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RESUMEN

La interaccion orquidea-hongo es indispensable en la naturaleza para un
eficiente crecimiento de las semillas de orquidea. En el presente estudio se
aislaron dos hongos micorrizicos que fueron probados para la germinacion
simbidtica con semillas de cinco especies de orquideas del Orquideario de la
Universidad de Cuenca. Se utilizaron medios de cultivo nutritivos para la
obtencién y purificacion de hongos micorrizicos: y un medio enriquecido con
avena para la germinacién simbiética con las semillas. Se formulé el medio
Murashige & Skoog enriquecido con coco para germinacioén del grupo control
de semillas. Los géneros de los hongos micorrizicos aislados fueron
caracterizados a nivel de género como Tullasnela sp. y Cerratobasidium sp.
Estos hongos se emplearon para evaluar la germinacion simbidtica con las
semillas de orquideas Epidendrum, Oncidium, Cochlioda Masdevallia y
Symphyglossum. Se compararon los periodos de crecimiento las semillas con
el grupo control. Todas las semillas evaluadas microscopicamente llegaron al
estadio cinco en un periodo de crecimiento minimo de siete dias. El andlisis de
resultados permite concluir el crecimiento de semillas de orquideas es
optimizado en asociacion micorrizica con Cerratobasidium sp., y exposicion a la
luz.

Palabras Claves: Orquidea, micorriza, cerratobasidium
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ABSTRACT

Orchid-fungus interaction is essential in nature for the efficient growth of orchid
seeds. In this study two mycorrhizal fungi were tested for symbiotic seed
germination of five species of orchids from the Orchid greenhouse the
University of Cuenca. Nutritious culture media were used for mycorrhizal fungi
isolation and purification. For symbiotic germination, and oat-based nutritious
medium was used. The control group of orchids grown in Murashige-Skoog
medium seeded with coconut. Mycorrhizal fungi isolates were morphologically
determined as Tullasnela sp. and Cerratobasidium sp. Furthermore, the growth
efficiency in symbiotic associations of the isolated mycorrhizae fungi with seeds
of Epidendrum, Oncidium, Symphyglossum, Cochlioda and Masdevallia orchids
was tested, comparing with a control group. All the seeds evaluated
microscopically reached the stage 5 after a minimum period of growth of seven
days. These results allowed us to conclude growth by means of mycorrhizae
association with the fungus Cerratobasidium sp., and light exposure.

Key Words: Orchid mycorrhiza, cerratobasidium
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INTRODUCCION

El estudio de micorrizas refleja una potencial ayuda para el desarrollo y
conservacion de la gran familia de Orquidaceas; ya que esta familia de plantas
es una de las mas numerosas contando que se han registrado 800 géneros en
el mundo habiendo 219 en el Ecuador; por lo que es muy importante realizar el
estudio de germinacion y propagacion de las mismas, debido a que las
orquideas dependen de las de micorrizas para su nutricibn y germinacion.
(Endara, 2006).

Las semillas de orquideas son plantas carentes de endospermo, es decir, no
tienen fuentes nutricionales para su germinacion; lo que constituye un problema
para su desarrollo, asi es necesario reproducir la simbiosis existente en la
naturaleza para mejorar el desarrollo, supervivencia y conservacion de las

especies. (Rivas, 2008).

El aislamiento de hongos micorrizicos es de gran utilidad ya que permite un
mejor desarrollo de la planta ayudando a una mejor propagacion de cultivos de
orquideas. En la naturaleza la simbiosis hongo-planta permite brindar a la
orquidea los nutrientes principales para germinar y desarrollarse, ya que sin
esta asociacion la planta no sobrevive; en la presente investigacion se realizé
esta simbiosis en laboratorio, es decir que se realiz6 la siembra de las semillas
conjuntamente con el hongo aislado; ya que uno de los problemas en la
propagacion de orquideas se debe a la escasa germinacion de sus semillas,
debido a la deficiente reserva nutritiva del embrion. (Zettler, 2013).

Existen muchos estudios realizados sobre aislamientos de micorrizas (Zettler,
2013) donde se encontraron hongos del género Rhizoctonia, que fueron
aislados y luego sembrados in vitro en simbiosis con semillas de orquideas,
obteniendo buenos resultados para la propagacion de diferentes especies de

orquideas.

En la presente investigacion se aislé e identifico morfolégicamente dos
especies Tullasnela y Cerratobasidium, y fueron probados para la germinacién

simbidtica con 5 especies de orquideas proporcionadas por el orquideario de
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la Universidad de Cuenca; para su posterior andlisis de desarrollo en las
primeras etapas de germinacion y mejorar la propagacion de semillas en

cultivos en el laboratorio del orquideario de la Universidad de Cuenca.

El presente estudio se basoé en los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL:

» Evaluar la germinacion producto de la simbiosis entre semillas de

orquidea y las micorrizas aisladas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Aislar micorrizas a partir de muestras del campo.

e Determinar morfolégicamente los hongos presentes en las micorrizas

recolectadas.
e Adaptar las micorrizas en medios de cultivo nutritivo
e Sembrar en medios de cultivo la simbiosis hongo-planta

e Comparar la germinacion de orquideas con el hongo y sin él, en las fases

tempranas de crecimiento.
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CAPITULO I.

1. MARCO TEORICO
1.1 ORQUIDEAS.
1.1.1 Generalidades:

Las orquideas constituyen la familia de plantas mas larga del mundo,
estimando mas de 25.000 especies, son plantas de gran variabilidad debido a
su distribucién, prevaleciendo en climas calidos. (Dearnaley, 2007). En el
Ecuador una de cada cuatro especies es una orquidea y las podemos
encontrar en los bosques tropicales y en los paramos helados frecuentemente
sobre los arboles, también pueden hallarse sobre: lava volcanica, suelo, rocas,

y cactus. (Salazar, 2005)

1.1.2 Descripcion:

Se diferencia principalmente las siguientes estructuras:

Sépalo central
Pétalo lateral

Polinio

Labelo

Figura 1 Principales partes de la flor de orquidea.

Fuente: C. Aedo y A. Herrero. 2005. Partes de la Flor de Orquidea

1.1.2.1 Cochlioda:

o Etimologia: Del griego Kochliodes que significa caparazén de
caracol, llamado asi por la forma del callo labelar de la especie.
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o Descripcion: Se caracteriza por pseudolobulos de un solo
entrenudo que pueden ser unifoliados o bifoliados, la
inflorescencia nace de la axila de las vainas y las flores no tienen
espolon. Son polinizados por el colibri.

o Distribuciéon y Hébitat: crecen en bosques nublados en alturas
de 2000 a 3500 metros. Se encuentran distribuidos en Colombia,
Perd, Bolivia y En el Ecuador se conocen dos especies.
(Calaway, Escobar, 1998)

Figura 2 Cochlioda sp.

Fuente: Calaway, 1998.

1.1.2.2 Epidendrum:

o Etimologia: del griego epi: sobre y dendrom: arbol, que hace
referencia al habitat usual de la mayoria de sus especies.

o Descripcion: se caracterizan por tener cafias como tallos o
pseudolobulos no superpuestos, sus hojas son planas y sus flores
sin una articulacion entre el ovario y el pedlnculo. Son
polinizadas por las polillas, colibries o mariposas.

o Distribucion y Habitat: crecen en los bosques forestales
hamedos frios de los Andes. Este género esta constituido por

mas de 1000 especies distribuidos en América tropical a 3500
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metros sobre el nivel del mar en el Ecuador se encuentran 442
especies de las cuales 324 se han identificado. (Calaway, 2000)

Figura 3 Epidendrum sp.

(Andrea Crespo y Belén Ortega)

1.1.2.3 Masdevallia:

o Etimologia: llamada asi en honor de José Masdevall botanico y
médico en la corte de Carlos Il de Espafia.

o Descripcion: se caracterizan por la falta de pseudolobulos, sus
hojas son pecioladas o subpecioladas, la Inflorescencia emerge
desde cerca de la base con un anillo, el ovario y el pedicelo se
encuentran unidos. La polinizacion se da por moscas y por los
colibries.

o Distribucién y Habitat: este género se desarrolla en los bosques
hamedos y frios entre alturas de 600 a 3000 metros sobre el nivel
del mar. Se encuentran desde México hasta Brasil y en Ecuador
hay 226 especies que han sido reportados. (Calaway,2002)
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Figura 4 Masdevallia sp.

(Andrea Crespo y Belén Ortega)

1.1.2.4 Pleurothallis:

o Etimologia: del griego pleuron: costilla y thallos: disparar; en
referencia a los muchos tallos que se parecen a nervios ademas
de su hoja sola que sale de cada vértice.

o Descripcion: se caracteriza por la falta de pseudolobulos, los
rizomas pueden ser cortos o largos, su hoja solitaria y la
inflorescencia terminal, ademas hay una unién entre el pedicelo y
los ovarios. La polinizacion se da por pequefias moscas
comunmente del género Lycoria, Bradesia o Drosophila.

o Distribucion y Habitat: crecen generalmente en los bosques
hiamedos con niebla a una altura sobre el nivel del mar
aproximada de 1000 a 2500 metros. En Ecuador se han reportado
472 especies de 1215. (Calaway, 2003)
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Figura 5 Pleurothallis sp.

(Andrea Crespo y Belén Ortega)

1.1.2.5 Oncidium:

o Etimologia: del griego onkos: tumor o hinchazén haciendo
referencia al callo verrugoso del labio.

o Descripcion: caracterizada por la presencia de pseudolobulos
unifoliados o bifoliados, la inflorescencia es extremadamente
variable y producida a partir de las axilas de las vainas, las flores
no contienen espolén. Son generalmente polinizadas por abejas
del género Centris.

o Distribucion y Habitat: generalmente se encuentran sobre los
4000 metros del nivel del mar. En el Ecuador han sido reportadas
alrededor de 127 especies de las 435 que se encuentran

distribuidas en América tropical. (Calaway, 2003)
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Figura 6 Oncidium sp.

(Andrea Crespo y Belén Ortega)

1.1.2.6 Symphyglossum:

o Etimologia: del griego glossos: lengua.

o Descripcion: los pseudolobulos estan comprimidos lateralmente
y algo obtusos de los que salen hojas lineares agudas, la espiga
floral es muy larga a veces mas de un metro que en la primavera
se puede llenar de flores.

o Distribucion y Habitat: se encuentran entre 1200 a 2600 metros

sobre el nivel del mar, principalmente en Ecuador y Colombia.
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Figura 7 Symphyglossum sp.
(Andrea Crespo y Belén Ortega)

1.1.3 Distribucion de las Orquideas endémicas del Ecuador:

DISTRIBUCION DE LAS ORQUIDEAS ENDEMICAS ECUATORIANAS
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Simbologia
Sisterna de Coordenadas find viet
WGS_1984 *  Localdades de orquideas endémicas
Avior: Lasue Erdare [ sistema Nacional de Areas Protegidas

Fecha: 6 Mayo 2008

Figura 8 Distribucién de las Orquideas Endémicas del Ecuador y Sistema
de Areas Protegidas.

Fuente: Endara 2006
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En la figura Nro. 8 se puede observar que a lo largo de nuestra red vial
se han podido recolectar la mayoria de las especies endémicas, es decir
propias de la zona; en una zona de 8 kilometros a cada lado de la via, ademas
observamos que la mayoria de las orquideas se encuentran en herbarios de la
region de la sierra y nos orienta a pensar que ya que alrededor de los sistemas
de areas protegidas hay orquideas lo mismo sucederd dentro de estos. Es
necesario un estudio dentro de estas zonas para ampliar la conservacion de

cada una de las especies ya que nuestro pais es mega-diverso. (Endara, 2006)

1.2 MICORRIZAS

1.2.1 Generalidades

Existen en la naturaleza organismos que se benefician mutuamente al vivir
juntos. La asociacion se denomina simbiosis, puede ocurrir entre especies de
un mismo reino o diferentes reinos como el caso de las micorrizas. Las
micorrizas son relaciones simbidticas que se establecen entre las raices de las
plantas y los hongos. De ahi su nombre: mykos que significa hongo y rizha que
es raiz. (Rivas, 2008). En esta simbiosis la planta obtiene nutrientes como
minerales, agua entre otros y el hongo obtiene hidratos de carbono y vitaminas,
ademas las hifas pueden penetrar mas a fondo en la tierra para obtener mas
nutrientes. (Travieso, 2012).

1.2.2 Distribucién de micorrizas en la naturaleza

La relacion micorriza planta se cree que ocurren en el 90% de las familias de
plantas superiores y es necesaria para su sobrevivencia ya que juegan un
papel importante en su nutricibn mineral. La distribucién de ciertas plantas con
flor parece estar controlada por la tolerancia fisiologica de sus hongos
micorrizicos. Por ejemplo se ha encontrado que cuando algunas plantas que no
pueden crecer en ciertas condiciones se debe principalmente a que sus hongos
micorrizicos no toleran esa condicion. Se cree que las micorrizas tuvieron un
papel importante en la colonizacion de la tierra firme por parte de las plantas,
ya que en aquellos tiempos los suelos eran relativamente pobres y los hongos
pudieron haber ayudado a convertir amonio en nitratos y facilitar la absorcion
de fosforo. (Zettler, 2013).
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Las plantas que poseen micorrizas carecen de pelos absorbentes y la funcion
de estos la asumen las hifas de los hongos micorrizicos. Algunos estudiosos
consideran que los hongos son parte del sistema radical en lugar de habitantes
independientes del suelo. Si una plantula se ha desarrollado a partir de una
semilla cultivada en condiciones artificiales, con una solucion rica en nutrientes
y luego se trasplanta al campo, es muy probable que llegue a morir de
desnutricién a pesar de que viva en un suelo rico en sustancias nutritivas. Si se
afiade una pequefia cantidad del suelo del bosque que contenga el hongo, las
plantas creceran rapido y de manera normal. La restauracion del crecimiento

normal es causada por el establecimiento de micorrizas. (Sharma, 2008).

Las plantas se benefician al aprovechar las sustancias absorbidas por los
hongos a través de sus hifas, tales como agua y sales como el fésforo, el cual
es de dificil absorcién para las plantas aunque esté disponible en el suelo. En
otros casos las células de la planta digieren el hongo que vive en su interior y
aprovechan asi otras substancias nutritivas que el hongo ha digerido, absorbido

o producido para su beneficio. (Zettler, 2013).

En la interaccion de la planta con el hongo, las hifas crecen enroscandose
dentro de los tejidos de las orquideas conocidas como pelotones entre las
células corticales. En la mayoria de los casos, el hongo se beneficia con los
productos de la fotosintesis de la planta, principalmente carbohidratos como
azucares, aminoacidos y posiblemente otras sustancias organicas. (Dearnaley,
2007).

1.2.3 MICORRIZAS DE LAS ORQUIDEAS

1.2.3.1 Relacién micorriza-orquidea

Desde finales del siglo XIX se conoce de la existencia de micorrizas en las
raices de las orquideas pero la importancia de esta observacion se llegé a
comprender cuando se entendié su papel en la nutricion y germinacion de las
semillas. Las semillas de las orquideas son sumamente pequefias, por lo tanto
carecen de nutrientes; para suplir esta carencia de nutrientes se generé una

dependencia con hongos que alimentan a los embriones de las semillas. Con el
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tiempo, las semillas y las plantulas jovenes se convirtieron en micotrofos
obligados. (Rivas, 2008)

La micorriza orquidioide se caracteriza porque la mayoria de los hongos que
participan en esta asociaciéon son miembros del género-forma Rhizoctonia. En
las células corticales de las raices el hongo origina una estructura denominada
pelotdn que es un enrollamiento hifal, el cual es degradado por la planta para
obtener nutrientes. En muchos casos las orquideas llegan a formar una
relacion tan dependiente del hongo que se considera que la planta parasita al
hongo, sin embargo el costo energético de esta interaccién puede ser poco

importante para el hongo. (Mosquera, Espinoza, 2010).

Las orquideas en su mayoria necesitan de un hongo simbionte en sus primeros
estadios de crecimiento, ya que sirven como fuente de carbono. (Rasmussen,
2002)

1.2.3.2 Géneros simbiontes orquidioides.

El género-forma Rhizoctonia en su fase asexual (anamorfo) se caracteriza por
presentar un micelio estéril incoloro, que se torna oscuro a medida que va
madurando. Presenta células largas y ramificaciones en angulo recto con
respecto a la hifa principal; en ocasiones se estrecha ligeramente a nivel de la
bifurcacién y posee un septo cerca de ella. En ciertas condiciones, el hongo
produce ramilletes de células cortas y anchas, de forma oval o triangular,
denominadas células monilioides, de las cuales se pueden desarrollar

pequefios esclerocios. (Mosquera, Espinoza, 2010)

La fase sexual (teleomorfo) que corresponde a Rhizoctonia incluye los géneros
Ceratobasidium, Tulasnella, Sebacina y Thanatephorus, los cuales pueden
diferenciarse por sus estructuras reproductivas conformadas por los
basidiocarpos donde se producen las basidiosporas, pero es muy dificil
conseguir estas estructuras reproductivas en condiciones de laboratorio
haciendo de esta manera que su diferenciacion se dificulte. (Mosquera,
Espinoza, 2010)

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega. Pagina 27



15 B

UNIVERSIDAD DE CUENCA. ' __;
==

Una caracteristica de clasificacion para el género-forma Rhizoctonia es el
namero de nucleos en células de hifas jovenes, que pueden ser uni- bi o
multinucleadas. Muchas de las rhizoctonias micorrizicas de orquideas son
binucleadas con su teleomorfo en Ceratobasidium y son menos frecuentes las
multinucleadas, cuyo teleomorfo se expresa en el género Thanatephorus; otro
grupo de Rhizoctonia binucleada corresponde al teleomorfo Tulasnella.

(Mosquera, Espinoza, 2010)

La simbiosis es muy importante debido a que los micelios externos del hongo
facilitan la asimilacion de nutrientes como P, Ca, Mn, N, Mg, Zn por la planta,
contribuyendo de esta manera al mejor desarrollo y funcionalidad fisiologica de
las plantas, gracias a la fijacion del nitrébgeno atmosférico y transporte de
nutrientes. La simbiosis permite un intercambio de nutrientes, ya que los
hongos captan compuestos de carbono de algunos fotosintatos de la planta,
facilitando sus requerimientos nutricionales. (Alarcon y Ferrera 2000)

La simbiosis micorrizica reduce el estrés que puede producirse por falta de
nutrientes, de agua, los cambios de suelo, del pH, metales toxicos o
patdgenos, por lo tanto son de gran utilidad en la propagacion de cultivos, ya
que potencian la supervivencia y conservacion de las plantas. (Otero y Bayman
2009).

La utilizacion de hongos micorrizicos tiene ventajas y beneficios: mejora la
absorcion de macro y micronutrientes como fosforo nitrdgeno potasio y calcio
del suelo, estos son transportados mediante vacuolas méviles del hongo con
ayuda de enzimas presentes en el mismo. Ademdas las hifas tienen la
capacidad de penetrar mucho mas el suelo absorbiendo mas nutrientes, y se
obtiene mayor resistencia a la colonizacion de hongos patogenos. (Otero y
Bayman 2009).

La simbiosis no siempre funciona como beneficio para las plantas para eso

tienen mecanismos de proteccion como quinasas Yy peroxidasas que sirven
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como un antimicrobiano potente. Ademas es probable que en la colonizacién
micorrizica exista una alteracion en la expresion genética tanto del hongo como
de planta evitando que el hongo sea patdégeno para la planta. (Hoyos y
Rodriguez 2013)

Se considera a los hongos basidiomicetos como los principales hongos en las
micorrizas siendo los principales del genero Rhizoctonia, forman un micelio y
esclerocios de coloracion parda en medios sintéticos, su identificacidon
morfologica se hace dificil debido a sus pocos caracteres fisioldgicos y a que

estos cambian de uno a otro. (Hoyos y Rodriguez 2013)

El género Rhizoctonia presenta un micelio incoloro estéril en su forma asexual
(anamorfo), este se va tornando oscuro a medida q va madurando. Ademas
presenta células largas y ramificaciones en angulo de 45° y 90° en relacion a la
hifa principal, también posee una bifurcacion y un septo cerca de ella. Las
ramificaciones se van acortando y forman esclerocios. (Hoyos y Rodriguez
2013)

Entre los géneros amorfos de Rhizoctonia estan:

o Cerathoriza: presenta hifas alargadas y delgadas, gruesas de color cafe,
con células binucleadas.

o Rhizoctonia: presenta hifas delgadas y alargadas, y gruesas con septos,
formando angulos de 45° y 90 °.

o Epulorhiza: presenta hifas gruesas y cortas con células de forma

irregular denominadas moniliodes.

Es muy dificil conseguir estructuras reproductivas en condiciones de

laboratorio. (Hoyos y Rodriguez 2013)
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Figura 9 Caracteristicas generales del género Rhizoctonia.A.- Género-
forma Rhizoctonia a. Células largas y ramificadas en angulo 45° (b) y 90 °.
C. Clamp. B.- Células moniloides.

FUENTE: Hoyos y Rodriguez 2013

1.3 DESARROLLO DE LAS SEMILLAS EN SIMBIOSIS

Las semillas de orquideas carecen de endospermo y de esta manera no
pueden aprovechar sus reservas alimenticias, forman una simbiosis
micorrizica, la que les ayuda a la absorcion de nutrientes; estas semillas
presentan en la etapa de germinacién cinco estadios o etapas de crecimiento
gue se diferencian: estadio 0 no hay germinacién, estadio 1 se da la
produccion de uno o mas rizoides, estadio 2 la cubierta de la semilla (testa) se
rompe por el alargamiento de embrién, estadio 3 esta caracterizado por la
formacién de la hoja primordial, estadio 4 aparicién de la primera hoja
verdadera y finalmente se da la elongacién de la hoja verdadera y aparece la

raiz en el estadio 5. (Zettler - Mclnnis,1994)
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Figura 10 Etapas de crecimiento. EO: no hay germinacién, E1: produccion
de uno o mas rizoides, E2: ruptura de la testa, E3: formacién de la hoja
primordial, E4: aparicion de la primera hoja verdadera, E5: elongaciéon de
la hoja verdadera y aparicion de laraiz.

(Andrea Crespo y Belén Ortega.)
Fuente: (Zettler, 2007)

Para evaluar la viabilidad de las raices estas deben ser: robustas, de color
crema; para las semillas se debe realizar mediante la observacién microscoépica
y solo aquellas que contengan ndcleo seran viables, a estas semillas se las
llama maduras y hay razones primordiales para escogerlas: a) Promueven la
diversidad genética en especies con polinizacién cruzada, b) La cosecha
inmadura de semillas a menudo resulta en transmisién de virus de padres
infectados, las semillas maduras estan libres de virus y por lo tanto dan
plantulas libres de virus que son capaces de ser cultivadas sin ningln problema
(Zettler, Poulter, McDonal, 2007).

Ademas se realiza una desinfeccién primaria de las semillas utilizando una
solucién de 5ml de Clorox mas 5 ml de etanol al 95% en 90 ml de agua por un
minuto con agitacion vigorosa, al colocarlas en la caja con el medio respectivo
se usan pipetas estériles y aproximadamente en cada caja se introduce por

gota alrededor de 50-300 semillas, el medio de cultivo OMA se escogi6 ya que
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muestra un mayor porcentaje de germinacion (5%) que los observados en

medios modificados. (Zettler, Poulter, McDonal, 2007)

Diversos estudios nos muestran que para las orquideas terrestres al
exponerlas inicialmente 7 dias a la luz en condiciones de temperatura igual al
de su habitat (21°C = 1) muestran un mayor porcentaje de germinacion (del 40
al 70%) que otros tratamientos como mantenerlos solo en oscuridad, ya que la
luz estimula la formacién de la hoja primordial. (Zettler, 1994)
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CAPITULO L.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 AREA DE ESTUDIO Y MUESTRO

El presente estudio es de tipo experimental. El area de estudio corresponde
al Orquideario de la Universidad de Cuenca ubicado en Quinta Balzay. El
tamafio de muestra corresponde a 10 réplicas de semillas de orquideas y
10 réplicas de semillas sembradas conjuntamente con el hongo aislado,
para cada replica de semillas se sembré por cuatro repeticiones en cada

caso.

2.2 MATERIALES Y REACTIVOS:

El trabajo de aislamiento de hongos micorrizicos y pruebas de germinacion se
desarrolld en condiciones de esterilidad, con la ayuda de una camara de flujo
laminar. Los cultivos de hogos se realizaron con temperatura controlada de 25
°C + 1°C, mediante una estufa de incubacién. Los medios de cultivo fueron
formulados a partir de componentes puros, homogeneizados, controlados en el
pH con la ayuda de un potenciémetro de mesa y esterilizados en una autoclave

vertical de 32 litros.

2.3 CULTIVOS IN VITRO PARA GERMINACION DE ORQUIDEAS:

A continuaciéon se describiran los medios utilizados para la germinacién de
orquideas, aislamiento y purificacion de hongos micorrizicos. Los métodos y
medios de cultivo fueron seleccionados en base a revisiones de estudios
previos, en condiciones similares a las de este trabajo experimental y con

resultados positivos. (Zettler, 2013).

2.3.1 MEDIOS DE CULTIVO

2.3.1.1 Medio Murashige y Skoog (MS) modificado Coco: este medio se usa
comunmente en el laboratorio para el crecimiento de las semillas de orquideas
ya que es rico en fuentes de energia como el carbén activado, azlUcar y
vitaminas que son aprovechados posteriormente por las semillas. Dado que la

vitamina B1, utilizada en esta formulacion, es termo-sensible, debe ser
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adicionada luego de solubilizados los ingredientes para que no se pierda por
accion del calor. (Rueda 2004)

2.3.1.2 MEDIO FIM (Fungi Isolation Medium): Este medio es usado para el
aislamiento del hongo a partir de la raiz de la orquidea. (Rueda 2004)

2.3.1.3 MEDIO PDA (Agar Dextrosa-Papa): Este medio es ampliamente
utilizado para aislamiento, purificacion y mantenimiento de hongos. Por su rica

formulacién favorece el crecimiento de los micelios, (Rueda 2004)

2.3.1.4 MEDIO OMA (Agar Avena): este medio se usa para cultivos conjuntos
del hongo micorrizico. Su eficiencia es mayor que otros medios modificados
(Zettler, 2007)

2.3.2 METODOS.

Para la presente investigacion se adaptaron métodos previamente aplicados en
el Departamento de Biologia, lllinois College, 1101 West College Avenue,
Jacksonville, U.S.A (Zettler, 2013)
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2.3.2.1 PREPARACION Y SIEMBRA DE LA RAIZ DE ORQUIDEAS:

- i RretVd
Recoleccion de las
raices.

Poner las raices lavadas y
desinfectadas enunacajs

Etiquetar de las raices
segln la especie.

Preparacion de la camars
y materisles de trabajo.

Colocar las raices por 10
minutos en Sml de cloro
mas Smide alcochol 85% y
20 ml de sgus.

Lavar las raices con
sgusa cormriente.

Colocar una gota de aguaested
y con ayuda de un bisturi cortar
la raiz en secciones de 1cm.

Picar cada secciony
colocar en medio FIM.
Etiquetar.

Incubar las cajas Petri
conlaraiz a8 22°C.

> Ejemplo de esquema de division de la raiz de la orquidea: Este

proceso es necesario para conocer exactamente de qué parte se aislé el

hongo ya al no tener tamafio ni divisiones similares, se trata de

estandarizar el proceso y asi sembrar en caja una porcion conocida del

hongo. La raiz se divide en tres zonas principales: inicio, medio a la cual

Andrea Crespo.
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le corresponde numeracién segun los segmentos que contenga y
finalmente la punta, cada segmento sera de 1 cm, ademéas se

identificara el lado de la raiz como derecha=B e izquierda=A.

AID

BID

BEM1D

AM2D | BMI2D
Dendrobiumsp.=D
_ |=Inicio.
AM3D | ;
BM3D M=Medio.

P=Punta.
A=lzquierda.
BPD B=Derecha.

Figura 11 Esquema de division de la micorriza de Dendrobium sp. (D:nombre de
laraiz de la orquidea), I: Inicio, M: Medio, P: Punta, A: Izquierda, B: Derecha.

(Andrea Crespo y Maria Belén Ortega)
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2.3.2.2 AISLAMIENTO DE MICORRIZAS EN PDA

Observacion macroscopica de Senalar los  pelotones
crecimiento en medio FIM. aislados.

Colocarlosen medioPDA.

Tomarlospelotones con
el asa de inoculacion.

EtiquetareIncubara25°C.
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2.3.2.3 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MORFOLOGICA DEL HONGO:
Esta parte del proceso se ha modificado ya que en las investigaciones citadas
la identificacion del hongos se hace por medio de técnicas moleculares
(Identificacion del ADN), en nuestro estudio se realiza una identificacion mas
simple pero de validez para el estudio, se us6 una identificacion morfologica de
los hongos.

Tomar una caja Petri con Retirar latapa de la caja Presionar un pedazo de
hongos aislados. Petri para dejarexpuestala cinta en la colonia.
colonia
\ )
1

Colocar una
gota de azul de
metileno en un
porta objetos.

Pegar la cinta contra un

porta objetos. Pegar la cinta

contra un porta
objetos.

Observar al
microscopio con
lente de 40x

Observar al microscopio
con lente de 40x

Andrea Crespo.
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2.3.2.4 PREPARACION DE LAS SEMILLAS DE ORQUIDEAS

Recolectar las semillas de Abrir las semillas con la
orguideas en buen estado ayuda de un bisturi.

Ponerlas en un tubo de

Observar al microscopio si las
ensayo.

semillas son viables. (Semillas con
nicleo)

Colocaruna solucion de cloro Enjuagar con agua estéril
al 20% por 10 minutos. tres veces.

Andrea Crespo.
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2.3.2.5 SIEMBRA DE SEMILLAS DE ORQUIDEAS Y SEMILLAS MAS
MICORRIZA

Tomar una caja Petri con
hongos aislados.

Con ayuda de un asa de inoculacion
sembrar en medio OMA en tres puntos

la micorriza aislada del medio PDA

Colocar las semillas en el
medio MS.

Colocar las semillas junto
a la micorriza.

Revisar todos
los dias.
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3.1 IDENTIFICACION DEL HONGO: a continuacidon se muestra una tabla

resumen sobre los hongos asilados en las raices de las orquideas, con su

codigo respectivo el cual nos indica la parte exacta de la raiz del cual fueron

aislados.

Especie de orquidea |Cddigo |Hongo Aislado Clasificacion |Referencia
Cyrtochilum
macranthum M1C Tullasnela sp Simbionte (Oteroy
Bayman
M2C Tullasnela sp Simbionte 2009)
Cerratobasidum
Dendrobium sp. M1D sp Simbionte (Oteroy
Cerratobasidum Bayman
M2D sp Simbionte 2009)
Cerratobasidum
Epidendrum sp. P1E sp Simbionte (Oteroy
Cerratobasidum Bayman
P2E sp Simbionte 2009)

Tabla 1 Hongos aislados a partir de orquideas (Andrea y Belén.)

Las raices de orquideas ya sea terrestres o epifitas contienen hongo

micorrizico (Folgueras, 2006), en el presente estudio se obtuvo hongo

simbionte de Epidendrum sp, Cyrtochilum macranthum y de Dendrobium sp.

Sin embargo cabe recalcar que el hongo aislado de Dendrobium sp. de la parte

media 1 y 2 fue el Unico que dio buenos resultados ya que en la siembra con

las semillas de orquideas presenté un correcto desarrollo sin contaminacion.
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3.2 RESULTADOS DE CRECIMIENTO DE LAS SEMILLAS

a) PORCENTAJE DE CRECIMIENTO DE SEMILLAS DE ORQUIDEAS
SIEMBRA EN OSCURIDAD:

- MEDIO OMA:
ESPECIE DE |Fecha de|Fecha de|Tiempo de|% % % % % %
ORQUIDEA siembra revision crecimiento |[EO0 |E1 E2 |E3 E4 |E5
Epidendrum sp |05/12/2014 |05/01/2015 |32 dias 90 1 2 1 2 4
Epidendrum sp |08/12/2014 |05/01/2015 |29 dias 92 1 1 2 2 4
Oncidium sp 11/12/2014 |05/01/2015 | 26 dias 20 5 5 25 20 25
Cochlioda sp 11/12/2014 |18/12/2014 |7 dias 50 5 5 10 10 20
Masdevalliasp |12/12/2014 |02/01/2015 |22 dias 75 2 3 5 5 10
Oncidium
cucullatun 17/12/2014 |02/01/2015|17 dias 45 |3 2 15 15 20
Oncidium
nubigenum 17/12/2014 |02/01/2015|17 dias 45 |3 2 15 15 |20
Symphyglossum
sanguineum 17/12/2014 |02/01/2015 |17 dias 45 2 3 10 10 30
Tabla 2 Porcentaje de crecimiento de semillas de orquideas, siembra en
oscuridad: medio OMA. (Andrea Crespo y Belén Ortega)
- MEDIO MS Modificado COCO:
ESPECIE DE [Fecha de|Fecha de|Tiempo de|% % % |% |% %
ORQUIDEA siembra |revision crecimiento|EO |(E1 |E2 |E3 |E4 |E5
Epidendrum sp 05/12/2014 {05/01/2015 | 32 dias 95 1 4 0 0 0
Epidendrum sp 08/12/2014 {05/01/2015 | 29 dias 95 1 4 0 0 0
Oncidium sp 11/12/2014|05/01/2015| 26 dias 100 |0 0 0 0 0
Cochlioda sp 11/12/2014|18/12/2014 |7 dias 100 |0 0 0 0 0
Masdevallia sp 12/12/201402/01/2015| 22 dias 100 |0 0 0 0 0
Oncidium
cucullatum 17/12/2014|02/01/2015| 17 dias 100 1000 0 0
Oncidium
nubigenum 17/12/2014|02/01/2015| 17 dias 100 10 0 0 0 0
Symphyglossum
sanguineum 17/12/2014|02/01/2015| 17 dias 100 10 0 0 0 0
Tabla 3 Porcentaje de crecimiento de semillas de orquideas, siembra en
oscuridad: Medio Ms modificado con coco. (Andrea Crespo y Belén Ortega)
Andrea Crespo.
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En el primer estudio realizado en América del Norte (Marshall, 1999), donde se
utilizé una técnica similar a la del presente estudio se observé que mas del 99.6
% de las semillas de Epidendrum tampensis germinaron entre los 21 dias
después de inocular el hongo, luego de 13 semanas el desarrollo de las
semillas llegaron una mitad al estadio 3 un 46.6% llego a estadio 4y 2.2% a
un estadio 5. La examinacion microscopica del crecimiento mostro semillas
vascularizadas y pelotones restringidos a la parte basal de los semilleros. Este
fue el primer reporte donde se usoO la germinacion simbidtica con hongos
obteniendo éxito. Las semillas que no fueron inoculadas con el hongo no
tuvieron desarrollo teniendo iguales resultados en el presente estudio. Sin
embargo en otras especies esta simbiosis fall6 (Epidendrum conopseum), adn
no esta claro el porqué, pero tal vez pudo ser que se usaron semillas de
capsula sola (Marshall, 1999). En el presente estudio se obtuvo un mejor
desarrollo de las semillas, siendo la especie Epidendrum sp con mayor tiempo
de crecimiento que fue de 32 dias en llegar a estadio 5, por lo que se
demuestra la eficiencia del hongo aislado. Ademas se observa que la especie
Cochlioda sp fue la mas rapida en llegar al estadio 5 ya que solo le tomo 7 dias
para este desarrollo, esto implica una amplia variacién entre las especies que
es causado por las diferencias entre las caracteristicas de las semillas y por

cdémo se asocian con el hongo.
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SIEMBRA EN CONDICIONES DE LUZ:
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- MEDIO OMA:

ESPECIE DE Fechade Fecha de Tiempo de % | % % % | % | %

ORQUIDEA siembra revision crecimiento | EO | E1 | E2 | E3 |E4 | E5
Epidendrum sp 19/12/2014 04/01/2015 | 17 dias 5 23 3 46 | 21 2
Symphyglossum sp 17/12/2014 | 27/12/2014 | 11 dias 25 5 10 3 |40]| 17
Oncidium cucullatum 18/12/2024 27/12/2014 | 12 dias 5 0 0 71 |10 | 14
Masdevallia falcata 19/12/2014| 28/12/2014 |10 dias 63 0 0 10 [20| 7
Masdevallia
dimorfotrica 19/12/2014 30/12/2014 | 12 dias 53 0 0 20 | 15| 12
Oncidium cucullatum 07/01/2015 15/01/2015 | 9 dias 30 3 15 35 |11 6
Oncidium nubigenum 07/01/2015| 15/01/2015 |9 dias 12 | 14 | 17 | 20 (24| 13
Symphyglossum sp 07/01/2015| 15/01/2015 |9 dias 24 | 11 9 36 | 17| 3
Symphyglossum
sanguineum 09/01/2015| 19/01/2015 | 11 dias 28 2 19 | 12 |33 | 6
Symphyglossum sp 09/01/2015| 19/01/2015 |11 dias 4 27 | 24 | 18 | 22| 5

Tabla 4 Porcentaje de crecimiento de semillas de orquideas, siembra en luz:
medio OMA (Andrea Crespo y Belén Ortega)

ESPECIE DE Fechade | Fechade | Tiempode | % |% | % | % | % | %

ORQUIDEA siembra | revisién |crecimiento| EO |E1|E2|E3 | E4 | E5
Epidendrum sp 19/12/2014|04/01/2015| 17 dias 86 (1014 0 | O 0
Symphyglossum sp [17/12/2014|27/12/2014 |11 dias 100 00| 0| O 0
Oncidium
cucullatum 18/12/2024|27/12/2014 |12 dias 100 0| 0| 0] O 0
Masdevallia falcata |19/12/2014|28/12/2014|10 dias 10000, 0| 0| O 0
Masdevallia
dimorfotrica 19/12/2014|30/12/2014 |12 dias 100 0| 0| 0] O 0
Oncidium
cucullatum 07/01/2015|15/01/2015 |9 dias 100 00| 0| O 0
Oncidium
nubigenum 07/01/2015 | 15/01/2015 | 9 dias 10000, 0| 0| O 0
Symphyglossum sp [07/01/2015 |15/01/2015 |9 dias 100 0| 0| 0| O 0
Symphyglossum
sanguineum 09/01/2015|19/01/2015 | 11 dias 10000, 0| 0] O 0
Symphyglossum sp [09/01/2015|19/01/2015 |11 dias 100,000 0] O

- Medio Ms Maodificado con adicidn de coco:

:Tabla 5 Porcentaje de crecimiento de semillas de orquideas, siembra en luz:
Medio Ms modificado con adicion de coco. (Andrea Crespo y Belén Ortega)
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Un estudio realizado en semillas de Plantanthera praeclara indico que las
orquideas terrestres confian en la micorriza para obtener energia a través de
su ciclo de vida y la colonizacién de hongos es especialmente necesario para
estimular la gluconeogénesis para movilizar las reservas y proporcionar apoyo
nutricional a las plantulas no fotosintéticas. Aqui las placas fueron incubadas a
3°C por los primeros 60 dias, luego fueron incubadas a 5°C por los siguientes
60 dias, periodo en el que se observo el estadio 5. En cuanto al desarrollo de
germinacion al dia 45 llegaron al estadio 2, se observaba diariamente y hasta
los 60 dias no llego mas alla de estadio 2. Al mismo tiempo se sembré
Plantanthera praeclara mas Cerratorriza Yy el desarrollo hasta los 60 dias
fueron mucho més altos, luego de los 50 dias se observaron semillas en el
estadio 5 se las incubo a iluminaciébn para su posterior desarrollo. En
comparacion con este analisis las semillas se incubaron directamente en luz a
una temperatura ambiente, siendo Epidendrum sp la especie que tardo mas en
crecer ya que demoro 17 dias hasta llegar al estadio 5, de esta manera queda
demostrado la efectividad de la unién entre el hongo y las semillas ademas de
quedar claramente beneficiadas por el cambio de temperatura ya que las

orquideas crecen mas rapido en climas templados. (Marshall, 2008).

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega. Pagina 45



UNIVERSIDAD DE CUENCA.

3.3 ANALISIS DE CRECIMIENTO DE ORQUIDEAS EN FUNCION DE LAS
CONDICIONES APLICADAS EN LA INVESTIGACION:

3.3.1 Comparacion entre el porcentaje de crecimiento de cada especie de
orquideas en E5 sembradas en oscuridad en medio OMA.

Comparacion entre el porcentaje de crecimiento de cada
especie de orquideas en E5 sembradas en oscuridad en
medio OMA
o 35
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Grafico 1 Comparacién entre el porcentaje de crecimiento de cada
especie de orquideas en E5. Siembra en Oscuridad. Medio OMA.
(Andrea Crespo y Belén Ortega)

Los hongos aislados de una especie de orquidea que se usan en la simbiosis
con otra especie que no tengan relacion funcionan bien (Corey, 2013); es lo
gue se puede observar en el grafico donde todas las especies sembradas en
simbiosis con el hongo Cerratobasidium sp. aislado de Dendrobium sp. se
observa que todas las semillas de diferentes especies llegaron a estadio 5,
siendo Symphyglossum sanguineum la especie con mayor porcentaje de
crecimiento llegando a un 30% y Epidendrum la menos desarrollada con un 4
%.
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3.3.2 Comparacion entre el porcentaje de crecimiento de cada especie de
orquideas en E5 sembradas en luz en medio OMA.

UNIVERSIDAD DE CUENCA.

Comparacion entre el porcentaje de crecimiento de cada
especie de orquideas en E5 sembradas en luz en medio
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Grafico 2 Comparacién entre el porcentaje de crecimiento de cada
especie de orquideas en E5. Siembra en Luz. Medio OMA
(Andrea Crespo y Belén Ortega)

En la siembra en luz se observa un mayor porcentaje de crecimiento de la
especie Symphyglossum sp. del 17% y la menos desarrollada es Epidendrum

sp. con un 2 % de crecimiento, aunque todas llegaron a E5.
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3.3.3 Comparacion del tiempo de crecimiento de cada especie de
orquideas en E5 sembradas en oscuridad en medio OMA.

Comparacion del tiempo de crecimiento de cada especie de
orquideas en E5 sembradas en oscuridad en medio OMA.
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Grafico 3 Comparacion del tiempo de crecimiento en dias para cada
especie en E5. Siembra en Oscuridad. Medio OMA
(Andrea Crespo y Belén Ortega)
El gréafico indica el tiempo al cual la germinacion de las semillas colocadas en

oscuridad llegaron a estadio 5, este nos muestra que la especie Cochlioda sp,
llego a estadio 5 en menor tiempo, siento este de 7 dias y la Epidendrum sp. la
especie con mayor tiempo en llegar a estadio 5 con 32 dias, esto se debe a las
diferentes caracteristicas de cada especie, sin embargo el hongo aislado y en

simbiosis con las semillas da buenos resultados.
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3.3.4 Comparacion del tiempo de crecimiento de cada especie de
orquideas en E5 sembradas en luz en medio OMA.

Comparacioén del tiempo de crecimiento de cada especie de
orquideas en E5 sembradas en luz en medio OMA.
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Grafico 4 Comparacién del tiempo de crecimiento para cada especie en
E5. Siembra en Luz. Medio OMA
(Andrea Crespo y Belén Ortega)

Las semillas expuestas a luz mejores resultados en cuanto al tiempo de
crecimiento ya que la hoja primordial se desarrolla en menor tiempo (Zettler,
1994), en este estudio se observd que Epidendrum sp se tardé 17 dias en
llegar a estadio 5 reduciendo asi el tiempo de germinacién lo mismo sucedi6
con las otras su tiempo de germinacion fue menor como se puede observar en

la grafica.
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3.3.5 Comparacion entre el porcentaje de crecimiento por especie en E5
oscuridad y luz. Medio OMA.

Comparacién entre el porcentaje de crecimiento por especie
en E5 oscuridad y luz. Medio OMA.
® OSCURIDAD LUZ
30%
20% 20%
14%
12% 0 13%
10%
6%
4%
o P
Epidendrum SpMasdevallia Sp.  Oncidium Oncidium  Simphyglossum
Cucullatum Nubigenum  Sanguineum

Grafico 5 Comparacion entre Porcentaje de crecimiento por especie en E5
en luz y oscuridad. Medio OMA.
(Andrea Crespo y Belén Ortega)

Este grafico muestra el porcentaje de crecimiento hasta estadio 5 de desarrollo
de las semillas sembradas conjuntamente con el hongo en luz y oscuridad, se
observa que en la mayor cantidad de especies sembradas en la oscuridad

tienen un mayor porcentaje de crecimiento en E5.
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3.3.6 Comparacién entre el tiempo en dias por especie en E5 oscuridad y
luz. Medio OMA.

Comparacion entre el tiempo en dias por especie en E5 en
luz y oscuridad. Medio OMA

m OSCURIDAD =LUZ

Epidendrum sp. Masdevallia Oncidium Oncidium Symphyglossum
Sp. cucullatum nubigenum sanguineum

Grafico 6 Comparacién del tiempo en dias de cada especie en E5en luzy
oscuridad. Medio OMA
. (Andrea Crespo y Belén Ortega)

En el grafico se observa que las semillas expuestas a la luz llegan a estadio 5
de germinacion mucho mas rapido que las de oscuridad para todas las

especies de orquideas.
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CONCLUSIONES:

v' Se aislé micorrizas de las raices de orquideas obteniendo mayor éxito
en la raiz de Dendrobium sp. recolectada del Orquideario de la
Universidad de Cuenca, donde se aislo y caracterizo morfolégicamente
Cerratobasidum sp, siendo este hongo simbionte indispensable para la
germinacion de semillas de orquideas, debido a que en el presente
estudio se pudo observar su presencia ayuda a la eficiencia de la

germinacion haciéndola mucho mas rapida.

v' La simbiosis- hongo planta se sembré en medio OMA (agar avena)
siendo efectivo, debido a que los hongos esporulan bien sobre sustrato
organico, esto es por la presencia de esterol en la avena que estimula el
crecimiento micelial, y a su vez un buen desarrollo del hongo permite la
simbiosis con la semilla, para que asi le proporcione los nutrientes

adecuados para su germinacion.

v Es efectivo aislar micorrizas para la germinacién simbiética debido a que
el desarrollo es mucho mas rapido en comparacion con la germinacién
en el medio nutritivo habitual (medio MS modificado con la adicion de
coco), sin embargo es importante tomar en cuenta la viabilidad de la
semilla, ya que si bien la germinacion es muy rapida no es en un 100%,
ademas se debe tener en cuenta otros factores como la luz y

temperatura.

v' En este estudio en la siembra hongo-planta realizado en la oscuridad,
las semillas llegaron un estadio 5 en un porcentaje de 4% para
Epidendrum sp, 25% para Oncidium sp, 20 % para Cochlioda sp, 10%
para Masdevallia sp, 30% para Symphyglossum sanguineum, 20%
para Oncidium. En cuanto a la siembra en medio MS enriquecido con
coco es decir sin hongo solamente Epidendrum se desarroll6 hasta

estadio 2 en un 4% comprobando que es mucho mas lenta.
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v' Al evaluar la germinacion de semillas de cinco especies de orquideas
en asociacion con hongos micorrizicos, quedo demostrado que la
presencia de micorriza es fundamental para la germinacion de orquideas
desarrollandose en mayor proporcién en oscuridad pero en un menor

tiempo en presencia de luz.
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RECOMENDACIONES:

Para posteriores trabajos en este tema se debe llevar a cabo un estudio
donde se identifique genéticamente el hongo aislado de las diferentes raices de
orquideas ademas un estudio mas detallado sobre los factores: temperatura,
humedad, luz, debido a que influyen en la germinacién. En cuanto a la
viabilidad de la semilla se necesita un estudio sobre la manipulacion y
almacenamiento de las mismas. Finalmente debe implementarse en el
laboratorio del Orquideario de la Universidad de Cuenca la siembra de semillas

conjuntamente con el hongo.
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Anexo A PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.
Anexo A1l

Las soluciones madre deben ser preparadas de modo que no precipiten. Se

utilizan en mg/l.

Solucion A

- Nitrato de amonio.................. 1650

- Nitrato de potasio.................. 1900
Solucion B

- Sulfato de magnesio............... 370

- Sulfato de manganeso............ 22.3

- Sulfatodezinc...................... 8.6

- Sulfato cuprico.................... 0.025
Solucién C

- Clorurodecalcio................... 440

- Yoduro de potasio................. 0.83

- Cloruro de cobalto................. 0.025
Soluciéon D

- Fosfato de potasio.................. 170

- Acido bOrCo. ..o 6.2

- Molibdato de sodio.................. 0.25
Solucion E

- Sulfatoferroso.........ccccooooiil. 27.81

- NaEdta......oooove 37.31
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Anexo A 2 Medio MS modificado coco

o 1000 ml de agua mas 10mlde sol. A,B,C,DYyE

= Carbdénactivado.............coooeiiiiiiinnn.. 2gr
B OAZUCAN . 200gr
B AGAr 8,5ar
" AQUAdE COCO.....covviviiiiiiiie i, 150ml
VIt BT 2ml

B TWEEBN.i e 5 gotas

= Calibrar pH a 5,6, hervir por un minuto y colocar la vitamina B1

Anexo A 3 Medio FIM (Fungi Isolation Medium):

= Nitrato de sodio.........cccvviiiiiiiiiine. 0,3 gr

=  Cloruro de potasio...........cccevviviinennn.. 0,1gr

= Fosfato acido de potasio......................... 0,2 gr
=  Sulfato de magnesio.............c.coovevieinnnnn. 0,1gr
» Extractodelevadura...............cccoooiieii 0,1gr
B A ZUCAl . . 2509r
B Al 8 gr
=  Estreptomicina............ccoooiiiiiii 10ml
= Aguanormal...........coooiiiiiiiii 1000ml

= LlevarapH®6,8

Se prepara una solucion madre de estreptomicina con 2, 67 gr de la misma en

200ml de agua.

Anexo A 4 Medio PDA (Agar Papa Dextrosa):

L A - | 20gr
" Purédepapa.....cocooiiiiiiiie 5gr
B GIUCOSA. .. 15¢gr

= Aguadestilada.................ooi 1000ml

B AVENA. .. e 25q¢gr
B AGAr 7qr
B AQUA. 1000ml
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Anexo B FOTOS DE COLONIAS AISLADAS
1. RESULTADOS MEDIO FIM. OSERVACION MACROSCOPICA.

Anexo B 1 En las fotografias se puede observar pequefios pelotones de
los hongos micorrizicos como indico Lawrence junto a Brian G KEEL Y
Beth Kaplin.
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Anexo B 2 OSERVACION MACROSCOPICA DE LAS COLONIAS EN MEDIO
PDA.

e,

ol

Anexo B 3 Colonias de Cerratobasidium sp.(Andr aCrespo y Belén

Ortega.)

Las fotografias muestran cultivos en medio PDA de colonias
algodonosas de color café con crecimiento ramificado que corresponde a

ceratorriza.
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Anexo B 4 Hifas y estructuras del hongo del género Cerratobasidium
vistas al microscopio, lente 40x. (Andrea Crespo y Belén Ortega)
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Anexo C FOTOS DE CRECIMIENTO: SIEMBRA EN OSCURIDAD.

ESPECIE DE ORQUIDEA: Epidendrum sp.
FECHA DE SIEMBRA: 05/12/2014.
FECHA DE REVISION: 05/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENT
O

EO

El

E2

E3
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Anexo C 1 Siembra en oscuridad de semillas de Epidendrum sp, vista al
microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)

Andrea Crespo.
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Epidendrum sp.
FECHA DE SIEMBRA: 08/12/2014.
FECHA DE REVISION: 05/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO

EO

E1l

E2

E3

E4
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Anexo C 2 Siembra en oscuridad de semillas de Epidendrum sp. vista al
microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Cochlioda sp.
FECHA DE SIEMBRA: 11/12/2014.
FECHA DE REVISION: 18/12/2014.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO
EO
El
E2
&
(e
r 9
= »

E3 ‘ |
b

E4 .4 .

ES

Anexo C 3 Siembra en oscuridad de semillas de Cochlioda sp. vistas al
microscopio con lente 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Oncidium sp.
FECHA DE SIEMBRA: 11/12/2014.
FECHA DE REVISION: 02/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO

EO

CRECIMIENTO
3 N
+ .
-8 ’

El

E2

E3

E4

ES

Anexo C 4 Siembra en oscuridad de semillas de Oncidium sp. vistas al
microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Masdevallia sp.
FECHA DE SIEMBRA: 11/12/2014.
FECHA DE REVISION: 02/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO

EO

E1l

E2

E3

E4

ES

Anexo C 5 Siembra en oscuridad de semillas de Masdevallia sp. vistas al
microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Oncidium cucullatun.
FECHA DE SIEMBRA: 17/12/2014.
FECHA DE REVISION: 02/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO

EO

El

E2

E3

E4
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Anexo C 6 Siembra en oscuridad de semillas de Oncidium cucullatun,
vistas al microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Oncidium nubigenum.
FECHA DE SIEMBRA: 17/12/2014.
FECHA DE REVISION: 02/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO

EO

E1l

E2

E3
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Anexo C 7 Siembra en oscuridad de semillas de Oncidium nubigenum,
vistas al microscopio con lente de 10x. (Andrea Crespo y Belén Ortega.)
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Symphyglossum sanguineum.
FECHA DE SIEMBRA: 17/12/2014.
FECHA DE REVISION: 02/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO

EO

El

E2

E3
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Anexo C 8 Siembra en oscuridad de semillas de Symphyglossum
sanguineum. Vistas al microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y
Belén Ortega.)
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Anexo D FOTOS DE CRECIMIENTO: SIEMBRA EN LUZ

ESPECIE DE ORQUIDEA: Epidendrum sp.
FECHA DE SIEMBRA: 19/12/2014.
FECHA DE REVISION: 04/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO

EO

El

E2

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega.
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Anexo D 1 Siembra en luz de semillas de Epidendrum sp. vistas al
microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega.
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Symphyglossum sp.
FECHA DE SIEMBRA: 17/12/2014.
FECHA DE REVISION: 27/12/2014.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO

EO

El

E2

E3
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Anexo D 2 Siembra en luz de semillas de Symphyglossum sp, vistas al
microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega.
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Oncidium cucullatun.
FECHA DE SIEMBRA: 18/12/2014.
FECHA DE REVISION: 27/12/2014.

ESTADO DE MEDIO OMA
CRECIMIENTO

MEDIO COCO

EO

El

E2

E3

E4
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Anexo D 3 Siembra en luz de semillas de Oncidium cucullatun, vistas al
microscopio con lente de 10x. (Andrea Crespo y Belén Ortega.)

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega.
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Masdevallia falcata.
FECHA DE SIEMBRA: 19/12/2014.
FECHA DE REVISION: 28/12/2014.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO

EO

El

E2

E3
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Anexo D 4 Siembra en luz de semillas de Masdevallia falcata, vistas al
microscopio con lente de 10x. (Andrea Crespo y Belén Ortega.)

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega.
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Masdevallia dimorfotrica.
FECHA DE SIEMBRA: 19/12/2014.
FECHA DE REVISION: 30/12/2014.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO
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E2

E3

E4
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Anexo D 5 Siembra en luz de semillas de Masdevallia dimorfotrica, vistas
al microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega.
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Oncidium cucullatun.
FECHA DE SIEMBRA: 7/1/2015.
FECHA DE REVISION: 15/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO
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El

E2

E3
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Anexo D 6 Siembra en luz de semillas de Oncidium cucullatun, vistas al
microscopio con lente de 10x. (Andrea Crespo y Belén Ortega.)

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega.
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Oncidium nubigenum.
FECHA DE SIEMBRA: 7/1/2015.
FECHA DE REVISION: 15/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO

EO

El
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Anexo D 7 Siembra en luz de semillas de Oncidium nubigenum, vistas al
microscopio con lente de 10x. (Andrea Crespo y Belén Ortega.)

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega.
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Symphyglossum sp.
FECHA DE SIEMBRA: 07/01/2015.
FECHA DE REVISION: 15/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO
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E4
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Anexo D 8 Siembra en luz de semillas de Symphyglossum sp. vistas al
microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)

Andrea Crespo.
Maria Belén Ortega.
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Symphyglossum sanguineum.
FECHA DE SIEMBRA: 09/01/2015.
FECHA DE REVISION: 10/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO
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E3
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Anexo D 9 Siembra en luz de semillas de Symphyglossum sanguineum,
vistas al microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)
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ESPECIE DE ORQUIDEA: Symphyglossum sp.
FECHA DE SIEMBRA: 09/01/2015.
FECHA DE REVISION: 19/01/2015.

ESTADO DE MEDIO OMA MEDIO COCO
CRECIMIENTO
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Anexo D 10 Siembra en luz de semillas de Symphyglossum sp, vistas al
microscopio con lente de 10x (Andrea Crespo y Belén Ortega.)
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