humanos, todo esto ha repercutido en la disminucién de las
poblaciones, afectando asi la distribucién y abundancia de las orquideas
(Collins et al., 1995; Ellison y Bedford, 1995; Stohlgren et al., 1997).

La mayoria de las investigaciones realizadas sobre esta familia, se han
enfocado al estudio de orquideas terrestres; sobre orquideas epifitas
(plantas que viven adheridas a los troncos y las ramas de los arboles, sin
extraerles nada), en especial de la regidon del Soconusco se sabe poco. En la
literatura existen evidencias aisladas sobre diferentes aspectos de la
ecologia y la biologia reproductiva de las orquideas y de esta informacion se
han formado unas hipotesis e ideas generales sobre las orquideas.

Se conoce que en la naturaleza la propagacion de las orquideas por semilla
es sumamente dificil y se conoce muy poco del proceso. Lo que si se sabe
es que las semillas son diminutas y que poseen pocas reservas nutritivas
para alimentar al embribn o a la planta en etapas posteriores a la
germinacion, por lo tanto necesitan de la ayuda de hongos, los cuales les
proporcionan los nutrientes necesarios, esencialmente carbohidratos, para
poder sobrevivir, estableciéndose asi una relacién simbidtica entre los
hongos y las plantas.

El aislamiento e identificacion de hongos enddfitos son importantes en el

estudio de las simbiosis micorricicas ya que permiten conocer al protagonista
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que normalmente no se ve y no se toma en cuenta. Es por ello que en este
trabajo se pretendid realizar el aislamiento e identificacion de los hongos
enddfitos de raices de algunas orquideas epifitas de la region  del
Soconusco.

No se conocen los hongos que interaccionan con una o con varias especies
de orquideas, y no se sabe nada de aquellos que se asocian con orquideas
epifitas, sobre esta especificidad entre la orquidea y el hongo, existe gran
controversia debido a que los reportes en ocasiones se contradicen, es por
ello que se ha desarrollado este proyecto, ya que con él se pretende aislar e
identificar los hongos involucrados en la asociacion orquidea-hongo de las
especies de plantas que aqui se trabajaron. Las investigaciones realizadas
sobre orquideas se han enfocado al estudio de aquellas con habitos
terrestres, sobre orquideas epifitas es poco los que se conoce.

Este estudio forma parte de una secuencia de investigaciones encaminada
hacia la conservacion y aprovechamiento sustentable de orquideas nativas
en la regién del Soconusco. La produccién masiva por semillas in vitro de
especies de orquideas nativas, tiende a generar plantas débiles y poco
resistentes. Se espera que con los aislamientos de hongos se pueda
desarrollar una técnica para unir semillas y hongos, bajo condiciones
rusticas, y asi entrar en la produccion masiva de orquideas a bajo costo,

favoreciendo un producto sano, vigoroso y resistente.
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2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo General.

Aislar e identificar los hongos enddfitos de las orquideas epifitas

colectadas en la Regién del Soconusco, Chiapas.

2.2 Objetivos Especificos.

Confirmar la presencia de hongos endoéfitos en orquideas epifitas.

Aislar e identificar los hongos endéfitos presentes en las raices de las

orquideas epifitas colectadas.



3. HIPOTESIS.

Es posible aislar e identificar hongos endoéfitos existentes en las raices de

orquideas epifitas de la Region del Soconusco, Chiapas

18
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4. ANTECEDENTES.

4.1 Importancia del uso de Microorganismos.

A comienzos del siglo XX se creia que la mayoria de los
microorganismos eran patdégenos, sin embargo, con el paso del tiempo este
paradigma ha ido cambiando, gracias a que se ha descubierto que muchos
de estos microorganismos son benéficos y de gran importancia para el
hombre. Los procesos que llevan a cabo los microorganismos tienen un valor
inmenso para la humanidad, por ejemplo en agricultura, hay plantas
pertenecientes a la familia de las leguminosas las cuales estan
estrechamente relacionadas con bacterias fijadoras de nitrégeno
atmosférico, el cual se convierte en compuestos nitrogenados que las plantas
pueden usar para crecer. Para la reforestacion se aprovechan ciertas
especies de hongos llamados micorricicos, los cuales son necesarios para
que algunas especies de arboles, en especial pinos, sobrevivan.
Actualmente, el hombre esta utilizando este tipo de hongos en algunos

cultivos, obteniendo resultados favorables. Otro claro ejemplo del uso de
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microorganismos es en la industria de alimentos, aqui existen
microorganismos como las levaduras que son utilizados para elaborar
productos tan comunes como el pan y la cerveza. También se han tenido
beneficios de los microorganismos en otras areas como lo son la
farmacéutica y el medio ambiente, en la primera se ha permitido el desarrollo
de antibidticos y en la segunda se ha ayudado a controlar y reducir los dafios
ocasionados por agentes o elementos téxicos al ambiente. Los ejemplos
citados anteriormente son algunos de los tantos beneficios obtenidos por el
hombre de los microorganismos, sin embrago, con el avance de la
tecnologia, para ser mas precisos, la biotecnologia, esto apenas es el inicio

de nuevas areas de investigacion (Higa y Parr, 1994).

4.1.1 Asociacion Micorricica.

El término micorriza ha sido definido como asociacion entre las hifas
de hongos y los 6rganos de las plantas, la cual permite el intercambio de
sustancias (Harley y Smith, 1983). Actualmente existe una definicion mas
completa la cual engloba todos los tipos de micorrizas descritos, y es la
siguiente: una micorriza es una asociacién simbiotica esencial para uno o
ambos organismos que la constituyen, entre un hongo (especializado para la
vida en el suelo y en las plantas), y la raiz (u otro érgano) de una planta,

permitiendo principalmente la transferencia de nutrientes entre ambos



21

organismos. Los hongos micorricicos pueden realizar diversas aportaciones
positivas a las plantas con las cuales se asocian, entre las cuales estan la
produccion de reguladores de crecimiento, la proteccion contra
enfermedades y principalmente una mayor absorcién de agua y nutrientes

(Brundrett, 2004).

4.1.2 Tipos de Asociaciones Micorricicas.

En general las asociaciones micorricicas se clasifican de la siguiente

manera (Harley y Smith, 1983):

« Ectomicorrizas: Los hongos que las forman, Basidiomicetes vy
Ascomicetes, desarrollan una espesa capa de micelio sobre la zona
cortical de las raices nutricias de la planta. Se producen
principalmente sobre especies forestales y lefiosas.

« Endomicorrizas: Los hongos que las producen se caracterizan por
colonizar intracelularmente el cortex radical. Dentro de este grupo
existen tres tipos caracteristicos:

o Orquideomicorrizas (asociadas a la Familia Orchidaceae).

o Ericomicorrizas (ligadas a la Familia Ericaceae y con muchas
similitudes estructurales con las ectendomicorrizas.

o Micorrizas arbusculares: Caracterizadas por formar arbusculos
intracelulares y sin duda las de mayor difusién e importancia

economica y ecologica.
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« Ectoendomicorrizas: Los hongos que las producen colonizan de
forma dual las raices: externamente formando un manto cortical e

internamente penetrando intracelularmente en el cortex.

4.2 La Familia Orchidaceae.

En el Reino Vegetal, la familia Orchidaceae es considerada como una
de las mas diversas pues posee entre 16,000 y 30,000 especies, aunque
algunos autores mencionan que pueden ser mas, y quiza otros 60,000
hibridos y variedades producidas por horticultores. Estas plantas se
extienden alrededor de todo el mundo, pero particularmente son abundantes
en las regiones tropicales. Debido a su complejidad floral, a sus interacciones
con los agentes polinizadores y su simbiosis con hongos micorricicos, estan
consideradas como la culminacién de la evolucién floral (Arditti, 1994).
Morfologia de la flor. Las flores estan formadas por tres elementos
externos llamados sépalos, dos laterales y uno dorsal, y tres elementos
internos, dos pétalos y un labio o labelo que generalmente es de un color
mas intenso. En algunas especies, los sépalos laterales se encuentran
fusionados en un solo elemento llamado sinsépalo. Pero lo que define
ciertamente a una planta como perteneciente a la familia Orchidaceae es la
existencia en sus flores de una estructura llamada “columna” donde se
encuentran localizados los 6rganos reproductivos, el masculino o “polinia” y
el femenino o “superficie estigmatica”. Las polinias son en realidad pequefos

sacos que contienen miles de granos de polen; poseen una superficie
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pegajosa que se adhiere al insecto facilitando su transporte hasta otra flor
donde se producira la fecundacion. En algunos géneros se pueden encontrar
sexos separados, produciéndose por separado flores masculinas y flores
femeninas.

Morfologia de las plantas. Las plantas de crecimiento simpodial estan
formadas por un rizoma rastrero, que es en realidad el tallo de la planta,
donde se producen las raices. Las raices tienen una doble funcion, son las
estructuras que se encargan de captar los nutrientes que la planta necesita y
también funcionan como elementos de fijacion. Del rizoma nacen a su vez las
hojas, que pueden poseer pseudobulbos o no. Los pseudobulbos son
estructuras ubicadas en la base de las hojas que sirven para almacenar agua
y nutrientes. Por lo general, los pseudobulbos estan recubiertos por vainas o
bracteas membranosas que se secan con la edad. Las flores pueden surgir,
dependiendo del género y la especie, de la base de la hoja, del rizoma o de
algun entrenudo del pseudobulbo. Sin embargo hay también orquideas de
crecimiento monopoidal con crecimiento erecto desde un punto determinado.
En este tipo de desarrollo se van afiadiendo hojas en el apice y en el tallo se
van desarrollando también. Las flores se encuentran en el tallo que sale entre
las hojas. Presentan unas raices muy desarrolladas, que en las epifitas se
distribuyen sobre la corteza del arbol hospedero, de color verde y gruesas
que en las partes viejas de la raiz desarrolla una epidermis de un tejido

esponjoso, llamado velamen, que absorbe y retiene humedad (Arditti, 1992).
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4.21 Tipos de Orquideas.

Las orquideas son clasificadas de acuerdo al tipo de sustrato en el que
se desarrollan, como epifitas, semiterrestres o terrestres.
Orquideas epifitas constituyen mas del 90% del total de especies. Se
adhieren a los arboles o arbustos. Son las mas vistosas y las que
encontramos a la venta normalmente. Proceden de las regiones tropicales.
No son parasitas, sus necesidades son escasas, obtienen el agua y
nutrimentos de los escurrimientos de agua que se dan sobre los arboles al
llover y de la humedad del aire.
Orquideas semiterrestres crecen sobre un colchon de hojas en
descomposicion en el suelo o sobre piedras recubiertas de musgo. Este tipo
de orquideas son los menos conocidos ya que son muy escasas. También se
pueden llamar litofiticas.
Orquideas terrestres tienen sus raices en tierra. Estas son las orquideas
mas estudiadas y por lo tanto sobre las cuales se tiene mayor conocimiento

(Rodriguez, 2005).
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4.2.2 Ciclo de Vida de las Orquideas.

El ciclo de vida de las orquideas se parece al de otras plantas con flor.
Después de ser transportada por el insecto, la polinia, con sus miles de
granos de polen es depositada en la parte femenina de la flor, el estigma.
Dentro de poco, germina y empieza a crecer hacia el ovario. En unas seis
semanas los tubos polinicos entran dentro del ovario y los espermas se unen
a los 6vulos. El évulo fertilizado se desarrolla y forma una masa de células
que llegaran a ser el embridon. Esta masa de células estd cubierta de una
capa seca que es tan liviana que el viento puede transportar la semilla por
largas distancias; una vez que estas semillas llegan a su destino y germinan,
el éxito de que la plantita sobreviva depende de la presencia de un hongo

micorricico (Rodriguez, 2005)



Fig.1, Anathallis racemiflora

Fig.3, Erycina crista galli

Fig.2, Guarianthe aurantiaca
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Fig.1, Anathallis racemiflora, Fig. 2, uarianthe aurantiaca, Fig.3, Erycina crista
galli, tres especies de orquideas epifitas caracteristicas de la regién del
Soconusco, Chiapas.

4.3 Simbiosis Micorricica en Orquideas.

El proceso y establecimiento de la simbiosis micorricica en orquideas
no es bien conocido, pero tal vez sea igual o similar al de las micorrizas
arbusculares o endomicorrizas. En éstas el proceso se inicia con la
identificacion mutua planta-hongo en regiones proximas a las raices; este
reconocimiento al parecer es mediado por sustancias exudadas por la raiz
las cuales propician el crecimiento del micelio y un biotropismo positivo del
mismo hacia la raiz (Pal Bai et al., 2004). Luego se produce el contacto
intercelular al formarse una estructura llamada apresorio. En tercer lugar se
producen cambios morfoldégicos y estructurales tanto en los tejidos
colonizados por el hongo, como en la organizacion de la pared celular del
simbionte fungico. Posteriormente se produce la integracion fisioldgica de
ambos simbiontes, y por ultimo se produce una alteracién de las actividades
enzimaticas, que se coordinan entre los simbiontes para integrar sus

procesos metabdlicos.

4.3.1 Hongos Micorricicos de Orquideas.
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Entre los hongos asociados con orquideas, podemos citar miembros
de los Phyllum Zygomycetes, Ascomycetes y Basidiomycetes, (Arditti, 1994).
Dentro de estos filos existen géneros, en especial algunas especies, que son
patdgenas para cultivos, pero simbiontes micorricicos en orquideas y hasta el
momento no se sabe el porque de la preferencia por parte de la orquidea por
estos hongos. Se ha reportado que algunas especies del género Rhizoctonia
son comunmente encontradas en orquideas, siendo Rhizoctonia solani la
mas difundida, motivo por el cual ha sido objeto diversos estudios (Milligan y

Williams 1988; Bayman et al., 1997)

4.4 Métodos de ldentificacion de Hongos.

Existen varias técnicas para la identificacion de hongos, la mas usada
por su rapidez y economia es la basada en la morfologia, en esta técnica
para la identificacibn de hongos es necesario la observacion de las
estructuras somaticas y reproductivas. La observacion de las caracteristicas
de las estructuras reproductivas y el uso de claves taxondmicas es el método
comunmente utilizado para determinar el género y la especie del hongo. Sin
embargo, también es comun que se presenten problemas y mas cuando se
trata de identificar diferentes especies de un mismo género, pues las
caracteristicas estructurales de una especie no siempre son las mismas, ya
que pueden estar influenciadas por la planta hospedante. Algunos problemas

de identificacion y taxonomia de hongos pueden ser solucionados mediante
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el empleo de técnicas moleculares, entre estas técnicas estan las técnicas
basadas en caracteristicas bioquimicas y serolégicas, pero ninguna de ellas
ha tenido el nivel de resolucion adecuado y su utilidad no ha sido del todo
generalizada. Los marcadores moleculares basados en el DNA han mostrado
ser excelente herramienta en los estudios taxondémicos, estimacion de
relaciones evolutivas y variabilidad genética e identificacion de diferentes
organismos, por lo que tienen el potencial para ser utilizados en la
identificacién y caracterizacién de hongos, apoyados en gran medida con la
técnica conocida como Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR

(Goémez, et al.,2004 ).

4.4.1 Técnicas Moleculares para la Identificacion de Hongos.

Existen diferentes metodologias para abordar el tema de la

identificaciéon a diferentes niveles taxondmicos, basados principalmente en

marcadores bioquimicos y de DNA.

4.4.1.1 Técnicas Bioquimicas y Seroldgicas.

De entre estas técnicas algunas de las mas utilizadas son los perfiles

de proteinas y el analisis de isoenzimas los cuales representan una buena
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aproximacion para la identificacion intrarradical de los hongos micorricicos,
pero como ya se mencion6 anteriormente muchas veces no tienen el nivel de

resoluciéon adecuado (Gémez, et al., 2004 ).

441.2 Técnicas Basadas en DNA.

La mayoria de las técnicas moleculares empleadas hasta ahora para
identificar o estudiar la diversidad genética de los hongos micorricicos
recurren a la tecnologia de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR.
El diagndstico molecular basado en el PCR requiere el uso de secuencias
unicas para el organismo en cuestidn, resultado en una sefal distintiva.
Después de varias décadas de estudio del RNA ribosomal (RNAr) en varios
organismos, se llegd a la conclusién de que los genes que codifican para el
RNAr presentan varias caracteristicas que los hacen ideales para fines de
diagndstico. Estas incluyen un alto numero de copias de facil aislamiento, la
cual se traduce en una sefal fuerte y de rapida evaluacién. Entre las técnicas
moleculares basadas en DNA para la identificacion de hongos podemos
encontrar aquellas en las que se utilizan iniciadores o primers especificos, ya
que para poder utilizar estas técnicas se deben de tener antecedentes de las
secuencias de los mismos, las cuales permitan la elaboracion de estos
iniciadores especificos para cada hongo. Claros ejemplos de estas técnicas
en la que se usan iniciadores especificos son los RFLPs (Polimorfismo de la

Longitud de los Fragmentos de Restriccion) y los AFLPs (Amplificacion de
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Fragmentos de Longitud Polimérfica). Sin embargo existe otra técnica en la
que no es necesario tener conocimiento o antecedentes sobre la secuencia
del hongo, es la técnica llamada RAPDs (Amplificacion Inespecifica del
Polimorfismo del DNA), en ella los iniciadores usados son aleatorios, lo cual
quiere decir que si la secuencia del iniciador se encuentra presente en el
genoma del hongo éste se podra pegar y asi obtener una amplificacion

(Goémez, et al., 2004; Rosewich y McDonald, 1994; Valadez y Kahl, 2000).

4.4.1.2.1 Amplificacion Inespecifica del Polimorfismo del DNA (RAPDs).

La técnica de RAPDs (Random Amplified Polymorphims DNA, por sus
siglas en ingles), ha sido la metodologia mas ampliamente utilizada en la
PCR para diferentes propdsitos, utiliza pequefos iniciadores de secuencias
aleatorias. Esos iniciadores no contienen secuencias repetidas inversas
internas (autocomplementarias) y se pegan a distintos sitios en un genoma,
si es que existen diferentes sitios blanco para ellos. Esta unién es reconocida
por la DNA polimerasa (DNA Taq polimerasa) que inicia el alargamiento del
iniciador; el alargamiento resultante produce una cadena de DNA, cuya
secuencia de bases es complementaria a la cadena molde. El producto de
amplificacion, se acumula en un gran numero de copias y puede ser
visualizado con electroforesis en geles de agarosa tehidos con bromuro de

etidio (Valadez y Kahl, 2000).
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Fig. 4. Técnica de RAPDs. En esta figura se muestran los pasos vy el
fundamento basico de la técnica de RAPDs.

4.41.2.2 Ventajas y Desventajas de los RAPDs.
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El procedimiento de RAPDs es relativamente rapido, solo se requieren
pequefias cantidades de DNA, no involucran radiactividad, como en el caso
de los RFLPs y AFLPs, usualmente los RAPDs proveen marcadores
dominantes, ya que los polimorfismos o productos se detectan mediante la
presencia o ausencia de bandas. Sin embargo para la reproducibilidad de los
productos o bandas obtenidas mediante RAPDs es necesario optimizar las
concentraciones del DNA, MgCl,, oligonucleotidos, dNTPs y la enzima DNA
Taq polimerasa, asi como también es necesario utilizar el mismo
termociclador porque cualquier cambio tanto en los reactivos como en el

termociclador puede afectar la reproducibilidad de los resultados.

4.4.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La Reacciéon en Cadena de la Polimerasa o PCR (Polymerase Chain
Reaction), es una tecnologia que se utiliza para sintetizar in vitro fragmentos
especificos de DNA con la finalidad de detectar una secuencia o un gen de
interés en el genoma de un organismo. Esta tecnologia se ha venido
utilizando con bastante éxito y se ha empleado en diferentes campos, tales
como la medicina, taxonomia, biologia, agronomia, area forense vy
criminalistica, principalmente. Tiene varios requerimientos, entre los cuales

es indispensable un molde de DNA, moléculas iniciadoras llamadas,



35

iniciadores (también llamados primers), una enzima DNA polimerasa
resistente a cambios de temperatura, una mezcla de desoxirribonucledtidos
trifosfato (dNTPs), un amortiguador apropiado y un equipo llamado
termociclador que tiene la capacidad de cambiar las temperaturas
dependiendo del ciclaje programado. La PCR consiste de tres pasos
esenciales: el primero es la desnaturalizacién y sirve para separar mediante
temperatura (94°C) la molécula doble de DNA a cadenas sencillas, que
serviran como moldes para la sintesis del (o los) fragmento respectivo. En el
segundo paso, la temperatura se reduce para permitir el alineamiento (o
reconocimiento) de los iniciadores a la secuencia blanco del DNA molde. Los
iniciadores, pueden variar en longitud, composicion de bases nitrogenadas y
especificidad para unirse a las secuencias blanco y dependiendo de esto, la
temperatura de alineamiento puede variar desde 25 a 65°C. En el tercero, se
lleva acabo el alargamiento o extension de los iniciadores mediante una
enzima DNA polimerasa a 72°C. Estos tres pasos o ciclos se repiten en un
termociclador, permitiendo de manera exponencial el fragmento o fragmentos
sintetizados a partir del molde de DNA, estas secuencias amplificadas se
visualizan comunmente en geles de agarosa tefidos con bromuro de etidio

(Valadez y Kahl, 2000).
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5. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Sitio de Colecta.

Se recolectaron varias plantulas de orquideas epifitas en la regién del
Soconusco en el estado de Chiapas, especificamente en el ejido Santo
Domingo, ubicado en la parte alta de la regién del Soconusco a 1800 msnm,
éste ejido se caracteriza por tener un clima calido humedo, lo cual le ha

permitido desarrollarse como zona cafetalera.
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Fig. 6. Mapa en el cual se observan las diferentes regiones del estado de
Chiapas, entre ellas se encuentra la regién del Soconusco, regién en la cual

se colectaron las diferentes especies de orquideas.
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5.2 Colecta del Material Vegetal.

Las plantulas se colectaron junto con un trozo de corteza, esto con la
finalidad de no maltratar las raices. Las especies colectadas fueron:
Guarianthe aurantiaca, Notylia barkeri, Trichocentrum oerstedii, Stelis
aeolica, Anathallis racemifolia y Erycina crista galli. Posteriormente las
plantulas fueron trasladadas a las instalaciones del CINVESTAV-Unidad

Irapuato, al Laboratorio de Bioquimica Ecoldgica para ser procesadas.

Fig. 7, Notylia barkeri

Fig. 8, Stelis aeolica

Fig. 7 y 8. Plantulas de Notylia barkeri y Stelis aeolica, dos de las especies

colectadas en el ejido Santo Domingo, Chiapas.
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5.3 Tincion de Raices.

Una vez en el laboratorio, se realizo la tincion de raices, para observar
las estructuras caracteristicas de la simbiosis micorricica entre la orquidea y
el hongo, los pelotones. Solo se eligieron tres plantulas de Trichocentrum
oerstedii ya que se contaba con varias plantulas de esta especie en el
laboratorio. Los colorantes utilizados fueron Azul de tripano al 0.5%, Fucsina
acida al 1% y Negro clorazol al 1%. Primero se eliminé la corteza adyacente
a las raices para luego ser lavadas con agua corriente, después se puso
KOH al 10% hasta cubrir las raices y se sometieron a 15 Ib por 10 minutos,
esto con la finalidad de decolorarlas. Posteriormente las raices fueron
lavadas con agua corriente, se les agregd perédxido de hidrégeno alcalino
durante 20 minutos en estado de agitacién, nuevamente las raices fueron
lavadas con agua corriente, para luego agregarles HCI al 1% por 4 minutos.
Se eliminé el HCI, uanicamente decantando, no lavando. Se adicionaron cada
uno de los colorantes hasta cubrir las raices y se dejaron actuar por 10
minutos a 15 Ib; se elimind el exceso de los colorantes con agua corriente y

finalmente se agregd Acetoglicerol (ver apéndices).
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5.4 Desinfeccion de Raices.

En el laboratorio se elimin6 la corteza adjunta a las raices de las
plantulas, posteriormente se procedio a desinfectar las raices con Cloramina

T al 2%, después se enjuagaron seis veces con agua destilada estéril.

5.5 Siembra de Raices.

Se cortaron las raices en fragmentos de 5mm aproximadamente y se
sembraron en medio de cultivo PDA (Agar Papa Dextrosa) previamente
preparado para el crecimiento de los hongos. Las placas con los fragmentos

de raices se incubaron a 25°C hasta observar el crecimiento de los hongos.

5.6 Siembra de Corteza.

Una vez removida la corteza adjunta a las raices, se procedi6 a
cortarla en pequenos trozos de alrededor de 1 cm cuadrado para luego
sembrarlos en medio de cultivo PDA. Las placas se incubaron a 25°C

durante dos dias.
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5.7 Aislamiento de Hongos.

El aislamiento se realiz6 tomando un pequefio trozo de agar con
hongo de la colonia de interés, el trozo tomado fue de alrededor de 1cm
cuadrado, posteriormente éste fue sembrado nuevamente en medio de
cultivo PDA. Se realizaron varios pases de cada uno de los hongos, esto con
la finalidad de obtener cepas puras y asi tener la certeza de que solo se

trataba de un hongo.

5.8 Aislamiento de Bacterias.

Se realizé tomando de una a dos azadas de cada una de las colonias
bacterianas obtenidas de la siembra de la corteza, cada bacteria fue
sembrada de manera independiente sobre medio de cultivo PDA nuevo. La
forma de siembra fue mediante estria cruzada. Las placas se incubaron

durante 24 horas a 28°C.
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Fig. 9. Bacteria pura y aislada mediante estria cruzada de la siembra de la

corteza adjunta a las raices de las orquideas.

5.9 Microcultivo de Hongos.

Después de obtener la colonia fungica, se procedi6 a realizar el
microcultivo, el cual consisti6 en lo siguiente: dentro de placas Petri que
contenian varillas angulares habia portaobjetos con trozos de medio de
cultivo PDA de 1cm cuadrado, se inoculé cada una de las caras del trozo de
agar con el hongo, posteriormente se colocé sobre el trozo un cubreobjetos y
para mantener la humedad se adicionaron 10 ml de glicerol al 10% estéril
dentro de cada placa, éstas se incubaron a 28°C durante tres dias. Para
inactivar el crecimiento del hongo se eliminé el glicerol y se adicionaron 10 ml
de formaldehido al 40% en cada placa y se dej6 actuar durante 20 minutos,
Después del tiempo transcurrido se tomé el cubreobjetos y se colocd en un

portaobjetos con dos gotas de Azul de tripano. El portaobjetos que contenia
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el cubo de agar se utilizé para hacer otra preparacion. Esta técnica se realizo
con la finalidad de observar las estructuras microscépicas de los hongos,

facilitando asi su identificacién morfologica (Ortigoza y Hernandez, 1994).
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Fig 10, Fusarium sp.

Fig.11, Trichoderma sp.

Fig.10. Fusarium sp. y Fig.11. Trichoderma sp., cepas puras aisladas de las

raices de orquideas procesadas.



45

5.10 ldentificaciéon Morfolégica Microscoépica de Hongos.

Una vez realizado el microcultivo se tomo6 el cubreobjetos y se
coloco en un portaobjetos con dos gotas de Azul de tripano. El
portaobjetos que contenia el cubo de agar se utiliz6 para hacer otra
preparacion. Con las preparaciones listas se procedid a observar al
microscopio. Para la identificacibn se compararon las estructuras
morfolégicas y reproductivas de cada uno de los hongos con las
reportadas en la literatura cientifica correspondiente (Agrios, 1999; Finch,

1974; Garcia, 1985).

5.11 ldentificacion Molecular de Hongos mediante RADPs.

Para poder realizar la identificacion molecular primero se realizd
extraccion de DNA cromosomico de cada uno de los hongos aislados,
para ello se utilizé la técnica “Extraccion de DNA de Plantas”, basada en
el método de Dellaporta et al., (1983). Una vez que se tenian el DNA se
procedid a realizar las reacciones de PCR-RAPDs con los iniciadores
aleatorios OPC 8 y OPC 11, para ello se utilizé6 un kit de PCR (PCR
regulador 10X, dNTPS 10 mM, MgCl, 50 mM), de la marca SIGMA. Para
preparar la mezcla de reaccion se utilizaron las siguientes
concentraciones, 2 uyL de regulador de PCR, 0.4 uL de dNTPS, 0.6 uL de
MgCly, 2 L del iniciador aleatorio (ambos iniciadores utilizados a una

concentracion de 100 ng/ uL ), 0.2 pyL de DNA-Taq polimerasa (5U/ yL) y
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13.8 pL de agua desionizada esterilizada y 1uL de DNA cromosomico de
cada hongo para tener un volumen de 20 pL de mezcla de reaccion por
tubo para cada hongo. Los tubos con la mezcla se introdujeron en un
termociclador Gene Amp PCR System 9700 con el siguiente programa,
una desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 45 ciclos
de 15 segundos a 94°C, 15 segundos a 36°C y 30 segundos a 72°C, para
terminar con una extension final de 10 minutos a 72°C. La amplificacion
de los productos de los PCR-RAPDs se llevdé a cabo mediante geles de
agarosa al 1.5%, para poder observar las bandas obtenidas bajo luz
ultravioleta se agregd 1 uyL de bromuro de etidio el cual estaba a una
concentracion de 10 mg/mL.

Rhizoctonia spp. en especial Rhizoctonia solani, son hongos patégenos
para algunos cultivos, sin embargo, han demostrado ser muy buenos
simbiontes micorricicos de orquideas, tanto terrestres como epifitas,
(Milligan y Williams, 1988), por ambas razones muchos de los estudios
llevados a cabo se han enfocado a Rhizoctonia solani. En esta
investigacién se pretendia conocer si alguno o algunos de los aislados,
preclasificados anteriormente como Rhizoctonia eran Rhizoctonia solani,
para ello se utilizaron los iniciadores especificos para Rhizoctonia solani
PC1F (5-TATCGTGAGGAGTGGAAAGC) y PC1R (3-
TGTCCAACTCATAACACCCG). Para esto también se realizd extraccion
de DNA utilizando la misma técnica usada para los PRC-RAPDs, una vez
que se tuvo el DNA se procedié a realizar la reaccién de PCR, para ello
se utilizé un kit de PCR ( PCR regulador 10X, dNTPS 10 mM, MgCl, 50

mM), de la marca SIGMA, para preparar la mezcla de reaccién se
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utilizaron las siguientes concentraciones 2 uL de regulador de PCR, 0.4
uL de ANTPS, 0.6 pL de MgCly, 1 pL del iniciador PC1F y 1 pL del
iniciador PC1R (ambos iniciadores a una concentracion de 20 pm/ uL ),
0.2 uL de DNA-Taq polimerasa (5U/ uL ) y 13.8 pyL de agua desionizada
esterilizada y 1uL de DNA cromosomico de cada hongo para tener un
volumen de 20 uL de mezcla de reaccién por tubo para cada hongo. Aqui
el programa utilizado en el termociclador Gene Amp PCR System 9700,
fue una desnaturalizacion inicial de 94°C por 2 minutos, seguida de 39
ciclos de 15 segundos a 94°C, 15 segundos a 58°C y 30 segundos a
72°C, para terminar con una extension final de 10 minutos a 72°C. La
amplificacion de estos productos se realizé de la misma manera que los

de PCR-RAPDs (Weerasena et al., 2004).
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5.12 Tincion Gram de Bacterias.

Se realiz6 la tincion Gram de las bacterias aisladas, para ello fue
necesario colocar de una a dos azadas de in6culo de cada una de las
bacterias sobre un portaobjetos y se hicieron frotis. Realizados los frotis
se dejaron secar al aire para luego ser fijados con calor, esto se hizo
pasando los portaobjetos por el mechero. Se agreg6 Cristal violeta por 1
minuto, luego se hizo un lavado con agua corriente. Posteriormente se
colocd Lugol durante 1 minuto, nuevamente se enjuagd con agua
corriente. Se destifid el colorante no eliminado por el agua con etanol al
96%, se agregd Safranina por 1 minuto, para finalmente enjuagar con
agua corriente y dejar secar al aire. Las preparaciones fueron observadas
en el microscopio con los objetivos 40X y 100X (en el caso de 100x

utilizando aceite de inmersion).

5.13 Antibiogramas de Bacterias.

Se sembré cada una de las bacterias aisladas sobre placas de
PDA en forma de césped, se colocé un multidisco combinado, el cual
contenia varios antibiéticos. Se incubaron las placas por una hora a 4°C,
esto con la finalidad de estabilizar y homogenizar la actividad tanto de los
antibidticos como de las bacterias. Posteriormente las placas fueron

trasladadas al cuarto de incubacion, en el que se mantuvieron a 28°C



49

durante 24 hrs. Al final de este periodo se midieron los halos de inhibicion
de los antibidticos para determinar asi cuales antibiéticos controlaron a las

bacterias.

Fig. 12. Antibiograma de bacteria aislada. En la foto se pueden observar
los halos de inhibicion resultado de la resistencia de los antibidticos a la

bacteria.
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6.0. RESULTADOS.

6.1. Tincion de Raices.

Una vez realizada la tincion de raices de Trichocentrum oerstedii,
con los tres colorantes, se pudieron observar claramente las hifas de los
hongos dentro de las células corticales de las raices, algunas de estas
hifas presentaban enrollamientos formando asi los caracteristicos

pelotones.

Fig. 13. Enrollamiento de hifa formando un pelotdn tefiido con Fucsina

acida.
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Fig. 14. Hifa abriéndose camino entre las células corticales de la raiz,

tincion realizada con Negro clorazol.

Fig. 15. Pelotones tefiidos con Azul de tripano dentro de las células

corticales de las raices.
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6.2. ldentificacion Morfolégica de los Hongos.

Con la técnica de microcultivo y realizando observaciones al
microscopio LEICA se pudieron identificar los 26 hongos aislados de las
seis especies de orquideas, estos hongos fueron clasificados en base a
sus caracteristicas morfoldgicas distintivas. En las tablas siguientes se
presentan las especies de orquideas con las cuales se trabajé, el total de
hongos aislados de cada una de ellas, una fotografia de la morfologia y la

clasificacion preliminar de los mismos.

Tabla 1. Clasificacion de los aislados de Guarianthe aurantiaca por medio
de la morfologia microscopica.
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Morfologia microscoépica Clasificaciéon

No. de
Orquidea hongos
aislados
Guarianthe
3
aurantiaca

Rhizoctonia sp.

Fusarium sp.

Sclerotium sp.

Tabla 2. Clasificacion de los aislados de Notylia barkeri por medio de la
morfologia microscopica.
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No. De
Orquidea hongos Morfologia microscépica |Clasificaciéon
aislados

Trichoderma

sp.

Trichoderma

sp.

Notylia barkeri 4

Fusarium sp.

Rhizoctonia

sp.

} ol a

Tabla 3. Clasificacion de los aislados de Trichocentrum oerstedii por
medio de morfologia microscopica.
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No. de
Orquidea hongos | Morfologia microscépica | Clasificaciéon
aislados
Aspergillus
sp.
Trichoderma
sp.
Trichocentrum oerstedii
S Fusarium sp.

Trichoderma

sp.

Trichoderma

sp.
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Tabla 4. Clasificacion de los aislados de Stelis aeolica por medio de
morfologia microscopica.

Orquidea

No. de hongos

Morfologia microscopica

Clasificacion

aislados
Trichoderma
Sp
Trichoderma
Sp
Stelis aeolica & ,.é =
5 S Penicillium sp

Trichoderma
Sp

‘. Trichoderma
b ¢ sp

Tabla 5. Clasificacidon de los aislados de Anasthallis racemifolia por medio
de morfologia microscopica.
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No. de
Orquidea hongos | Morfologia microscépica |Clasificaciéon
aislados
Trichoderma
Anasthallis racemifolia 1
sp

Tabla 6. Clasificacion de los aislados de Erycina crista galli por medio de
morfologia microscopica.

hongos | Morfologia microscépica |Clasificacion

No. de
Orquidea
aislados
Erycina crista galli 8

Fusarium sp

Aspergillus
Sp

Rhizoctonia
Sp




58

Rhizoctoni

a sp.

Rhizoctoni

a sp.

Erycina crista L Rhizoctoni

galli 8 aop.

Fusarium

sp.

Rhizoctoni

a sp.

6.3. Identificacion Molecular de los Hongos mediante RAPDs.
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Se seleccionaron dos primers o iniciadores, el OPC 8 y OPC 11, de
la serie OPC (Operon Technologies Inc. Alameda, California, USA), ya
que algunos con los que se contaba en el laboratorio (OPC 2, OPC 5,
OPC 7, OPC 8, OPC 9, OPC 10, OPC 11, OPC 12, OPC 13, OPC 14,
OPC15, OPC 16, OPC 17, OPC18, OPC19, OPC 20), se habian
degradado. Para determinar esto se realizaron pruebas de PCR con cada
uno de los iniciadores, se prepararon mezclas de reaccion con los
iniciadores sin DNA, se esperaba observar que los iniciadores que
estuvieran en buen estado no se utilizaran en las reacciones, viéndose los
iniciadores no utilizados como pequefias manchas sobre el gel mediante
luz ultravioleta, siendo solamente los iniciadores OPC 8 y OPC 11 los
que se encontraban en buen estado para realizar los PCR-RAPDs. Con
ayuda de la clasificacion morfolégica preliminar, los hongos se agruparon
de acuerdo al mismo género, y con ello se pudo asi comparar estos con
los resultados obtenidos mediante la técnica de RAPDs.

Para identificar por huella genética a cada una de las cepas de acuerdo a
la clasificacion, se pretendia seleccionar las bandas de un mismo tamafo,
bandas que tuvieran el mismo numero de pares de bases, presentes en
todos los aislados preclasificados como la misma especie, sin embargo
se observo bandeo diferente para las cepas y con ello se procedié a la
busqueda de una huella genética o una banda distintiva para cada uno de

los aislados.

6. 3. 1. PCR- RAPDs con el iniciador OPCS8.
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En esta seccién se presentan las amplificaciones obtenidas en las

diferentes especies de hongos con el iniciador aleatorio OPC 8.

1159 pb

:Z 1000 pb

Fig. 16. Amplificaciones obtenidas para Rhizoctonia sp. con el iniciador
OPC 8, M es el marcador Pst I, 1 cepa aislada de Guarianthe aurantiaca,
2 cepa aislada de Notylia barkeri, 3, 4, 5, 6 y 7 cepas obtenidas de

Erycina crista galli.

6.3.1.1 PCR-RAPDs de Rhizoctonia sp. con el iniciador OPC8.

De las amplificaciones obtenidas para las probables Rhizoctonia

sp. se puede apreciar que se obtuvieron bandas de un mismo tamaro en

algunos de los aislados, como en la cepa obtenida de Guarianthe
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aurantiaca y tres de las cepas aisladas de Erycina crista galli, en estos
aislados se aprecian bandas de un mismo tamafo, una de 1159 pb vy la
otra de 1000 pb, ambas bandas muestran que estos aislados estan mas
relacionados genéticamente, tratandose tal vez del mismo género y
especie, sin embargo en la cepa aislada de Notylia barkeri y en dos de

Erycina crista galli no hubo amplificacion.

Fig. 17. Amplificaciones obtenidas para Trichoderma sp. con el iniciador
OPC 8, M es el marcador Pst /, 1y 2 son las cepas obtenidas de Notylia
barkeri, 3, 4 y 5 se aislaron de Trichocentrum oerstedii, 6, 7, 8 y 9 de

Stelis aeolica, y 10 de Anasthallis racemifolia.

6.3.1.2 PCR-RAPDs de Trichoderma sp. con el iniciador OPCS8.

Se presentaron amplificaciones en todas las cepas de Trichoderma

sp. con excepcion de una (8), la cual se obtuvo de Stelis aeolica. Los dos

1090 pb
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aislados de Notylia barkeri, uno de Trichocentrum oerstedii (3), uno de
Stelis aeolica (7) y uno de Anasthallis racemifolia (10), presentaron una
misma banda de alrededor de 1090 pb, esta banda presente en la
mayoria de los asilados muestras que existe una relacion entre ellos,
pudiendo asi determinar que se trata del mismo género, Trichoderma,
ademas hubo algunas bandas amplificadas so6lo en determinados
aislados, tal es el caso de las dos cepas obtenidas de Notylia barkeri y
una de las cepas aisladas de Trichocentrum oerstedii (3), en éstas la
banda amplificada fue de alrededor de 2560 pb, en dos de los aislados de
Trichocentrum oerstedii ( 4 y 5) se presentaron dos bandas una de 1159
pb y la otra de 600 pb respectivamente, en dos de las cepas obtenidas de
Stelis aeolica (6 y 7) y en la cepa de Anasthallis racemifolia al parecer

muchas de las bandas son similares.
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<— 1090 pb

600 pb

Fig. 18. Bandas obtenidas para Fusarium sp. con el iniciador OPC 8. M
es el marcador de peso molecular Pst /, 1 es la cepa aislada de
Guarianthe aurantiaca, 2 es el aislado de Notylia barkeri, 3 cepa

adquirida de Trichocentrum oerstedii, 4 y 5 aislados de Erycina crista galli.

6.3.1.3. PCR-RADPs de Fusarium sp. con el iniciador OPC8.

En el caso de las cepas de Fusarium sp., en el aislado de
Guarianthe aurantiaca, en el de Notylia barkeri y en uno de los de
Erycina crista galli (4) existe una banda de similar tamano de alrededor de
1090 pb. En los aislados de Guarianthe aurantiaca y Notylia barkeri
aparecié otra banda del mismo peso, 600 pb. Con estos resultados se
puede observar que existe una mayor similitud genética entre las cepas
de Guarianthe aurantiaca y Notylia barkeri sin embargo también lo hay,
en menor grado, con una de las cepas de Erycina crista galli (4), pues

con ella tan solo tienen en comun una banda, esto hace pensar que
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posiblemente se trata del mismo hongo, o por lo menos tal vez del mismo

geénero.

Fig. 19. Bandas obtenidas de dos cepas de Aspergillus sp. con el
iniciador OPC 8, M es el marcador Pst | , 1 aislado de Trichocentrum

oerstedii y 2 cepa adquirida de Erycina crista galli.

6.3.1.4. PCR-RAPDs de Aspergillus sp. con el iniciador OPCS8.
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Desafortunadamente en ambos aislados preclasificados como
Aspergillus sp. no se obtuvieron bandas del mismo peso, algunas son
muy similares pero no exactamente iguales, todas son de diferentes

pesos, esto no permite hacer una clara comparacion entre bandas.

Fig. 20. Bandas obtenidas de dos cepas, una Sclerotium sp., 1, y la otra
Penicillium sp., 2,. M es el marcador de peso molecular  Pst/, 1 cepa

adquirida de Guarianthe aurantiaca , 2 aislado de Stelis aeolica.

6.3.1.5 PCR-RAPDs de Sclerotium sp. y Penicillium sp. con el

iniciador OPCS8.
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La cepa que fue obtenida Guarianthe aurantiaca fue
preidentificada como Sclerotium sp., 1, en ésta si se obtuvieron bandas de
diferentes tamanos, sin embargo en 2 cepa aislada de Stelis aeolica y
preidentificada como Penicillium sp. no se obtuvieron bandas, esto tal vez
se debid a que la secuencia del primer opc 8 no encontré ninguna region
en la cual pudo haberse pegado dentro del genoma del hongo.

En el caso de los aislados preclasificados como Aspergillus sp.,
Sclerotium sp. y Penicillium sp., no se puede realizar una verdadera
clasificacion molecular pues se necesita tener un mayor numero de
aislados de estas especies y mayor cantidad de bandas obtenidas de los
mismos para asi poder comparar el tamano de las bandas obtenidas y

seleccionar las del mismo peso.

6.3.2 PCR-RAPDs con el oligonucleétido OPC11.

A continuacion se presentan las amplificaciones obtenidas en las

diferentes especies de hongos con el iniciador aleatorio OPC 11.
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<4— 339pb

Fig. 21. Amplificaciones obtenidas para Rhizoctonia sp. con el iniciador
OPC 11. M es el marcador de peso molecular Pst | , 1 aislado
Guarianthe aurantiaca, 2 cepa aislada de Notylia barkeri, 3, 4, 5, 6 y 7

cepas obtenidas de Erycina crista galli.

6.3.2.1 PCR-RAPDs de Rhizoctonia sp. con el iniciador OPC 11.

Aqui no se presentaron amplificaciones para la mayoria de los
aislados preclasificados como Rhizoctonia sp., solo en el aislado de
Guarianthe aurantiaca y en una de las cepas obtenidas de Erycina crista
galli, 6, hubo amplificacion, siendo unicamente similar una banda en

ambos aislados, cuyo peso es de 339 pb.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10



68

<« 900pb
< 600 pb

Fig. 22. Bandas obtenidas de Trichoderma sp. con el iniciador OPC 11. M
es el marcador de peso molecular Pst/, 1y 2 son las cepas obtenidas de
Notylia barkeri, 3, 4 y 5 se aislaron de Trichocentrum oerstedii, 6, 7, 8 y 9

de Stelis aeolica, y 10 de Anasthallis racemifolia.

6.3.2.2 PCR-RAPDs de Trichoderma sp. con el iniciador OPC11.

En este caso una de las cepas aisladas de Notylia barkeri, 1, y
los tres aislados de Trichocentrum oerstedii, 3, 4, 5, presentaron dos
bandas similares entre los aislados, una de alrededor de 900 pb y otra de
600 pb aproximadamente. En las cepas 6 y 7, cepas obtenidas de Stelis
aeolica se presentd una banda de similar tamafo, 339 pb, sin embargo
en los aislados restantes las bandas obtenidas fueron de diferentes
pesos. Las bandas mas representativas en la mayoria de los aislados, la
banda de 900 pb y la de 600 pb permiten demostrar que existe una
mayor relacién genética entre las cepas que comparten las misma
bandas, y que es muy probable que se trate del mismo hongo, en este

caso de Trichoderma sp.
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600 pb

Fig. 23. Amplificaciones obtenidas de Fusarium sp. con el iniciador OPC
11. M es el marcador de peso molecular Pst/, 1 es la cepa aislada de
Guarianthe aurantiaca, 2 es el aislado de Notylia barkeri, 3 cepa

adquirida de Trichocentrum oerstedii, 4 y 5 aislados de Erycina crista galli.

6.3.2.3 PCR-RAPDs de Fusarium sp. con el iniciador OPC11.

Se obtuvieron amplificaciones en todos los aislados, en el aislado
de Notylia barkeri , 2, y en uno de los aislados de Erycina crista galli, 4,

existe una banda igual de 600 pb aproximadamente. Entre el aislado de
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Guarianthe aurantiaca, 1, y uno de Erycina crista galli, 4, parece ser que
existe una banda similar, sin embargo es dificil determinar si son iguales
pues uno de las bandas presenta un barrido. En los demas aislados las
bandas presentes fueron muy diferentes en sus pesos, lo cual no ayudé

para poder hacer una comparacion con ellas.

<— 800 pb

Fig. 24. Bandas obtenidas de las cepas de Aspergillus sp. con el iniciador
OPC 11. M es el marcador Pst/, 1 aislado de Trichocentrum oerstediiy 2

cepa adquirida de Erycina crista galli.

6.3.2.4 PCR-RAPDs de Aspergillus sp. con el iniciador OPC11.

En ambas cepas preclasificadas como Aspergillus sp. hubo
amplificaciones, pero estas fueron muy escasas, solo una banda de 800

pb se obtuvo en ambos aislados, esto permite saber que tal vez ambas
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cepas estén relacionadas genéticamente, sin embargo no es suficiente

para determinar que se trata del mismo hongo.

Fig. 25. Amplificaciones obtenidas de las cepas de Sclerotium sp. y
Penicilluim sp. con el iniciador OPC 11. M es el marcador de peso
molecular  Pst/, 1 cepa preidentificada como Sclerotium sp., aislada de
Guarianthe aurantiaca, 2 aislado de Penicillium sp. obtenido de Stelis

aeolica.

6.3.2.5 PCR-RAPDs de Sclerotium sp. y Penicillium sp. con el

iniciador OPC11.

En este caso solo se obtuvo una banda en el aislado de Sclerotium

sp., en el aislado de Penicillium sp. no hubo amplificaciones, al igual que
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en los casos anteriores esto tal vez se debid a que la secuencia del
iniciador OPC 11 no se pego en ninguna regién del genoma del hongo.

Para las cepas de Fusarium sp, Aspergillus sp., Sclerotium sp. y
Penicillium sp. es necesario tener un mayor numero de aislados es estas
especies, asi como las bandas de los mismos para poder determinar si
efectivamente se trata de las especies mencionadas basandose en las

comparacion y selecciéon de bandas de igual tamano.

6.3.3 PCR con los iniciadores especificos para Rhizoctonia solani

PC1F y PC1R.

Desafortunadamente no se obtuvieron resultados positivos con
estos iniciadores pues ninguna de las cepas que se habian preclasificado

como Rhizoctonia sp. resultaron ser Rhizoctonia solani.

6.4 Tincion de Gram y Antibiogramas de Bacterias.

En total se aislaron 36 bacterias de la corteza, a las cuales se les
realizé la tincion Gram, para poder determinar si eran positivas o
negativas, también todas las cepas bacterianas fueron enfrentadas a
algunos antibidticos. Los resultados de las pruebas de resistencia a

antibiéticos mediante multidiscos combinados (BIO RAD ) se muestran en
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la tabla 2. En la tabla se aprecian los valores de los halos de inhibicion de

las cepas bacterianas ante cada uno de los antibidticos utilizados. Se

puede observar que en algunos casos los halos de inhibicién fueron muy

grandes y en otros muy pequefios. De todas las cepas algunas no

presentaron crecimiento en la placa con PDA, incluso después de haber

resembrado en cuatro ocasiones cada una de las cepas, estas cepas

fueron PM2B4, PM2B5, PM2B6, PM2B7, PM3B2, PM3B5, PM3B6,

PM3B7, PM3B9 y PM5B2.

Tabla 7. Patron de resistencia a diferentes antibidticos de las bacterias

aisladas
. ANTIBIOTICOS

Bacteria

CF CL E | AM AK |[SXT|CRO| GE |[NET|ENX| DC | PE
PM1B1 | 41,2 |17,2136,9|445| 13 |21,8|156 (17,2]| 6,8 | 19 |20,2|13,8
PM1B2 0 12,8| 0 |18,3| 3,46 |30,6| 34,4 | 13 0 | 91 0 0
PM1B3 | 294 |226| 96 |145| 84 |18,1| 13,6 0 0 30 [17,4] O
PM1B4 | 31,7 (146 0 |27.4| 9,1 |27,2|389 | 7,4 |9,09| 17 0 0
PM1B5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PM1B6 | 8,26 [22,3| 0 |206|11,07|31,8| 33 |88 | 9,9 | 14 0 0
PM1B7 | 33,96 | 12,2110,5|28,3| 13,6 (28,5| 14,7 |[11,1] O 19 0 0
PM1B8 0 0 0 0 13,9 (196|152 | 0O 0 21 0 0




PM1B9 [ 20,2 |216] O |[11,8] 8 0O [101 |116]12,1] 256 |131] O
PM2B1 [ 8,06 21,888 | O 6,2 0 14 [12,3|122] 31 [122| O
PM2B2 [ 36,18 | 58 | 86 | 37 | 238 | 0 |12,2)232|568| 21 [228] O
PM2B3 | 134 | 24 | O 0 |979 | 0 0 0 |842] 17 0 0
PM2B4 | /I nu i i i 1l e i i
PM2BS | /I ni i I il 1 N/ AN
PM2B6 | /I N/ Il I 1 /NN
PM2B7 | /Il /N il I 1 /NN RN/
PM3B1 | 48 [19,9]|28,4]|23,3| 21,6 |53,6| 46 |20,8|10,6| 22 |14,4|22,6
PM3B2 | /Il mi i I il 1 e i i
PM3B3 0 0 0 0 0 84198 | 0 0 16 0 0
PM3B4 | 30,4 |258/10,8]1222| 11 214|174 ] O 0 19 [23,2]19,2
PM3B5 | /I /NN il I 1 /NN
PM3B6 | /I /N I I il /NN
PM3B7 | /Il ne i I il Il NN
PM3B8 0 0 0 0 94 178907 | O 0 |66 ]| 0 0
PM3B9 | /Il N/ il I 1 /NN RN/
PM4B1 | 18,3 |18,2]|12,8|22,7| 8,6 0 |149|132(154| 34 |88 | 34
PM4B2 0 0 0 0 | 158 |255|16,2]| O 0 11 0 |74
PM4B3 | 47,2 |13,4]|18,6 30,6 | 13,5 |394| 264 |13,3|10,4| 24 |13,6|17,3
PM5B1 0 0 0 |164]| 224 | 21 0 |6,2]184| 30 |93 |123
PMS5B2 | /I /N il I 1 /NN
PM5B3 | 28,8 | 20 |13,8|43,4| 124 |28,2| 13,8 | 16 |14,1]| 36 |[17,8]22/4
PM6B1 [ 17,41 961 0 |13,9| 12,6 |9,43| 206 | O 0 28 0 0
PM6B2 0 0 0 0 | 126 |189(174 | O 0 17 0 0
PM6B3 0 0 0 0 | 111 1276|223 | 0 0 24 0 0

Gram.

AK=amikacina
AM= ampicilina
CF=cefalotina
CRO= ceftriaxona
CL=cloranfenicol

DC= dicloxacilina
ENX=enoxacina
E=eritromicina
GE=gentamicina
NET=netiimicina
PE= penicillina

SXT=sulfametoxazol
Tabla 8. Resumen de la resistencia de las bacterias a antibioticos y tincidon
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Aislado de Bacteria Resistencia (antibiéticos) Gram
Guarianthe PM1B1 | CF, CL, E, AM, AK, SXT, CRO, GE, NET, ENX, DC, PE Negativo
aurantiaca PM1B2 | CL, AM, AK, SXT, CRO, GE, ENX, DC Negativo
PM1B3 | CF, CL, E, AM, AK, SXT, CRO, ENX, DC Negativo
PM1B4 | CF, CL, AM, AK, SXT, CRO, GE, NET, ENX, Negativo
PM1B5 [ CF, CL, E, AM, AK, SXT, CRO, GE, NET, ENX, DC Negativo
PM1B6 |CF, CL, AM, AK, SXT, CRO, GE, NET, ENX, Negativo
PM1B7 |CF, CL, E, AM, AK, SXT, CRO, GE, ENX Negativo
PM1B8 | AK, SXT, CRO, ENX Negativo
PM1B9 | CF, CL, AM, AK,CRO, GE, NET, ENX, DC Negativo
PM2B1 | CF, CL, E, AK, CRO, GE, NET, ENX, DC Negativo
PM2B2 | CF, CL, E, AM, AK, CRO, GE, NET, ENX, DC Negativo
PM2B3 |CF, CL, AK, NET, ENX, Positivo
No presento crecimiento en la placa con antibiograma después
PM2B4 | de 4 repeticiones Negativo
Notylia barkeri No presento crecimiento en la placa con antibiograma después
PM2B5 |de 4 repeticiones Negativo
No presento crecimiento en la placa con antibiograma después
PM2B6 |de 4 repeticiones Negativo
No presento crecimiento en la placa con antibiograma después
PM2B7 |de 4 repeticiones Negativo
PM3B1 | CF, CL, E, AM, AK, SXT, CRO, GE, NET, ENX, DC, PE Negativo
No presento crecimiento en la placa con antibiograma después
PM3B2 | de 4 repeticiones Positivo
PM3B3 | SXT, CRO, ENX Negativo
Trichocentrum PM3B4 [ CF, CL, E, AM. AK, SXT, CRO, ENX, DC, PE Negativo
oerstedii No presento crecimiento en la placa con antibiograma después
PM3B5 |de 4 repeticiones Negativo
No presento crecimiento en la placa con antibiograma después
PM3B6 |de 4 repeticiones Positivo
No presento crecimiento en la placa con antibiograma después
PM3B7 |de 4 repeticiones Negativo
PM3B8 | AK, SXT, CRO, ENX Negativo
No presento crecimiento en la placa con antibiograma después
PM3B9 |de 4 repeticiones Negativo
PM4B1 |CF, CL, E, AM, AK, CRO, GE, NET, ENX, DC, PE Positivo
Stelis aeolica PM4B2 | AK, SXT, CRO, ENX, PE Negativo
PM4B3 | CF, CL, E, AM, AK, SXT, CRO, GE, NET, ENX, DC, PE Negativo
PM5B1 | AM, AK, SXT, GE, NET, ENX, DC, PE Negativo
Anasthallis No presento crecimiento en la placa con antibiograma después
racemifolia PM5B2 | de 4 repeticiones Negativo
PM5B3 | CF, CL, E, AM, AK, SXT, CRO, GE, NET, ENX, DC, PE Positivo
PM6B1 | CF, CL, AM, AK, SXT, CRO, ENX, Negativo
Erycina crista ga/// PM6B2 AK, SXT, CRO, ENX Negatlvo
PM6B3 | AK, SXT, CRO, ENX Negativo

En la tabla anterior se resumen los resultados obtenidos en el

procesamiento de las bacterias mostrando la orquidea de la que fueron
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aisladas, la clave de la bacteria, los antibidticos a los cuales fueron

resistentes y el tipo de Gram de cada una de las cepas.

7. DISCUSION.

La tincion de raices solo se llevd a cabo en plantas de

Trichocentrum oerstedii por ser la unica especie de la cual se tenian
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varias plantas en el laboratorio, lo ideal en este caso era realizar la tincidén
de raices de todas las especies con las cuales se trabajo, para aparte de
observar los pelotones poder ver el nivel de colonizacion en las raices. A
pesar de esto tanto hifas como pelotones se pudieron observar
claramente dentro de las raices de Trichocentrum oerstedii con los tres
colorantes utilizados.

Al llevar a cabo el aislamiento de las raices de las orquideas, se
obtuvo variedad en el numero de aislados de hongos por planta,
observando que en una de ellas, Anasthallis racemiflora hubo
especificidad, ya que solo se obtuvo un hongo. Las cinco orquideas
restantes fueron promiscuas variando el numero de hongos aislados de
cada una de ellas. Esto puede deberse tal vez a los distintos
requerimientos nutricionales de cada una de las orquideas, ya sea que
algunas necesiten mayor cantidad de nutrientes, o que haya una
asociacién entre hongos para proporcionar los nutrientes, en el caso de
las promiscuas, y otras, las especificas en las que un hongo es capaz de
proporcionar los nutrientes necesarios a la planta. Pero para poder
determinar si todos los hongos aislados son micorricicos de las orquideas
con las que se trabajé es necesario hacer inoculacién de las semillas y
pruebas de germinacion, debido a que tal vez lo sean pero algunos
mejores que otros.

Al realizar la identificacion de hongos pueden existir algunos problemas,
el mas comun es determinar la o las caracteristicas distintivas de los
organismos de un mismo género o especie y en base a esto identificarlos,

sin embargo los hongos pueden presentar caracteristicas morfolégicas
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muy similares que nos lleven a una identificacion errénea, y este trabajo
no fue la excepcion, es por ello que se ha recurrido a técnicas
moleculares que ayuden a realizar una identificaciéon mas precisa.

En este caso antes de iniciar con la técnica molecular
seleccionada, PCR-RAPDs, se realizé una prueba (mezcla de reaccion
para PCR-RAPDs sin DNA) para determinar si los iniciadores arbitrarios
de la serie OPC que se tenian en el laboratorio (OPC 2, OPC 5, OPC 7,
OPC 8, OPC 9, OPC 10, OPC 11, OPC 12, OPC 13, OPC 14, OPC15,
OPC 16, OPC 17, OPC18, OPC19, OPC 20), no se habian degradado.
Desafortunadamente de todos los iniciadores probados solo dos , el OPC
8 y el OPC 11 se encontraban en buenas condiciones para ser utilizados,
sin embargo la cantidad de cada una de ellos no fue suficiente para poder
realizar repeticiones de cada aislado. Los resultados moleculares aqui
presentados se obtuvieron con este par de iniciadores, siendo con el
iniciador OPC 8 con el que se presentaron mayor cantidad de bandas
similares entre hongos pertenecientes al mismo género, esto se observo
con mayor claridad en el caso de Rhizoctonia sp. y Trichoderma sp.. Con
el iniciador OPC 11 solo en Trichoderma sp. se puede observar un par de
bandas que permiten hipotetizar que se trata de Trichoderma sp.. Pero
para poder realizar una identificacion precisa se necesita hacer un mayor
numero de pruebas, con mas iniciadores, seleccionando los que
proporcionen el mayor numero de bandas de igual tamano, permitiendo
asi determinar si se trata del mismo género y especie de hongos.

En varios articulos e investigaciones realizadas anteriormente se ha

reportado que miembros del género Rhizoctonia, en especial Rhizoctonia



79

solani, han demostrado ser unos de los mejores simbiontes de orquideas
(Milligan y Williams,1988). De las cepas de Rhizoctonia obtenidas en este
trabajo de investigacion al parecer ninguna resultd ser Rhizoctonia solani,
pues de los resultados obtenidos con los iniciadores especificos PC1F y
PC1R para Rhizoctonia solani (Weerasena et al, 2004), no hubo
amplificacion, esto pudo deberse a varios factores, uno posiblemente a
los equipos y reactivos utilizados, ya que como se mencioné antes, al
utilizar equipos y reactivos diferentes a los reportados en los articulos los
resultados pueden variar, otro factor es la contaminacion, pero también
puede ser que la region especifica del genoma de Rhizoctonia solani no
esta presente en los aislados que obtuvimos. Sin embargo se puede
apreciar que probablemente 4 de los aislados son de la misma especie,
pues las bandas obtenidas son iguales.

En los ultimos anos se han realizado estudios en los que se
muestran que pueden existir bacterias promotoras de crecimiento
relacionadas con las orquideas (Tsavkelova, 2005), desafortunadamente
como es una linea de investigacibn es nueva, necesita una mayor
inversion de tiempo, esfuerzo y dinero, es por ello que en este trabajo solo
se realizd el aislamiento y se inicié la identificacion y clasificacion de las
bacterias para poder abrir esta linea de investigacion en el Laboratorio de
Bioquimica Ecolégica del CINVESTAV — UNIDAD IRAPUATO.

Tal vez los resultados aqui presentados no sean muy
contundentes, sin embargo permiten profundizar un poco mas y dar
opciones para resolver algunas de las interrogantes referentes a la

relacion simbidtica entre la orquidea y el hongo, aun asi faltan muchos
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estudios por realizar, no se ha profundizado en otros aspectos
importantes como lo son el conocer como la planta “selecciona” al o los
hongos simbiontes, como se da este proceso, si existe algun tipo de
sefalizacion emitido por la planta para que el hongo actue sobre ella,
como se lleva a cabo el intercambio de nutrientes, en fin son tantos los
procesos relacionados con esta simbiosis , como las dudas que se tienen

sobre ellos.

8. CONCLUSIONES.

En orquideas epifitas existe una asociacion simbidtica, la cual
puede ser entre una orquidea y varios hongos, ya que tal vez cada hongo

proporcione a la planta distintos metabolitos o que exista una asociacién



81

de varios hongos que le brinden a la planta el o los nutrientes necesarios

para que ésta continue con su desarrollo.

Trichoderma sp. fue el hongo mas comunmente encontrado en las
especies de orquideas estudiadas. Sin embargo, Rhizoctonia sp., también

estuvo presente en la mayoria ellas.

La técnica de identificacion de hongos basada en la morfologia es
rapida y relativamente sencilla, pero es comun que se cometan errores de
identificacion al realizarla. En este caso las dificultades presentadas en la
identificacion morfolégica solo permitieron realizar una identificacion de

los hongos hasta nivel de género.

PCR-RAPDs es una técnica que puede ayudar a realizar una mejor
identificacién, permitiendo corroborar la identificacion basada en la
morfologia. En el caso de Trichoderma y Rhizoctonia, se logré apreciar
mejor la similitud en las bandas obtenidas, demostrando la relacién

genética que existe entre los hongos.

9. PERSPECTIVAS.

Este trabajo es el inicio de una serie de investigaciones que
permitan conocer los aspectos implicados en la relacién orquidea, en
este caso epifita, y el hongo, aqui solo se presenta el primer paso, que es

el aislamiento e identificacion preliminar de los hongos, sin embargo se
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pretende con estos hongos inocular semillas de las orquideas con las
cuales se trabajé para realizar pruebas de germinacion que nos permitan
seleccionar los mejores hongos micorricicos. Todo esto se realiza con el
fin de restaurar y conservar las poblaciones de orquideas epifitas de la
region del Soconusco.

Respecto a la identificacion de los hongos aqui aislados, se pretende
crear un iniciador especifico para cada uno de ellos, esto se haria
comparando las bandas amplificadas mediante la técnica de RAPDs o
Polimorfismo de DNA Amplificado al Azar, para luego seleccionar vy
secuenciar fragmentos generados de manera especifica. Esta secuencia
se traduciria en un marcador molecular, mejor conocido como Secuencia
Caracterizada de una Region Amplificada o SCAR por sus siglas en inglés
“Sequense Characterized Amplified Region”, las cuales permitiran generar

iniciadores especificos para la identificacién de cada hongo.
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11. APENDICES.

APENCICE UNO.
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En este apéndice se muestran las soluciones utilizadas la tincion de

raices.

Acetoglicerol.

Acido acetico al 85%

Glicerol

Agua destilada.

Para preparar el colorante se hace de la misma manera que el

acetoglicerol agregando al final el colorante.

APENDICE DOS.

Todos los reactivos, enzimas, material y medios de cultivo fueron

adquiridos de Gibco, Sigma, Bio Rad, Invitrogen o Amersham.



A) Soluciones para la extraccion de DNA cromosémico.

Regulador de lisis ( Buffer Dellaporta).
Tris-HCI 100 mM pH 5.8

EDTA 50 mM pH 8.0

NaCl 500 mM

10 mM beta-mercaptoethanol

1.3% SDS

Fenol-Cloroformo.

Mezclar un volumen igual de fenol y cloroformo.
Acetato de Sodio 5 M.

5Ma pH 5.2

Isopropanol frio al 100%

Etano al 70%

B) Electroforesis de acidos nucleicos.

Tris-borato (TBE 5X).
Tris base 54g
Acido bérico 27.5¢g

EDTA 0.5 M pH 5.8 20ml
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Regulador de carga para electrtoforesis.

Glicerol 30%
EDTA pH 8.0 25 mM

Naranja G 0.025%

Guardar a 4% vy utilizar una parte de esta solucién por cada tres partes de

acido nucleico.

Marcador de peso molecular.

Pst |

DNAA (0.4 pg/ pL) 45l
Buffer de reaccion 2 (10X) 5.5 uL
Enzima Pstl 4.5 uL

Hind 1l

DNA A (0.4 pug /L) 45 L
Buffer de reaccion 2 (10X) 5.5 uL

Enzima Hind Il 4.5 pL

En ambos casos se prepard la reaccion, DNA A y buffer de reacciéon 2
(10X), se incubd a 37°C por una hora y media, posteriormente se
adicionaron 4.5 de enzima respectivamente, ahora incubando por un

periodo de dos horas a 37°C. Para inactivar la enzima se sometié a una
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temperatura de 65°C por veinte minutos. Se comprobd la digestion

mediante una electroforesis.

Geles de agarosa.
Agarosa al 1.5 %:
Agarosa 0.75 g

TBE 5X 5 ml

Agua destilada 50 ml

Todos estos reactivos se mezclan y se funden.

C) Medios de Cultivo.
Medio PDA (Agar Papa Dextrosa).
Papas 200 g/I
D-glucosa 10g/I

Agar bacterioldgico 18g/l

Se cortan las papas y se ponen en agua hirviendo durante 20 minutos,
para luego filtrar el agua y agregar el agar para preparar el medio sélido.

Se esteriliza en autoclave a 20 Ibs durante 15 minutos.
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APENDICE TRES.

En este apéndice se muestran las secuencias de los iniciadores utilizados

en este trabajo.

Iniciadores especificos para Rhizoctonis solani

PC1F

5 TATCGTGAGGAGTGGAAAGC 3



PC1R

5 TGTCCAACTCATAACACCCG 3

Iniciadores aleatorios OPC 8 y OPC 11

OPC 8

5 TGGACCGGTG 3

OPC 11

5 AAAGCTGCGG 3
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