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Confirmaciéon del habito endéfito de Xylaria liquidambaris en frutos
de Liquidambar styraciflua
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RESUMEN

Antecedentes: En México, se conocen 12 especies de Xylaria sobre frutos y semillas, X. liquidambaris crece sobre
frutos de Liquidambar styraciflua. Hasta ahora, su habito de crecimiento (endéfito, saprobio o parasito) no ha sido
caracterizado.

Objetivo: Determinar el habito de crecimiento de X. liquidambaris, con el fin de ampliar la informacién sobre su eco-
logia, hébitat y cultivo, para construir una discusién sobre su conservacion.

Métodos: En época de secas se recolectaron frutos de L. styraciflua, en el ANP La Martinica, Banderilla, Veracruz. Los
frutos se clasificaron en categorias segln su estado de maduracién. Porciones de los frutos, fueron procesadas para
recuperar los hongos endoéfitos, en medios sélidos y liquidos, con y sin extractos de frutos de liquidambar triturados.

Resultados y conclusiones: Se corroboré el habito endéfito de X. liquidambaris, la Unica especie recuperada en el
proceso experimental. El micelio de los frutos requirié 60 dias para formar estromas y el micelio cultivado en medios
solidos y liquidos 90 dias. Estos resultados aportan elementos para construir una discusién que contribuya a evaluar de
mejor manera su ecologia y estado de conservacion. La via de infeccién de los frutos necesita ser estudiada a detalle.
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ABSTRACT

Background: In Mexico, 12 species of Xylaria are known on fruits and seeds, X. liquidambaris grows on fruits of Liqui-
dambar styraciflua. So far, their growth habit (endophytic, saprophytic, or parasitic) has not been characterized.

Objective: To determine the growth habit of X. liquidambaris, in order to expand information on its ecology, habitat
and cultivation, in order to build a discussion on its conservation.

Methods: Fruits of L. styraciflua were collected during the dry season in the ANP La Martinica, Banderilla, Veracruz.
Fruits were classified into categories according to their ripening stage. Portions of the fruits were processed to recover
endophytic fungi, in solid and liquid media, with and without extracts of crushed liquid amber fruits.

Results and conclusions: The endophytic habit of X. liquidambaris, the only species recovered in the experimental
process, was corroborated. Mycelium from fruits required 60 days to form stromata and mycelium grown on solid and
liquid media required 90 days. These results provide elements to build a discussion that will contribute to a better eva-
luation of its ecology and conservation status. The route of infection of the fruits needs to be studied in detail.
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INTRODUCTION

El género Xylaria Hill ex Schrank (Xylariaceae), com-
prende aproximadamente 300 especies, de las cuales
solo el 8.3 % habitan en frutos y semillas (Ju et al.
2018). Tanto la familia como el género son de amplia
distribucién y estdan mas documentados en las regio-
nes tropicales y subtropicales (Van der Gutch 1995,
Whalley 1996, Rogers, 2000). Colonizan sustratos va-
riados: restos de madera muerta de angiospermas y
gimnospermas, hojas caidas, nidos de termitas y hor-
migas, semillas y frutos caidos (Ju et al. 2018).

Las especies que crecen en frutos y semillas estén
poco estudiadas, solo 25 especies se han citado de
estos sustratos (Ju et al. 2018); y se ha sefialado que
son especificas a sus hospederos. Sobre la manera en
que colonizan los frutos se han sugerido dos vias 1)
que los frutos acttian como “cebos” para especies de
Xylaria cuando estan en el suelo o 2) que los frutos
estan infectados desde que estdn desarrollandose
(Rogers 1979); posteriormente Rogers et al. (2008)
mencionaron, en un trabajo sobre como se infecta-
ban los frutos de Crataegus monogyna por Xylaria
oxyacanthae, que esta especie fue aislada de frutos
de Crataegus y que es probable que sea mediante
las partes florales, el estudio también sugirié que el
inoculo primario eran los conidios que coincidian con
la etapa de floracion.

Xylaria incluye especies saprobias, patégenas y en-
dofitas, aunque los limites entre estos estilos de vida
a veces no estan bien definidos (Whalley 1996), es-
tudios previos indican que los endéfitos son muy
diversos y representan a muchos géneros de xilaria-
ceos que colonizan sustratos especificos (U'Ren et al.
2016).

Se han estudiado 25 especies que habitan en frutos y
semillas (Ju et al. 2018) de las cuales en México se co-
noce 12 especies, equivalente al 4 % de las especies
en estos sustratos (San Martin y Rogers 1995, Rogers
et al. 2002), aunque actualmente dos de ellas: Xylaria
aristata y X. ianthinovelutina pertenecen a los géne-
ros Podosordaria Ellis & Holw. y Xylosphaera Dumort.,
respetivamente (Tabla 1). Estudiar tanto el habito, es
decir la manera de crecer de un hongo, como el habi-
tat o lugar donde crece un organismo (Ulloa y Hanlin
2000) son aspectos importantes en la Ecologia de las
especies fungicas.

MEDEL-ORTIZ et al., Habito endéfito de Xylaria liquidambaris

Xylaria liquidambaris se asocia a los frutos de Liqui-
dambar styraciflua L. especie comin en el bosque
mesofilo de montafia de Veracruz y es frecuente ob-
servarla en los bancos de frutos debajo de los arbo-
les, ya sea superficiales o enterradas, mostrando solo
las puntas blanquecinas o de color rosa pélido, de los
estromas inmaduros (Figura 1A-B). Fue descrita de Es-
tados Unidos (Florida) por Rogers et al. (2002), quie-
nes mencionaron que X liquidambaris era exclusiva
de los frutos de Liquidambar styraciflua: y que otras
dos especies afines son X. persicaria (Schwein.) Ber. &
Curtis tipica de Prunus persicay X. carpophyla (Pers.)
Fries creciendo en frutos de Fagus spp; en el mismo
trabajo, se describieron dos especies mas para Méxi-
co: X. jaliscoensis San Martin, J. D. Rogers & Y. M. Ju
sobre frutos de Magnolia iltisiana y X. magnolie var.
microspora (actualmente X. magnoliae J. D. Rogers)
en frutos de Magnolia sp. (Rogers et al. 2002). Xyla-
ria liquidambaris fue considerada por Medel (2013)
como una de las especies tipicas del bosque mesoéfilo
de Veracruz.

El objetivo de este trabajo es determinar el habito de
crecimiento de Xylaria liquidambaris, con la finalidad
de ampliar informacién sobre su ecologia y cultivo de
esta especie tipica del bosque meséfilo de montafia,
y con esta informacién construir una discusién sobre
su conservacion.

MATERIALES Y METODOS

La recuperacion de hongos endéfitos de hojas es una
técnica sencilla (Medel et al. 2021). Sin embargo, la
corroboracion del hdbito endéfito en frutos y semillas
de plantas vasculares depende de la naturaleza del
fruto de la especie a estudiar, ya que seccionar algu-
nos frutos o semillas muy duros o de morfologia com-
plicada requiere hacerse de manera particular. Para
este estudio, se modifico la técnica estdndar hongos
endéfitos (Medel et al. 2021), la cual se describe a
continuacion: durante la época de secas, entre los
meses de enero a marzo del 2022, se recolectaron
frutos de Liquidambar styraciflua de una poblacion
de mas de 30 arboles, localizados en el Area Natu-
ral Protegida La Martinica (19° 3521.9" N; 96° 57'
7"W) en el municipio de Banderilla, Veracruz, México.
Se eligi¢ la temporada de secas para evitar cualquier
fuente de inoculacién proveniente de estromas ya de-
sarrollados.
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Table 1. Especies de Xylaria asociadas a frutos o restos de frutos en México
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Especie

Fruto

Referencia

Xylaria arbuscula Sacc.

X. aristata Mont.
(=Podosordaria aristata (Mont.)
P.M.D. Martin

X. duranii F. San Martin & Vanoye

X. guazumae San Martin & J. D. Roger

X. ianthino-velutina (Mont.)
Fr. (=Xylosphaera ianthinovelutina
(Mont.) Dennis)

X. inaequalis Berk. & M.A.Curtis

X. juniperus Starb. var. asperula Satrb.

X. cf. |hermii Pat.

X. liquidambaris

X. magnoliae J.D. Rogers

X. oxyacanthae Tul.

X. persicaria (Schwein.: Fr.)
Berk. & M. A. Curtis

Swietenia macrophylla

Guazuma ulmifolia

Quercus polymorpha

Guazuma ulmifolia y Vitaceae

Pithecellobium flexicaule, Inga sp.,
residuos de frutos de Annona sp.,
G. ulmifolia y carpelos de

S. macrophylla

S. macrophylla

Quercus aff. germana

Frutos no identificados

Liquidambar styraciflua

Magnolia schiedeana y M. iltisiana

G. ulmifolia, Erblichia standleyi,

Spondias mombin,
Crataegus sp. y Carya sp.

Prunus sp.

San Martin & Rogers (1989)

San Martin & Rogers (1989)

San Martin et al. (2001)

San Martin & Rogers (1989)

San Martin & Rogers (1989)

San Martin & Rogers (1989)

San Martin & Rogers (1995)

San Martin & Rogers (1995)

Rogers et al. 2002

San Martin & Rogers (1989)

San Martin & Rogers (1989)

San Martin & Rogers (1989)




Los frutos se clasificaron en siete categorias segun
su estado de maduracion, desde recién caidos hasta
muy degradados (Figura 1A-D). Los frutos fueron fo-
tografiados con una cdmara Nikkon S100 y una cadma-
ra Cannon Rebel T7 en el Laboratorio de Micologia
Integral (LaMi) del Centro de Investigacién en Mico-
logia Aplicada de la Universidad Veracruzana, toman-
do esta etapa como el tiempo cero. Posteriormente,
fragmentos de los frutos fueron procesados de acuer-
do con una modificacién de la técnica de Medel et al.
(2021) cambiando el tiempo de remojo de los frutos
en hipoclorito de sodio al 3 % de 10 a 15 min, una
vez lavados se partieron a la mitad en condiciones
estériles y las porciones mas sélidas (centro del fruto)
fueron extraidos con bisturi estéril cortando fragmen-
tos de aproximadamente 0.5 cm? para su aislamiento
en medio de papa dextrosa agar (PDA); la recupera-
ciéon de micelio correspondié a un solo tipo, el cual
presenta las caracteristicas tipicas del género Xylaria
(micelio, blanquecino con tonos grisaceo, margen
fimbriado y presencia de zonas concéntricas). La cepa
fue inoculada en matraces Erlenmeyer con PDA y se
incubaron por 30 dias a 27 °C (Figura 1C). Los frutos
de los cuales se realizaron aislamientos se colocaron
en camaras himedas, rocidndolos con agua corrien-
te cada cuatro dias, para monitorear la presencia de
micelio y el desarrollo de estromas (Figura 2 A-B).
La cepa se encuentra depositada en el cepario del
Centro de Investigacion en

Micologia Aplicada de la Universidad Veracruzana
bajo la referencia CIMA-RM3114.

La cepa pura, la cual consiste en un solo tipo de ma-
terial genético (Figura 2 C-D) se resembrd en tres
medios de cultivo para probar su mejor crecimiento:
aserrin de pino estéril/PDA, agar bacteriolégico/infu-
sion de frutos de liquidémbar y medio liquido papa
dextrosa. Los medios sélidos se mantuvieron en in-
cubacién a 27 °C y el medio liquido se mantuvo en
agitacion a 110 rpm a temperatura ambiente duran-
te 30 dias, posteriormente los matraces se colocaron
en estatico, revisando cada tres dias para observar el
crecimiento de los estromas hasta los 90 dias.

El medio agar/infusién de frutos de liquidambar, se
elabord con frutos secos, lavados y triturados con una
licuadora semiindustrial, agregando 50 g en 1000 mL
de agua, hirviéndolos durante 20 min. Finalmente se
dejaron enfriar y colocaron 15 g de agar bacteriolégi-
co por cada 1000 mL de infusion. Se inocularon fras-
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cos estériles de boca ancha y se incubaron a 27 °C.

Después de dos meses de inoculados se observé el
inicio de la formacion de los estromas de X. liquidam-
baris. Se elaboraron preparaciones temporales con
agua y solucion de Melzer de los estromas de X. liqui-
dambearis que fructificaron a partir de la cepa CIMA
RM-3114. Se midieron 20 estructuras para determinar
tamafio y forma de las esporas (Medel et al. 2008).

RESULTADOS

Caracteristicas morfoldgicas del micelio en diversos medios
de cultivo

Medio liquido papa dextrosa

Micelio de color blanco a ligeramente color salmon.
Micelio aéreo abundante, formando una capa gelati-
nosa en la parte central. Estromas color salmén desa-
rrollandose en estatico después de cuatro semanas
en el centro y a los méargenes de la colonia, con forma
variable, semicilindricos, en algunos casos con apices
engrosados, algunos son ramificados, con exudados
de color anaranjado. Colonias en PDA con micelio de
color blanco, abundante micelio aéreo, algodonoso,
margen fimbriado, se distribuye por toda la superficie
del medio de cultivo (Figura 3 A-B).

Agar bacterioldgico/infusion de frutos de liquidambar

Micelio de color blanco, algodonoso, siendo més
denso en la parte central y escaso hacia el contorno
del frasco. Micelio aéreo poco abundante. Estromas
jovenes de 11 x 3 mm, de color blanco que se co-
mienzan a ramificar después de 48 dias. Primordios
de estromas de color blanco, que comienzan a for-
marse en el micelio que ha alcanzado el borde del
frasco (Figura 3C).

Aserrin de pino/PDA

Micelio de color blanco en la fase inicial, después
de cuatro semanas se torna color gris oscuro en
algunas zonas de color negro. Micelio aéreo poco
abundante, de color blanco, ligeramente convexo,
con marcadas zonas concéntricas de color negro.
Estromas que se forman después de seis semanas.
Estado teleomodrfico inmaduro de forma cilindrica
con apices agudos, en algunos casos evidentemente
ramificados (Figura 3D).
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Figura 1. A: fruto de liquiddmbar mostrando los estromas inmaduros (puntas ligeramente rosadas a blanquecinas). B: banco de frutos con
crecimientos de estromas de Xylaria liquidambaris. C: secuencia de frutos de L. styraciflua en diversos estados de descomposicién, en el

dia 0. D: dia 60 de las mismas etapas de frutos, donde se observa el crecimiento de estromas de X. liquidambaris
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Figura 2. A: micelio en los frutos de la etapa uno (dia 4). B: micelio en los frutos de la etapa seis. (dia 10). C: anverso de la cepa pura de

Xylaria liquidambaris en medio PDA en el dia 14, donde se observa el inicio del crecimiento de estromas. D: reverso de la cepa pura de

X. liquidambearis.

La recuperacién del micelio aislado de los frutos este-
rilizados, las caracteristicas de las cepas en cultivo y la
produccién de estromas en los matraces, mostré que
se trata de una sola especie, en los medios sélidos
fue donde se observd mejor el crecimiento caracte-
ristico de Xylaria: colonias de color gris blanquecino
con bordes fimbriados y tenues lineas concéntricas en
forma de abanico, y la formacién de estromas de X.
liquidambaris, con los tipicos filamentos largos y esté-
riles (Figura 3 A-D), corroboran el habito enddfito de
la especie en estudio. Ademaés, ninguna otra especie
fue recuperada de los frutos de liquidambar estériles.
Los estromas se desarrollaron tanto en medio sdli-
do como en medio liquido; formandose aproxima-
damente en 60-90 dias, desde la siembra en medio
solido o liquido hasta la formacion de estromas, que
se aprecian de color blanquecino-rosado al principio

y de color negros al ir madurado (Figura 3 A-D). Esto
concuerda con las observaciones de uno de los auto-
res (Medel) quien ha estudiado Xylaria en el campo,
observando que los estromas jévenes, evidenciados
por los apices blanquecinos de los estromas que tar-
dan hasta 60 dias o méas en crecer y madurar.




(2023)Vol. 54: e1440

Figura 3. A-B: Xylaria liquidambaris en cultivo liquido de papa-dextrosa agar. C: estromas inmaduros en medio sélido con infusién de frutos

de Liquidambar styraciflua. D: estromas maduros en medio PDA con aserrin de pino.

Notas taxondmicas
Xylaria liguidambaris J.D. Rogers, Y.M. Ju & F. San
Martin, Sydowia 54 (1): 92 (2002)

El caracteristico habitat (frutos de Liquidambar styra-
ciflua) de esta especie la hace inconfundible, respecto
de las otras especies asociadas a frutos en México.
Presenta estromas cilindricos con &pices agudos y lar-
gos, sobre un estipite largo y tomentoso en la base
y las esporas olivaceas, bigutuladas de 13- 17 (-19) x
4- 6 ym con una linea germinal espiralada, son diag-
nosticos de esta especie de acuerdo con Rogers et
al. (2008).

Se conoce de E.U.A. y de México de Tamaulipas
(como X. persicaria) y de Veracruz de los municipios
de Acajete, Banderilla, Coatepec, San Andrés Tlalnel-
huayocan, Rafael Lucio y Xalapa, en bosque meséfilo

de montafa (Medel et al. 2008, Medel 2013) y de Mi-
choacéan (Becerril et al. 2018).

Material estudiado: VERACRUZ, Municipio de Ban-
derilla, Area Natural Protegida La Martinica, 19°
35721.9" N; 96° 57" 7"W, febrero 18, 2022, Medel
3114 (cepa CIMA-RM3114 cepa aislada y estudiada),
Medel 3117b (CIMA RM3117 cepa aislada); rancho
Tomages, octubre 28, 2022, Medel 3162. Municipio
de San Andrés Tlalnelhuayocan, El Chivizcoyo, octu-
bre 9, 2020, Medel 3032. Municipio de Xalapa, jardin
del Centro de Investigacion en Micologia Aplicada
(CIMA), UV, octubre 29, 2022, Medel 3149; zona ur-
bana en domicilio particular, bajo un arbol de Liqui-
dambar, octubre 29, 2022, Medel 3174.




DISCUSION

Previamente se habia sugerido que la recurrencia es-
pecie-hospedero en X. liquidambaris se debia al ha-
bito endéfito (U'Ren et al. 2016). Los resultados de
nuestro estudio corroboran el hdbito endéfito de esta
especie en frutos de L. styraciflua, mostrando forma-
cién de estromas tanto en frutos esterilizados como
en medios de cultivo. Cabe destacar que ademas fue
la Unica especie recuperada de los fragmentos de fru-
tos de liquidambar.

La manera en que llegan las especies de Xylaria a
colonizar los frutos y semillas, ain no estd definida
claramente. Rogers et al. (2008) mencionaron la po-
sibilidad de que, al menos en Xylaria oxyacanthae, la
llegada a los frutos de Crataegus monogyna pudiera
ser por la via floral y que la fuente primaria de in6culo
eran los conidios, ya que coincidié su presencia con la
época de floracién. Aunque nosotros no exploramos
las flores, probamos la presencia del hongo en frutos
recién caidos, descartando inoculacién por estromas,
ya que era época de secas.

Rodriguez et al. (2009) identificaron cuatro clases de
infecciéon enddfita en las plantas; la Clase | no corres-
ponderia a este estudio por involucrar hongos de la
familia Clavicipitaceae, en tanto que las clases II, lll y
IV involucran enddfitos transmitidos horizontal o ver-
ticalmente en brotes, raiz y rizomas por hongos no
clavicipitdceos (como seria Xylaria). Es decir, ningu-
na de las cuatro clases menciona la transmision hori-
zontal via las flores, que nosotros suponemos podria
ser un caso, como se ha mencionado al inicio de esta
discusion. El estudio de este tema podria contribuir
a proponer una quinta clase de infeccién endofitica.
Debido a que las especies de Xylaria habitan varias
partes de las plantas (cortezas, hojas o frutos), la ma-
yoria pueden ser estudiadas bajo la técnica de re-
cuperacion de enddfitos, utilizada en este trabajo o
modificaciones de ésta, con el fin de poder aportar
informacién para establecer dos aspectos: 1) confir-
macion del hébitat y hébito de crecimiento o estilos
de vida, y 2) contribuir con informacién para estable-
cer algun criterio dentro de la NOM-059 que se en-
cuentran en los Anexos | y Il (SEMARNAT 2010).
Sobre las implicaciones que tiene desarrollar estudios
sobre aspectos de la ecologia de una especie, estos
son muy importantes, porque la herramienta que per-
mite estimar los factores de riesgo de especies en
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la NOM-059 es el Método de Evaluacién de Riesgo
(MER), el cual evalta cuatro aspectos: a) caracteris-
ticas de la distribuciéon geogréfica, b) caracteristicas
del hébitat, c) vulnerabilidad bioldgica intrinseca y d)
indice de impacto antropogénico. Las categorias a, b
y c estan relacionadas con informacién contenida en
este trabajo para la especie estudiada.

El conocimiento del hébito y del habitat, asi como la
obtenciéon de cepas de la especie en cuestion son fac-
tores relevantes al asignar alguna categoria de riesgo
dentro de la NOM-059-Semarnat-2010.

CONCLUSIONES

Se corroboré el habito enddfito de Xylaria liqui-
dambearis, la manera en que ésta especie llega a pe-
netrar en los frutos probablemente es un estado de
colonizacion enddfita no descrita a detalle que invo-
lucra la inoculacién del hongo desde las flores. Se
requieren mas estudios en especies de Xylaria aso-
ciadas a frutos y semillas para determinar este tipo de
transmision.
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