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RESUMEN

Las micorrizas se encuentran en las raices de las orquideas, formando una
asociacion simbidtica. De aqui que es posible aislar los hongos por medio de la
siembra de las raices de orquideas. Para realizar este trabajo se sembraron
distintos fragmentos de raices de cuarenta y un especies de orquideas, y de

estas multiples siembras se consiguio aislar diez diferentes cepas de hongos.

Como resultado cuatro de las diez cepas tuvieron un efecto positivo en la
germinaciéon simbidtica de algunas de las semillas empleadas, es decir, el
efecto de los hongos hizo que las semillas germinen en menor tiempo que las
gue no estuvieron expuestas. En algunas de las otras cepas se observaron

efectos patdgenos.

Palabras claves: micorrizas, raices, orquideas, asociacion simbiética, hongos,

semillas.
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ABSTRACT

Mycorrhiza can be found in the roots of orchids forming a symbiotic association;
hence, molds can be isolated by seeding the roots of Orchids. In order to
accomplish the latter, different fragments of roots of forty-one orchid species
were planted, and these multiple plantings were able to isolate ten different

strains of molds.

As a result, four of the ten strains had a positive effect on the symbiotic
germination of some seeds employed; the effect of molds did seeds to
germinate in a shorter time than those not exposed. In some of the other

strains, pathogenic effects were observed.

Key Words: Mycorrhiza, roots, orchids, symbiotic association, molds, seeds.
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INTRODUCCION

En la naturaleza existen organismos que se benefician mutuamente al vivir
juntos, esta relacion de colaboracion se denomina simbiosis, y puede ocurrir
entre especies de un mismo reino o diferentes reinos; asi por ejemplo es el

caso de las micorrizas, cuya relacion es hongo — planta.

Se ha observado que algunas plantas se encuentran distribuidas en zonas en
donde sus hongos micorricicos toleran las condiciones de dichos suelos, es
decir de ellos depende la proliferacion de estas plantas, por ello se plantea que
las micorrizas tuvieron un papel importante en la colonizacion de la tierra firme
por parte de las plantas, ya que estos ayudan a la conversion de amonio en
nitrato y facilitan la absorcion del fésforo necesario para el crecimiento de las

plantas; en este grupo se encuentran las orquideas. (Zettler, 2011)

Las orquideas se caracterizan por su relacion micorricica obligada ya que la
estructura que posee su semilla es carente de endospermo, es decir sus
fuentes nutricionales para desarrollar al embrién son muy escasas; de ahi que
necesitan aprovechar las sustancias absorbidas por los hongos a través de sus
hifas, tales como agua y fosforo, existen otros casos en donde el hongo es
digerido en el interior de las células de la planta y todos estos nutrientes son
aprovechados por la misma. Por otro lado el hongo se beneficia de la planta al
utilizar los productos de la fotosintesis tales como carbohidratos. (Mosquera,
2010)

El estudio de micorrizas constituye una herramienta importante para la
conservacion y propagacion de las orquideas, ya que en la reproduccion por
germinacion simbidtica se presentan ventajas respecto a la asimbiotica puesto
que la interaccion entre la planta y el hongo micorriza facilita en la mayoria de

los casos la obtencion de plantas mas viables y resistentes. (Zettler, 2013)

La mayoria de las orquideas son plantas epifitas que habitan en zonas
tropicales y subtropicales sin embargo, la mayoria de estudios realizados con

respecto a la presencia de micorrizas las especies mas investigadas han sido
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particularmente terrestres nativas de Norteamérica, Europa, Asia y Australia, en

las cuales se ha encontrado micorrizas de género Rhizoctonia.

En el Ecuador la investigacion de micorrizas en orquideas esta siendo un tema

de interés, constituyendo un campo todavia poco explorado.

En esta investigacion se logré aislar diez cepas diferentes de hongos
micorricicos, cuyas caracteristicas morfologicas pertenecen al género
Rhizoctonia; posteriormente se realizé la germinacion simbidtica in vitro con
nueve semillas de diferentes especies de orquideas (Epidendrum ibaguense,
Masdevallia polystictae, Scaphocepalum tiaratum, Caucae rhodosticta,
Pleurothallis truncata, Epidendrum jamiesonis, Maxillaria lehmannii, Oncidium
aureum, Cochlioda noezliana), evaluando el efecto sobre la germinacién de en

cada una.
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OBJETIVOS

El presente estudio se baso en los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

- Evaluar el efecto simbidtico entre semillas de orquideas y hongos

micorricicos aislados de estas plantas, en el proceso de germinacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar los hongos formadores de micorrizas presentes en orquideas

silvestres.

- Determinar el efecto de la presencia de los hongos micorricicos aislados
e identificados sobre el proceso de germinacion y crecimiento de

semillas de orquideas.

- Evaluar si existe relacion interespecifica entre el proceso de germinacion

de las orquideas investigadas y los hongos aislados.

Erika Tatiana Ledn Molina
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CAPITULO I.

1. MARCO TEORICO

1.1 ORQUIDEAS.

1.1.1. Generalidades de las Orquideas

La familia de las Orquidaceas es considerada una de las mas extensas,
atribuyéndole hasta 30000 especies, las mismas que se encuentran
distribuidas en los cinco continentes, de manera especial en zonas tropicales,
subtropicales, bosques humedos o secos, localizados desde los 0 a los 4500
metros de altura sobre el nivel del mar.

Este grupo tan amplio presenta formas florales muy diversas, entre discretas y
muy exoticas, las cuales han marcado un valor ornamental
importante.(Calaway, 200).

Esta diversidad se debe a la morfologia que presentan sus semillas, la misma
que favorece la variabilidad de la expresion genética. (Warkup, 1973)

En la actualidad, las orquideas han tomado posicion en el mercado,
convirtiéendose en parte significativa de la industria de plantas ornamentales,
cultivAndose sobre todo variedades hibridas de especies tropicales. (Mclnnis,
2007)

1.1.2 Posicion de las Orquideas en el Reino Vegetal

En la naturaleza existen plantas que producen semillas, las mismas que se
dividen en dos grandes grupos: las gimnospermas, que presentan semillas
desnudas y constituyen alrededor de 860 especies, y las angiospermas en
donde las semillas se encuentran encerradas en una estructura conocida como
carpelo, este grupo comprende 260000 especies y se subdivide en dos grupos

claramente definidos: dicotiledoneas y monocotiledoneas.

Cuando se desarrolla la semilla de la planta angiosperma, puede desarrollar

una o dos hojas embrionarias o cotiledones, cuya misidbn es proporcionar
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sustancias nutritivas en las primeras etapas de desarrollo. De ahi que las
monocotileddneas presentan un solo cotiledén mientras que las dicotiledoneas

desarrollan dos cotiledones. (Velasco, 2008)

La familia de las orquidaceas pertenecen a las monocotiledéneas, poseen
flores que son a la vez masculinas y femeninas; se habla en estos casos de
flores hermafroditas; por lo generalmente la fecundacién no se lleva a cabo
entre los dos sexos de una misma flor, sino que las células sexuales
masculinas son transportadas hasta los érganos femeninos de una flor distinta.

Este transporte recibe el nombre de polinizacion. (Velasco, 2008)

1.1.3. Ciclo vegetativo

Las orquideas tienen la capacidad de vivir varios afios y florecer anualmente
siempre que las condiciones sean favorables; esto se debe a que en su
estructura presentan pseudotubérculos o rizomas que le permiten subsistir ante
épocas desfavorables. (Zettler, 2013)

El proceso de crecimiento de las hojas y raices se va dando simultaneamente,
y se produce gracias a la asociacion simbiética con hongos que invaden la

semilla; son hongos del género Rhizoctonia, que se encuentran en el suelo.

Al transcurrir el tiempo, alrededor de dos meses, las yemas van produciendo
nuevas hojas, a su vez la yema produce una raiz que al poco tiempo atraviesa
el catafilo; la raiz va engrosando para transformarse en un tubérculo radical en
donde se almacenan sustancias constituyentes y energéticas que
posteriormente serviran para abastecer en el periodo vegetativo siguiente de la
planta; por otro lado en este tubérculo se encuentra la yema caulinar, la misma
qgue dara lugar a las hojas y al tallo floral. (Zettler, 2013)

Las semillas de orquideas son muy pequefias, 1-2mm de largo y 0.5-1mm de
ancho y se encuentran cubiertas por una testa gruesa que encierra al embrion

la testa esta formada por un tejido muerto, compuesto hasta en un 96% de aire,
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de tal forma que cada semilla puede ser considerada como un auténtico globo;

a su vez cada capsula puede contener entre 1300 a 4000000 de semillas.

1.1.4. Estadios del desarrollo de protocormos de semillas de orquideas

E1: produccion de uno o mas rizoides, E2: ruptura del testa, E3: formacion de la hoja
primordial, E4: aparicién de la primera hoja verdadera, E5: elongacion de la hoja

verdadera y aparicion de la raiz.

Figura 1. Estadios de crecimiento de los protocormos en semilla de orquidea.
Fuente: (Herbarium, 2011).

1.1.5. Germinacion

Durante muchos afios los horticultores han reproducido estas plantas in vitro y
con germinacion asimbidtica usando medios nutritivos ya que las semillas de
las orquideas se consideran estériles al carecer de un tejido de nutricion
llamado endospermo; las condiciones de humedad, calor, y aireacién en este
caso no resultan suficientes para la germinacion, es por esta razén que la
semilla necesita ser colonizada por hongos micorricicos para su sustento
nutricional y el aporte de nutrientes al embrion en desarrollo permitiendo la

germinacion de la planta en condiciones naturales.
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Esta asociacion tiene lugar con hongos del género Rhizoctonia, formando asi
una relacion simbidtica que se denomina micorriza. (Velasco, 2008)

En estas circunstancias, las hifas del hongo aportan al embrién los azucares
necesarios para su crecimiento, funcionando como pequefias raices que
absorben las sustancias nutritivas del medio. Es posible conseguir la
germinacion de las semillas de orquideas en ausencia de hongos micorricicos,
si se siembran en un medio de cultivo con una elevada concentracion de

azucares. (Zettler, 2013)

En 1920, el investigador Beau, realizé un experimento muy sencillo que
confirm6 el papel de los hongos en el desarrollo de las semillas, este
experimento consistié en hacer crecer en un medio nutritivo el micelio de una
especie de Rhizoctonia, por otro lado puso en la superficie un vidrio de reloj
gue contenia algunas semillas de orquideas; al paso de algunos dias las hifas
que crecieron del hongo treparon el vidrio de reloj y se pusieron en contacto
con las semillas colonizandolas, entonces se observdé que empezaron a
germinar normalmente, luego de esto se procedid6 a destruir las hifas en
contacto y como resultado de ello el proceso de germinacion quedd
interrumpido.

El pionero en germinacion simbidtica fue Bernard en 1909 y se fue
desarrollando con los cientificos Warcup y Clements (1971 - 1982);
corroborando asi el papel importante de los hongos para el crecimiento de
algunas plantas como las orquideas. (Clements, 1986)

El papel del hongo es actuar como un intermediario entre el embrion y las
sustancias nutritivas del suelo.

Las micorrizas de las orquideas no sélo nutren a los embriones en desarrollo,
sino que en diversas especies enteramente heterétrofas, como Limodorum
trabutianum, que no produce clorofila, la planta esta permanentemente asistida

por un hongo micorricico. (Mclnnis, 2007) (Zettler, 2013)

En las orquideas autotrofas, la planta es capaz de sintetizar suficiente cantidad

de carbohidratos como para mantener una vida independiente de las
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micorrizas, sin embargo, el hongo que invade el tejido embrionario a menudo

gueda asociado a la orquidea durante toda la vida de ésta.

Las micorrizas de las orquideas son de tipo endétrofo, son endomicorrizas, es
decir, las hifas del hongo viven en el interior de las células y no sélo en los
espacios intercelulares.

Las hifas crecen formando una especie de ovillo en el citoplasma de las
células, denominado pelotén. El hongo se comporta como parasito en las
capas celulares externas de la corteza de las raices, mientras que en las
internas, la orquidea digiere los ovillos y aprovecha las sustancias nutritivas del
hongo. De este modo, la relacidén se establece sobre la base de un equilibrio: el
hongo no debe invadir completamente los tejidos de la orquidea ni ésta debe
digerir todas las hifas del hongo. (Velasco, 2008)

Existe la hipotesis de que la relacion simbidtica entre el hongo y las orquideas
se ha desarrollado evolutivamente muy temprano cuando no habian aparecido
aun especies epifitas y todas ellas eran plantas terrestres. Es evidente el hecho
de que en ningun caso se haya perdido la relaciébn micorricica en las especies

actuales, ya sean terrestres o epifitas. (Zettler, 2010)

En los recientes afios la germinacién simbi6tica in vitro, ha ido tomando mayor
importancia por la eficacia en el impacto de la conservacion y desarrollo de

orquideas, asi mismo ha ayudado a la conservacion de especies en peligro.

Las relaciones micorricicas obligadas de las orquideas siguen todavia siendo
estudiadas. (Velasco, 2008)

La asociacion simbidtica en necesaria para la gluconeogénesis, movilizando
reservas y para proveer nutrientes a las semillas; es importante reconocer que
las micorrizas aisladas deben provenir de orquideas silvestres, ya que en un
medio natural la colonizacion del hongo ocurre de manera apropiada. El
aislamiento del hongo se puede realizar a partir de raices de plantas maduras,

pero en su preferencia de aquellas plantulas recién germinadas, es decir raices
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jovenes en las que se sospecha existen pelotones activos, que en su defecto
seran los mas probables de ser aislados.

Es muy importante saber que la fase de recoleccidn y seleccion de las raices
de orquideas que van a ser sembradas para aislar los hongos micorricicos
constituye una etapa crucial, ya que de esto depende la eficacia del
aislamiento. (Zettler, 2010)

1.1.6. Distribucién de Orquideas en el Ecuador

La familia de las Orquidaceas aporta con un tercio del total de especies
fitoendémicas del Ecuador (1710 spp.). Dada la situacion geografica en nuestro
pais existen orquideas en todos los pisos altitudinales comprendidos entre 0 y
4500m; la mayor cantidad de orquideas endémicas se encuentran en los
microh&bitats presentes en los sistemas montafiosos entre los 1500-3000m,
especialmente en los bosques montano bajos y de neblina montanos (Endara,
2008)

Mas de la mitad de las especies de orquideas endémicas (58%) se encuentran
en una sola unidad de vegetacion, el 26% se hallan en dos tipos de bosque, el
10% en tres tipos de bosque, y solamente el 6% se encuentra en cuatro o mas

unidades de vegetacion. (Endara, 2008)

En el pais se registran 219 géneros de orquideas, 4.250 especies clasificadas y
1.301 especies endémicas en ambientes tropicales, subtropicales y en zonas

conservadas, sean templadas o frias.
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1.1.7. Descripcion de las especies de Orquideas utilizadas en el proceso
de germinacion simbidtica en el presente trabajo.

1.1.7.1. Caucaea rhodostictum Kraenzl sinénimo: Oncidium rhodosticta

e Clase: Equisetopsida C. Agardh

e Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
e Superorden: Lilianae Takht.

e Orden: Asparagales Link

e Familia: Orchidaceae Juss.

e Género: Oncidium Sw

(Tropicos, 2015) (Kraenzlin, 2001)

Figura 2. Caucae rhodosticta. Fuente: (Winsome, 2015)

Lleva el nombre del Departamento del Cauca, en el sur de Colombia, en donde
se encontr6 la planta por primera vez.

Esta especie se caracteriza por presentar pseudobulbos de un solo nudo, las
inflorecencias laterales con ausencia de espolén en la flor, el labelo no
angulado con callo basal sélido, cuadrado y la columna con Iébulo carnoso
aliforme a cada lado de su base. Son plantas epifitas andinas que crecen en
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bosques nublados y frios a una altura de entre 2500 a 2800 metros; es un

género originario de Venezuela, Colombia y Ecuador. (Calaway, 1998)

1.1.7.2. Cochlioda noezliana.

o Clase: Equisetopsida C. Agardh

o Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
e Superorden: Lilianae Takht.

e Orden: Asparagales Link

o Familia: Orchidaceae Juss.

e Género: Cochlioda Lindl.

(Tropicos, 2015)

Figura 3. Cochlioda noezliana. Fuente: (Southern California, 2014)

Etimolégicamente proviene del griego Kochliodes que se refiere a la forma de
concha del callo en el labelo.

Se caracteriza por la presencia de pseudobulbos unifoliados y bifoliados,
sostenidos por vainas folidceas disticas. La inflorescencia basal de una longitud
de 50 cm se produce desde el eje de las vainas y generan flores sin espolén.
La floracion es abundante y perfumada durando un mes. La columna no tiene

pie. El didametro de las flores de 5 a 7 cm.
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Son epifitas o rupicolas de bosques nublados en alturas de 2000 a 3500 metros
y se encuentra distribuida en zonas frias de los bosques de niebla de zonas
montafiosas en Los Andes de Perq, Bolivia, y Ecuador. (Yanes, 2006)
(Calaway, 1998)

1.7.3 Epidendrum L.

e Clase: Equisetopsida C. Agardh

e Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
e Superorden: Lilianae Takht.

e Orden: Asparagales Link

e Familia: Orchidaceae Juss.

(Tropicos, 2015)

Figura 4. Epidendrum spp. Fuente: (Tatiana Leon y Roxana Molina)

Esta especie fue descrita en 1763 por Linnaeus, incluyéndola en las especies
conocidas de las regiones tropicales reportadas como epifitas.
Etimolégicamente proviene del griego epi: sobre y dendrom: arbol, debido a

gue estas especies crecen sobre los arboles.
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Posee un perigonio con sus hojas exteriores patentes y las interiores iguales o
mas estrechas, rara vez mas anchas, poseen un tallo falsamente bulboso en la
base 0 en el apice, alguna vez alargado; sus hojas se presentan carnosas y las
flores espigadas, racimosas, terminales o laterales. Tallos secundarios
comunmente delgados o0 a modo de cafas, simples a muy ramificados, foliados
o algunas veces engrosados en pseudobulbos cilindricos que llevan 1-5 hojas

apicales

Este género comprende unas 1000 especies de orquideas en su mayoria de
habitos epifitas aunque también hay unas pocas especies terrestres. Se
encuentran en la América tropical desde Florida, hasta el Norte de Argentina.
(Rollke, 2010)(Calaway, 2010)

1.1.7.4. Masdevallia polystictae Rchb. F

e Clase: Equisetopsida C. Agardh

e Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
e Superorden: Lilianae Takht.

e Orden: Asparagales Link

e Familia: Orchidaceae Juss.

e Género: Masdevallia Ruiz & Pav.

(Tropicos, 2015)
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Figura 5. Masdevallia polystictae. (Tatiana Ledn y Roxana Molina)

El nombre de “Masdevallia”, es en honor a José Masdevall Terrades Llobet y

Berenguer, un médico y botanico en la corte de Carlos Ill de Espafia.

Son plantas que no poseen psedobulbos, tienen un tamafio pequefo y crecen
formando una mata, sus flores son de color naranja, sus sépalos soldados por
la base son muy grandes y resultan desproporcionados en relacion con los

pétalos y el labelo.

Estas plantas se encuentran desde México hasta el Sur de Brasil, pero la
mayoria se encuentran en regiones de gran altitud (2,500 — 4,000 m) de los
Andes de Ecuador y Colombia, Peru y Bolivia. Pueden ser epifitas, terrestres o
desarrollarse como litéfitas en las rocas desnudas. (Martija, 2012) (Calaway,
2002)
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1.1.7.5. Maxillaria Ruiz & Pavon.

o Clase: Equisetopsida C. Agardh

e Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
e Superorden: Lilianae Takht.

e Orden: Asparagales Link

o Familia: Orchidaceae Juss.

e Género: Maxillaria Ruiz & Pav.

(Tropicos, 2015)

Figura 6. Maxillaria lehmannii Rchb. F. (Tatiana Ledn y Roxana Molina)

Su nombre proviene del latin maxilla que significa barbilla, y esto se debe a que
su labelo es movil y sus flores son muy versatiles. En su mayoria son epifitas y
grandes. Puede poseer o no pseudobulbos, las hojas pueden variar en su
forma, algunas planas no muy vascularizadas, los sépalos usualmente libres, y
los laterales montados en la columna formando un mentén.

Se distribuyen en la selva desde el nivel del mar hasta los 3500 msnm, en las

regiones tropicales y subtropicales de América. (Calaway, 2002)
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1.1.7.6 Oncidium aureum Lndl.

e Clase: Equisetopsida C. Agardh

e Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
e Superorden: Lilianae Takht.

e Orden: Asparagales Link

e Familia: Orchidaceae Juss.

e Geénero: Oncidium Sw.

(Tropicos, 2015)

Figura 7. Oncidium aureum. (Tatiana Ledn y Roxana Molina)

Su nombre proviene del griego onkos (tumor, hinchazén), haciendo referencia

al callo que presenta en el labio superior.

Son orquideas pequefas y en su gran mayoria epifitas aunque algunas veces
terrestres o 3litéfitas. Poseen pseudobulbos unifoliares o bifoliares, de hojas
lineales oblanceoladas, atentadas al peciolo caniculadas, carinada y veteada
con estrechamiento abajo en la base aguda, peciolada. Florecen con una

inflorescencia basal, erecta a arqueada, flexible.
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Se encuentran distribuidas en Bolivia, Ecuador y Peru, en bosques nublados o

en laderas entre los 2000 a 4.700 metros de altitud. (Calaway, 2002)

1.1.7.7 Pleurothallis truncata Lindl.

o Clase: Equisetopsida C. Agardh

e Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
e Superorden: Lilianae Takht.

e Orden: Asparagales Link

o Familia: Orchidaceae Juss.

e Género: Pleurothallis R. Br.

(Tropicos, 2015)

Figura 8. Pleurothallis truncata. (Tatiana Ledn y Roxana Molina)

Su nombre viene del griego ‘pleurothallos’, que significa “ramas parecidas a
costillas”. Esto se refiere a la similitud de las costillas de los tallos de muchas
de sus especies.

Pueden ser terrestres o epifitas, se caracterizan por carecer de pseudobulbos,
algunas especies presentan hojas gruesas. Sus flores se encuentran entre las

diversas y extrafas, utilizadas para su polinizacion insectos diminutos tales
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COmMO mosquitos o avispas; algunas pueden presentarse parecidas a cafias con
una altura de un metro o mas.

Se pueden encontrar en lugares secos o hiumedos de clima tropical o templado
entre los 1000 y 2500 metros. (Calaway, 2003)

1.1.7.8 Scaphosepalum tiaratum Luer:

e Clase: Equisetopsida C. Agardh

e Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
e Superorden: Lilianae Takht.

e Orden: Asparagales Link

e Familia: Orchidaceae Juss.

e Género: Scaphosepalum Pfitzer

(Tropicos, 2015)

Figura 9. Scaphosepalum tiaratum. (Tatiana Le6n y Roxana Molina)

Su nombre hace referencia a los sépalos fusionados que forman un saco. Son
plantas epifitas de tamafio pequefio, cuyas flores son pequefias con pétalos

carnosos y se presentan en racimo que salen sucesivamente. Su morfologia se
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asemeja a Masdevallia, desde el cual muchas especies se han removido. La
columna es alada y fuertemente curvada conteniendo dos polinias.

Se encuentran en los bosques nubosos desde Guatemala hasta Perl en
alturas de 500 a 3000 m sobre el nivel del mar. (Calaway, 2002)

1.2. MICORRIZAS

Las micorrizas constituyen una asociacion simbidtica entre algunos hongos del
suelo y la raiz de la mayoria de las plantas. La union entre estos hongos y las
raices tienen la particularidad de que ambos se benefician, esto es una
simbiosis, ya que la raiz aprovecha los nutrientes que el hongo toma del suelo,
y se los traslada a la planta y a su vez, el hongo toma de la planta el carbono

necesario para su desarrollo. (Pefaloza, 2012)

1.2.1 Clases de micorrizas

Existen varias clases de micorrizas, por ejemplo las que se forman entre los
arboles como cipreses, pinos y robles es denominan ectomicorrizas. Otro grupo
lo forman las endomicorrizas, de las cuales las m&s comunes son las
endomicorrizas arbusculares. Este tipo de micorriza es de interés de las plantas
que se cultivan como frutales, hortalizas, café, maiz, leguminosas, plantas

ornamentales (orquideas), pasto, etc. (Pefialoza, 2012)

1.2.2 Formacion de una micorriza

Para que se forme una micorriza, se requiere que en el suelo exista indculo del
hongo formador de esta asociacion, el inéculo puede ser nativo, ya que el
hongo es un habitante natural del suelo, o inéculo producido por el hombre, es
decir que el hombre lo aplique al cultivo. Entre el hongo y la raiz del a planta se
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dan una serie de cambios bioquimicos que permiten que el hongo entre a la

raiz y asi se forme esta asociacion llamada micorriza. (Pefialoza, 2012)

El in6culo puede estar formado por esporas o micelio del hogo o por trozos de

raiz previamente micorrizada.

Una vez dentro de la raiz, se forman unas estructuras llamadas vesiculas y
otras llamados arbusculos, esta tienen la funcién de traslocar a la planta los
nutrientes que el hongo ha tomado del suelo, y también de pasarle al hongo el

carbono que la planta libera por la raiz. (Pefialoza, 2012)

1.2.3 Micorrizas en las Orquideas

La interaccion micorriza-orquidea es un tema de estudio en el ambito mundial,
algunos autores como el doctor Lawrence W. Zettler, catedratico del
departamento de Biologia de lllinois College, USA, y su equipo, demostraron
que algunas orquideas, generalmente las epifitas, son especificas en su
interaccion micorricica. La especificidad del hongo micorricico en orquideas
epifitas tropicales puede ser variable. Se ha logrado observar que una orquidea
puede presentar varias asociaciones con distintos hongos micorricicos; este
hecho determina la complejidad de aislar al hongo micorricico y también
identificar la especificidad con cada especie de orquidea. Algunas plantas
conservan dicha relacion hasta su estado adulto, principalmente aquellas que
no son fotosintéticas, las cuales son micoheterotréficas durante los primeros
estadios de desarrollo y algunas podrian ser myxotroficas en estado adulto.
(Zettler, 2007) (Mosquera, 2010)

Existen algunos estudios realizados con respecto a la germinacion simbidtica,
pero en su mayoria se enfocan en orquideas terrestres, asi por ejemplo
investigaciones realizadas en Inglaterra en el afio de 1985, a cargo de Royal
Botanical Garden, con algunas especies de orquideas terrestres, indicaron que
las especies raras algunas en peligro de extincién, son mas especificas que

las especies de orquideas comunes, en cuestién del hongo micorricico que las
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coloniza; es por esta razon que la germinacion simbidtica constituye un pilar
importante para la conservacion de especies. Por otra parte se ha observado
gue algunas especies de orquideas necesitan medios nutritivos muy complejos
para conseguir su germinacion y que por el contrario al realizar germinacion
simbidtica el crecimiento es incluso mas rapido, generando plantas mas
viables. (Clements, 1986)

Por otra parte en Australia en el afio de 1970 Hadley empezé a estudiar la
germinacion simbidtica con muchas orquideas de diferentes zonas de la region
sembrando sus semillas con 32 sepas diferentes de hongos de la familia
Rhizoctonia aislados de orquideas; notando con este estudio que existen
hongos que pueden asociarse con mas de una especie de orquidea, es decir
hay plantas que no son especificas mientras que otras si lo son. (Warkup,
1973)

La determinacién del nivel de especificidad micorricica es un factor que debe
ser tenido en cuenta para la conservacion de orquideas mediante la
germinacion simbiotica de las semillas.

Una especie de orquidea es considerada especifica cuando interactia de
forma estrecha con un grupo de hongos filogenéticamente emparentados; por
el contrario, se le considera generalista cuando sus hongos micorricicos
incluyen una gran variedad de origenes filogenéticos. (Chavez, 2014) (Otero,
2009)

Los hongos micorricicos en las orquideas perteneces a la familia de
Rhizoctonia y la diferenciacién taxondmica est4 basada en la morfologia de
estructuras sexuales (teleomorfo), sin embargo es dificil inducir a estos hongos

para que produzcan tales estructuras en el laboratorio. (Chavez, 2014)

1.2.4 |dentificacion de Rhizoctonia

Los hongos formadores de micorrizas en las orquideas perteneces en su
mayoria al género Rhizoctonia; este género se caracteriza por la produccion de

esclerocios en una textura uniforme con redes hifales que unen el micelio con
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plantas. Esto ha provocado la clasificacion de muchos hongos en el género

Rhizoctonia. (Mosquera, 2010)

El género-forma Rhizoctonia en su fase asexual (anamorfo) se caracteriza por
presentar un micelio estéril incoloro, sin embargo la fase sexual (teleomorfo)
que corresponde a Rhizoctonia incluye los géneros
Ceratobasidium, Tulasnella, Sebacina y Thanatephorus, los mismos que
pueden diferenciarse por sus estructuras reproductivas conformadas por los

basidiocarpos donde se producen las basidiosporas. (Mosquera, 2010)

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 micorricicas 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, 2010) (Otero, 2009)

Las diferentes especies de Rhizoctonia se diferencian por el color del micelio,
el n° de nucleos por célula, y la morfologia de los teleomorfos, sobreviven en el
suelo en hifas melanizadas y esclerocios con restos vegetales, pueden ser
patdogenos o saprofitos, colonizando plantas y materia organica fresca. (Nodo,
2010)

Los hongos micorricénicos se aislan de las raices de las orquideas o de otras
plantas colonizadas por Rhizoctonia no patogénicos.

Existen factores externos que pueden influenciar en el desarrollo del hongo, sin
embargo no se encuentran todavia bien identificados; entre estos se citan la
humedad que alrededor de 40 a 60 % suele ser Optima para la fructificacion de
Rhizoctonia. (Nodo, 2010)

La aireacion es necesaria para la esporulacion de Rhizoctonia, asi como para
mover el CO2 de la respiracion. La Temperatura Optima se encuentra entre 20

a 30 grados Celsius. Por ultimo la luz estimula la formacion de himenios pero
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inhibe la maduracion de basidios. Unas condiciones optimas son 12-16 h de
luz. (Nodo, 2010)

1.2.5 Morfologia y citologia de Rhizoctonia

En un medio de cultivo las jévenes ramificaciones de Rhizoctonia spp se
dirigen en la direccién del crecimiento e invariablemente parecen constrefiidas
al punto de union de la hifa principal. Se forma un septo en la zona cercana a la
constriccion. En hifas maduras se observan crecimientos en 90° de la hifa
principal, también en 45°. Frecuentemente la mayoria de las células de la hifa
principal se desarrollan en una nueva rama cerca del fin distal, asi el septo de
la hifa principal esta cerca de la ramificacién. Esto varia a veces. (Barnett,
1998) (Nodo, 2010)

1.2.5.1 Células monilioides

Muchos aislados de R. solani y Rhizoctonia spp binucleadas producen cadenas
simples o ramificadas (células monilioides), cuya longitud con respecto al radio
es 1-3:1. Estas células pueden ser hialinas o marrones y varian en su forma:
lobadas, piriformes, irregulares y en forma de barril. Las células monilioides
también se llaman células doliformes, células en forma de barril, células cortas,
clamidiosporas y células escleréticas. La formacion de nuevas células
monilioides ocurre en diferentes partes de la hifa vegetativa. (Nodo, 2010)

Las cadenas de las células monilioides poseen varios lugares, principalmente
por debajo de la superficie del hospedante y/o del sustrato, pero también

pueden estar en los tejidos del hospedante.

Pueden ser escasas y dispersas, formando masas semicompactas de diversos
tamafos, que se pueden agregar formando esclerocios. Los esclerocios se
componen usualmente de masas compactas de células monilioides. (Barnett,
1998) (Nodo, 2010)
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Figura 10. Células monilioides uninucleadas y binucleadas. Fuente:
(Mosquera, 2010)

Tulasnella, que se ha descrito como un teleomorfo de Rhizoctonia, se
encuentra ampliamente distribuida poseyendo un sin numero de subespecies
filogenéticas diferentes, es por ello que se han encontrado asociadas a muchas
especies de orquidaceas en distintas regiones. Posee un protosterigma
fuertemente hinchado y esporas subglobosas, elipsoides o piriformes. Al
principio empiezan a elongarse apicalmente dentro de un soporte fusiforme o
subfusiforme llamado espiculo, interrumpido en la base desde el metabasidio
por un septo adventicio a menudo deciduo. Presenta células de la hifa
binucleadas que por lo general se bifurcan con un angulo de 45 °, y en cultivos
aislados se observa la presencia de células monilioides.

Asi también Ceratbasidium también es de amplia distribucion encontrandose
asociado a un sin numero de especies. La caracteristica morfolégica de las
hifas es bastante parecida a la de Tulasnella, sin embargo presenta una
disposicion de las mismas en 90°. (Barnett, 1998) (Zettler, 2007)
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Figura 11. Género Rhizoctonia. Fuente: (Mosquera, 2010)
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CAPITULO IL.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 AREA DE ESTUDIO Y MUESTREO

El presente trabajo es de tipo experimental, cuya area de estudio se encuentra
distribuida entre las zonas de la provincia del Azuay y Zamora, en donde se
encuentran diferentes especies de orquideas. Las muestras fueron tomadas en
el bosque protegido de Tambillo ubicado en la provincia de Zamora, en la
montafia del Plateado en el sector Challuabamba, en el vivero de Ecuaflor en
Mayancela y en el Orquideario de la Universidad de Cuenca ubicado en la

Quinta de Balzay.

El tamafio de la muestra corresponde a 41 fragmentos de raices de especies
diferentes de orquideas tanto terrestres como epifitas, las mismas que se
sembraron, y de las cuales se lograron aislar 10 cepas de hongos. Las
especies de las cuales se aislaron estas cepas de hongos fueron:
Ondontoglossum sp., Oncidium sp., Caucae sp., Sinphyglossum sp., Dracula

sp., Fernandezia sp., Stellis sp., Pleurothallis sp.

2.2 MATERIALES Y REACTIVOS:

Todo el trabajo realizado se llevd a cabo bajo condiciones de esterilidad,

usando la camara de flujo para cada uno de los procesos.

Para el cultivo de los hongos se utilizd una estufa de incubacién a una
temperatura controlada de 25 °C + 1°C. Los medios de cultivo fueron realizados
con todos sus componentes puros y llevados a condiciones de pH especificos
para el crecimiento idoneo de los hongos y para el desarrollo eficaz de la

germinacion, todo esto con el empleo de un potenciémetro calibrado; por otra
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parte todos los medios fueron previamente esterilizados en una autoclave

vertical de 32 litros.

2.3 MEDIOS DE CULTIVO

2.3.1 Medio FIM (Fungi Isolation Medium): Este medio es empleado para el
aislamiento de hongos provenientes de la raiz de la planta; este contiene sales
como nitrato de sodio, cloruro de potasio, fosfato acido de potasio y sulfato de
magnesio, sacarosa Yy levadura, suspendidos en Agar Sobouroud; todos estos
ingredientes constituyen los nutrientes necesarios para que el hongo pueda
crecer y ser aislado. EI medio también contiene Estreptomicina para evitar la
contaminacion bacteriana; es muy importante llevar a un pH de 6,8, para que el

crecimiento sea 6ptimo. (Narrea, 2006) (Rueda, 2004)

2.3.2 Medio PDA (Agar Dextrosa-Papa): Este medio es ampliamente utilizado
para aislamiento, purificacion y mantenimiento de hongos. Tiene la infusion de
papa como fuente de almidones y la dextrosa que son la base para el
crecimiento de hongos. El pH de 5,6 evita el crecimiento de las bacterias y es

Optimo para el desarrollo de los hongos. (Narrea, 2006)

2.3.3 Medio OMA (Agar Avena): Este medio es utilizado para la germinacion
simbidtica con hongos micorricicos, la eficiencia de este medio es mucho
mayor que otros medios modificados, y ha sido probado en muchos estudios al
respecto, obteniendo muy buenos resultados. Se encuentra constituido por
avena y Agar, en este caso la avena al ser un cereal aporta al medio azucares
y vitaminas importantes para el desarrollo del hongo, y por ende la germinacion
de la semilla. (Zettler, 2007)
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2.3.4 Medio Murashige y Skoog (MS) modificado Coco: este medio es rico
en fuentes de energia como el carbdén activado, azlcar y vitaminas los cuales
son aprovechados por las semillas de las orquideas. Dado que la vitamina B1,
utilizada en esta formulacion, es termo-sensible, debe ser adicionada luego de
solubilizados los ingredientes para que no se pierda por accion del calor
(Rueda, 2004).
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2.4. SEMILLAS Y HONGOS EMPLEADOS

Tabla 1. Semillas y hongos empleados en el trabajo

Codi Nombre Fecha Lugar Estad Hongo
go de de o de
Recole | Recolec la R4 B Z4 Z5 Z7 03 05 o7 014 015
ccién cion capsul
a Odontoglo | Oncid | Cau | Sinphyglo | Drac | Odontoglo | Fernan | Pleurot | Stel | Pleurot
ssum ium cae ssum ula ssum dezia hallis lis hallis
S | Epidendru | 319515 | Tambil | Caps X X
m lo — ula
Ibaguense Zamor | cerra
a da
S1 | Masdevalli | 12:06-15 | Mayan | Caps X X X X X X X
a cela— | ula
polystictae Ecuafl | cerra
or da
S6 | Scaphoce | 1206-15 | Mayan | Caps X X X X X X X
palum cela— | ula
tiaratum Ecuafl | cerra
or da
S7 Caucae | 120615 | Mayan | Caps X X X X X X X
rhodostict cela— | ula
a Ecuafl | cerra
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or da
S9 | Pleurothall | 12-06-15 | Mayan | Caps
is truncata cela— ula
Ecuafl | cerra
or da

S10 | Cochlioda | %9615 | Mayan | Caps X
noezliana cela— ula
Ecuafl | cerra
or da

S12 | Epidendru | 120815 | Qrq. | Caps X
m Balzai ula
jamiesonis n abier
ta

S13 | Maxillaria | %9815 | Orqg. | Caps X
lehmannii Balzai ula
n abier
ta

S14 | Oncidium | %0815 | QOrq. | Caps X
aureum Balzai ula
n abier
ta
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2.5 METODOS

- Para la presente investigacion se adaptaron métodos de recoleccion de
raiceas, siembra, y aislamiento de hongos, previamente aplicados en el
Departamento de Biologia, lllinois College, 1101 West College Avenue,
Jacksonville, U.S.A. (Zettler, 2013).

- En cuanto al tratamiento de los datos obtenidos en el estudio se emple6 un
analisis descriptivo utilizando como herramienta de procesamiento a Excel

2013, para la realizaciéon de tablas y calculos requeridos.

2.5.1 Aislamiento del hongo micorricico

2.5.1.1 Preparacién y siembra de la raiz de orquidea:

Para recolectar raices en donde se presuman se encuentran la mayor cantidad
de pelotones activos de los hongos micorricicos, se debe seleccionar raices
jovenes recién germinadas, que en el caso de las orquideas epifitas se
encuentran enrevesadas en el tronco del arbol que la sostiene; y para las
orquideas terrestres las raices recolectadas fueron también las mas jovenes y

verdes.

Para lograr exponer los pelotones al medio de cultivo, se debe cortar la raiz en

fracciones muy pequefias, haciendo un acto de picado con el bisturi.

Si bien es cierto, la mayoria de las probabilidades de encontrar pelotones
activos esta en la seccibn media de la raiz, en este proceso se toman
fragmentos de todas las partes de la raiz ya sea de la parte media o final, ya

qgue en algunos casos se presentan pelotones activos a lo largo de toda la raiz.

Posteriormente a este picado de raiz, se vierte el medio FIM, haciendo una

siembra por inmersion.
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Recoleccion
de la raiz

Colocar la raiz por
10 min. en la
solucién de lavado

Flujograma del proceso:

Selecciény
medicidn
de la raiz:

etiquetado

Sacar laraiz y

llevarla a una caja
petri.

Lavado de
la raiz en
agua
corriente

Con la ayuda de un

bisturi cortar la raiz

en segmentos de 1
cm y pasar cada
segmento a una
caja diferente.

Erika Tatiana Ledn Molina

Roxana Lucia Molina Lépez

Pagina 47



Universidad de Cuenca

Verter 1 cc de agua Verter

esteril destilada en directamente el Incubar a 25°C,

el segmento de raiz medio FIM, sobre hasta la obtencion
y picar en el picadillo de la de resultados.

minusculos trozos raiz.
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2.5.1.2 Aislamiento del hongo en PDA:

Lo que se pretende obtener con este método es purificar las colonias

previamente aisladas del medio FIM.

Flujograma del proceso:

Con la ayuda de
Observacion . un bisturi cortar
macroscépica Sefialar la un cuadrado de
de crecimiento colonia que va a 1 mm x 1mm de
en medio FIM ser aislada. la colonia del
hongo.

Llevar el
pedacito al Incubar la caja a
medio PDA, 259C, hasta

colocandolo en obtener
la mitadde la resultados
caja
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2.5.1.3. Microcultivo

El microcultivo es el procedimiento idoneo para la identificacién de estructuras

fungicas, pues permite visualizar al microscopio el micelio en su conjunto. (EM-
UIS, 2014)

Flujograma del proceso:

Con una pipeta Con la ayuda de
Seleccionar una Pasteur, colocar una asa,
colonia del tres gotas de seleccionar al

! medio PDA en hongo, y
medio PDA. un porta sembrar en el

objetos porta objetos

Colocar un
Tapar con el papel

cubre objetos y humedecido al resultadosy
colocar en una fondo de la caja observar al
caja petri . petri, incubar a microscopio.
25°C.
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2.5.2 Siembra — germinacion

2.5.2.1 Preparacion de las semillas de orquideas

Es importante conocer que las semillas deben estar maduras y en condiciones

apropiadas de humedad, para que la siembra sea efectiva.

El lavado se realiza segun el estado de la semilla, asi por ejemplo si la capsula

se encuentra cerrada Unicamente se debe introducir en una solucién de cloro

del 85% durante diez minutos y después lavarla con agua estéril.

Por otro lado si la capsula esta abierta el proceso es diferente. Primero se

sumergen las semillas en una solucion de cloro al 1% durante cinco minutos,

posterior a esto, con una pipeta Pasteur se va retirando el liquido

sobrenadante; luego de esto, repetir el mismo proceso con el agua estéril,

haciendo de cinco a seis lavados. (Seaton, 2009)

Flujograma del proceso:

_ Lavar las
Seleccionar capsulas : en

las capsulas cloro 85%

en buen sumergirlas
estado. por 10 min

Lavar con
agua estéril y
con un bisturi

cortar la

capsula

Observar la
viabilidad de
las semillas,
en el
microscépio.
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2.5.2.2 Siembra simbiética: semillas de orquideas con cada hongo previamente
aislado en agar OMA.

En este procedimiento se siembran las semillas viables de la orquidea
seleccionada conjuntamente con la sepa de hongo que se requiere probar su
efecto micorricico, dejandolo en condiciones de humedad, temperatura y luz

ambientales.

Flujograma del proceso:

Seleccionar la . Con una asa,
colonia aislada Con una bisturi, esparcir las
cuya morfologia cortar una semillas al
corresponda al pedacito de la rededor del

hongo colonia y llvarlo hongo

micorrizante. al medio OMA. sembrado.

Evaluar el
Dejar a crecimiento
temperaturay simbidtico, con
humedad el cambio de los
ambiente. estadios de las
semillas.

Erika Tatiana Ledn Molina
Roxana Lucia Molina Lopez Pagina 52



Universidad de Cuenca

2.5.2.3 Sembra asimbidtica: semillas de orquideas en agar MS

Las semillas son sembradas en este agar modificado con coco, para que se
lleve a cabo la germinacion asimbiotica; Este proceso nos perite evaluar el

crecimiento de la semilla y contrastarlo con la germinacion simbiética.

Flujograma del proceso:

Evaluar el

crecieminto segun
el cambio de
estadios de las
semillas y
compararlo con el
agara OMA..

Sembrar las
semillas en el agar
coco esparciendo

entodala

Dejar a
temperaturay
humedad
ambiente.

circunferencia.
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CAPITULO 1.

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 IDENTIFICACION DEL HONGO

3.1.1. Caracteristicas morfoldgicas de los hongos aislados.

En el presente estudio se aislaron 10 hongos procedentes de las raices de
ocho especies de orquideas (Ondontoglossum sp., Oncidium sp., Caucae sp.,
Sinphyglossum sp., Dracula sp., Fernandezia sp., Stellis sp., Pleurothallis sp.)
El estudio microscopico y en los distintos medios de cultivo confirmaron
caracteristicos morfologicas propias del género Rhizoctonia. Los resultados se

observan en la tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas de los hongos micorricicos aislados.

Hongo/Especie Medio
de origen FIM PDA MICROCULTIVO
R4/ 4 dias: colonias 3 dias: colonia grande, 3 dias: hifas septadas, células
Ondontoglos pequefias, blanca ,algodonosa y monilioides, forma de
sum sp. algodonosas y con bordes definidos salchichas, angulo de 45°.
blancas. Género probable:

Tulasnella.

Erika Tatiana Ledn Molina

Roxana Lucia Molina Lopez Pagina 55



Universidad de Cuenca

Hongo/Especie Medio
de origen FIM PDA MICROCULTIVO
B /Oncidium sp. 6 dias: colonias 5 dias: colonia grande, 3 dias: hifas septadas, células
algodonosas, blanca, semi monilioides, forma de
blancas y algodonosas. salchichas, angulo de 45°,
grandes. Geénero probable: Tulasnella

¢
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Hongo/Especie Medio
de origen FIM PDA MICROCULTIVO
Z4 |Caucae sp. 4 dias: colonia 3 dias: colonia grande, 3 dias: hifas largas, septadas e
pequefia, blanca, algodonosa, indicios de células
algodonosa, con bordes definidos. monilioides.

blanca.
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Hongo/Especie Medio
de origen FIM PDA MICROCULTIVO
Z5 4 dias: colonia 3 dias: colonia grande, 3 dias: hifas largas y septadas.
/Sinphygloss pequefia, blanca parda,
um sp. algodonosa, algodonosa, con
blanca. bordes definidos.
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Hongo/Especie Medio
de origen FIM PDA MICROCULTIVO
Z7 [Dracula sp. 4 dias: colonia 3 dias: colonia grande, 3 dias: hifas con células
pequefia, amarilla, con bordes monilioides a 45° y
amarilla, definidos, ligeramente estructuras alargadas.
ligeramente algodonosa.

algodonosa.
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presenta anillos.

Hongo/Especie Medio
de origen FIM PDA MICROCULTIVO
03 4 dias: colonia 3 dias: colonia grande, 3 dias: hifas largas, 90° e
/Odontoglosu pequefia, blanca, semi indicios de células
m sp. algodonosa, algodonosa, con monilioides.
blanca. bordes definidos y
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Hongo/Especie
de origen

FIM

PDA

MICROCULTIVO

O7 /Pleurothallis
sp.

3 dias: colonia
pequefia,
algodonosa,
blanca.

4 dias: colonia grande,
blanca, semi
algodonosas con
bordes definidos.

3 dias: hifas septadas.
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Hongo/Especie
de origen

FIM

PDA

MICROCULTIVO

O5 /Fernandezia
sp.

4 dias: colonia
blanca

3 dias: colonia grande,
blanca parda,
ligeramente
algodonosa.

3 dias: hifas largas 45° e

indicios de células
monilioides.
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Hongo/Especie Medio
de origen EIM PDA MICROCULTIVO
014 /stellis sp. 3 dias: colonia crema 4 dias: colonia grande, 3 dias: células monilioides a
crema, con bordes 90°,

definidos y la
presencia de anillos.
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Hongo/Especie Medio
de origen FIM PDA MICROCULTIVO
015/ 3 dias: colonia 4 dias: colonia grande 3 dias: hifas largas y septadas.
. blanca marron, crema y marron, con
Pleurothallis sp. o
grande. bordes definidos y la

presencia de anillos.
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3.1.2. Efecto de los hongos aislados sobre la germinacion de semillas de
diferentes especies de orquideas.

Los hongos aislados tuvieron un comportamiento diferente segun la especie de
orquidea con las que fueron ensayados. El tiempo de medicién fue también
diferente en cada especie (entre 3 y 11 semanas) dependiendo
fundamentalmente de factores como la velocidad de crecimiento en el Agar
Coco (control), asi como la contaminacién por otros microorganismos y sobre

todo por el tiempo en el que se tuvo acceso a algunas semillas.

Asimismo, el numero de réplicas se relaciond principalmente con la
disponibilidad de semillas viables para realizar los ensayos. Es por ello que en
la mayoria de los casos solo se realizaron dos réplicas por especie de orquidea
investigada. A continuacion se presentan por separado los resultados de los
estadios que alcanzaron las semillas en el grupo experimental respecto al

control de Agar Coco, en donde se ha realizado un analisis descriptivo.

La especie Epidendrum ibaguense solo pudo ensayarse con dos aislamientos
de hongos: el R4 y el B. El primero de estos parece tener un efecto simbidtico
sobre la germinacion de la orquidea ensayada, donde 9 de cada 10 semillas
alcanzaron un estadio 1 o superior respecto al control (7 de cada 10 semillas
por campo) alcanzandose en ambos tratamientos un estadio maximo con
formacion de la hoja primordial. En el segundo, a pesar de que el porcentaje de
semillas con estadio 1 o superior fue similar, en presencia del hongo se
observé que un 7 % de las semillas alcanzé el estadio 4 a las 9 semanas de

analisis.; o sea, aparicion de la primera hoja verdadera (Tabla 3 y Gréfico 1).
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Tabla 3. Efecto de los aislamientos micorricicos sobre la germinacion de las
semillas de Epidendrum ibaguense.
Estadio*®
Hongo | Semanas | Réplicas | Medio Total
01,23 [|4|5
Avena | 10 | 52 [28|10|0| 0| 100
R4 7 5
Coco |30(40|20|10(0|0| 100
Avena | 10| 33 (30|20 7| 0| 100
B 9 3
Coco | 8 {30(42|20(0|0| 100
*: Los resultados se corresponden con la frecuencia observada en porcentaje.
B AGAR AVENA m AGAR COCO
100
90
80
S 70
S 60
=2
s 50
&= 40
o 30
20
10
0
R4 B
HONGO
Gréfico 1 Germinacién de Epidendrum ibaguense presencia de distintos
hongos. Se presenta el porcentaje promedio de semillas en estadio 1 o
superior.
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Estos resultados contrastan con los obtenidos para la otra especie de
Epidendrum investigada (Epidendrum jamiesonis). En dicho caso, el hongo R4
no tuvo ningun efecto micorricico ya que no permitié a ninguna de las semillas
ensayadas alcanzar el estadio 1, a pesar de que en el control la mayoria de
ellas alcanzaron niveles del 2 al 5 en los estadios del desarrollo de
protocormos. Asimismo para el aislamiento B se observé una disminucion del
porcentaje de semillas en los estadios 4 y 5, indicando un posible efecto
inhibitorio de la germinacion en esta especie. También se observo un efecto
inhibitorio para todos los demas aislamientos micorricicos, mientras el O7 y
014 se comportaron como patdégenos, lo que indica que estas semillas son
altamente sensibles a la presencia de los hongos aislados (Tabla 4 y Gréfico
2.).

Tabla 4. Efecto de los aislamientos micorricicos sobre la germinacion de las
semillas de Epidendrum jamiesonis.

Estadio
Hongo |Semanas | Réplicas | Medio TOTAL
0 1 2 /3|4 5

Avena | 100 0 0,010 0 100

R4 4 2
Coco | 15 35 |15|15|10| 10 100
Avena | 25 30 20/15| 5 5 100

B 4 2
Coco | 15 35 |15|15|10| 10 100
Avena | 90 10 0/0|0O 0 100

74 3 2
Coco | 40 40 |10(10| 0 0 100
Avena | 90 10 0/0|0O 0 100

Z5 3 2
Coco | 40 40 |10(10| O 0 100
Avena | 45 55 0,010 0 100

07 4 2
Coco | 15 35 |15|15|10| 10 100
Avena | 30 45 15{10| O 0 100

03 4 2
Coco | 15 35 |15|15|10| 10 100
Avena | 100 0 0/0|0O 0 100

07 4 2
Coco | 15 35 |15|15|10| 10 100
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Avena | 85 15 0,010 0 100
05 4 2

Coco | 15 35 15(15(10| 10 100

Avena | 100 0 0|00 0 100
014 4 2

Coco | 15 35 15(15(10| 10 100

Avena | 90 10 0|00 0 100
015 2 2

Coco | 50 40 10{0 |0 0 100

*: Los resultados se corresponden con la frecuencia observada en porcentaje.
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Gréfico 2. Germinacion de Epidendrum jamiesonis presencia de distintos
hongos. Se presenta el porcentaje promedio de semillas en estadio 1 o
superior.

Por otro lado, las especies Masdevallia polystictae, Scaphocepalum tiaratum y
Caucae rhodosticta, fueron ensayadas con siete de los diez aislamientos. Los
hongos Z4 y O3 resultaron patégenes para Scaphocepalum tiaratum. Z5 por su
parte promovio la germinacion simbiética en M. polystictae, mientras que los

demas asilamientos resultaron inhibidores o no tuvieron un efecto significativo.

R4 B Z4 Z5 027 03 o7 05 014 015

HONGO
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En estas especies se muestra también que el efecto inhibitorio del crecimiento
se ejerce fundamentalmente cuando las semillas ya alcanzaron el estadio 1,
reduciéndose el paso a los estadios superiores en comparaciéon con el medio
control de Agar Coco. En este ultimo medio de cultivo se observa que a las 11
semanas de experimentacion la gran mayoria de las semillas han pasado al
estadio 1 o superior, lo que sugiere que este tiempo puede emplearse para
futuros experimentos como un punto de corte para la recogida de datos. (Tabla
5y Gréfico 3).
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Tabla 5. Efecto de los aislamientos micorricicos sobre la germinacion de las
semillas de Masdevallia polystictae, Scaphocepalum tiaratum y Caucae
rhodosticta.
_ o . Estadio* Estadio 1 0
Especie Hongo | Semanas | Réplicas | Medio .
0]1]|2|3|4|5 superior
3 Avena 23 67 10 0 0 O 77
R4 11
Coco 10 40 40 10 0 O 90
Avena 10 43 47 0 0 O 90
B 11 3
Coco 10 40 40 10 0 O 90
Avena 20 80 O O O O 80
Z4 6 3
Coco 20 80 0 0 O O 80
Masdevallia Avena 20 80 O O O O 80
Z5 6 3
polystictae Coco 50 40 10 0 0 O 50
Avena 93 7 0 O 0 O 7
03 5 3
Coco 60 30 10 0 O O 40
Avena 23 60 17 0 0 O 77
027 11 3
Coco 10 40 40 10 0 O 90
Avena 93 7 0 O O O 7
07 11 3
Coco 60 30 10 0 0 O 40
Avena 15 80 15 0 0 O 95
R4 11 2
Coco 0 30 30 20 10 10 100
Avena 30 70 0 0 0 O 70
HB 11 2
Scaphocepalum Coco 0 30 30 20 10 10 100
tiaratum Avena 100 0 O O O O 0
4 10 2
Coco 7 30 40 13 10 O 93
Avena 70 30 0 0 O O 30
Z5 6 2
Coco 50 40 10 0 0 O 50
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=
Avena 25 60 15 0 0 O 75
H27 11
Coco O 30 30 20 10 10 100
Avena 100 0 0 O O O 0
HO3 5
Coco 60 30 10 0 O O 40
Avena 60 40 0 O O O 40
HO7 5
Coco 60 30 10 0 O O 40
Avena 0 20 33 30 17 O 100
HR4 11
Coco 0 20 30 20 20 10 100
Avena 10 40 40 10 0 O 90
HB 11
Coco 0O 20 30 20 20 10 100
Avena 75 25 0 0 O O 25
74 4
Coco 70 30 0 0 O O 30
Caucae Avena 75 25 0 O O O 25
Z5 4
rhodosticta Coco 70 30 0 0 O O 30
Avena 30 40 20 10 0 O 70
H27 11
Coco 0 20 30 20 20 10 100
Avena 90 10 0 O O O 10
HO3 5
Coco 40 40 10 10 0 O 60
Avena 70 30 0 0 O O 30
HO7 6
Coco 30 40 20 10 0 O 70
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e
*: Los resultados se corresponden con la frecuencia observada en porcentaje.
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Masdevallia polystictae Scaphocepalum tiaratum Caucae rhodosticta

Gréfico 3. Germinacion de Masdevalia polystictae, Scaphocepalum tieratum y
Caucae rodhosticta en presencia de distintos hongos. Se presenta el
porcentaje promedio de semillas en estadio 1 o superior.

El efecto de 9 de los 10 aislamientos también fue analizado en la especie
Maxillaria lehmannii. Z4 y O3 tuvieron un efecto probablemente patogénico
sobre la germinacion de estas semillas, no obstante las escasas tres semanas
de investigacion aun se consideran insuficientes para aportar argumentos mas
sOlidos al respecto. R4 y B no mostraron efecto alguno, mientras que los
demas hongos inhibieron el proceso germinativo. A excepciéon de R4, ningun
otro aislamiento se relacion6 con semillas en un estadio 2 o superior, lo que
puede asociarse al corto tiempo del experimento (Tabla 6 y Grafico 4).
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Tabla 6. Efecto de los aislamientos micorricicos sobre la germinacion de las
semillas de Maxillaria lehmannii

Estadio
Hongo | Semanas | Réplicas | Medio Total
0 1 23|45

Avena | 40 50 |10/0|0|0| 100

R4 3 2
Coco | 40 45 |15/0|0|0| 100
Avena | 40 50 |10/0|0|0| 100

B 3 2
Coco | 40 45 |15/0|0|0| 100
Avena | 100 0 0(0(O|0O| 100

Z4 2 2
Coco | 55 40 5(0/0|0]| 100
Avena | 50 50 0(0(O|O| 100

07 3 2
Coco | 40 45 |15/0|0|0| 100
Avena | 100 0 0|0|0|0]| 100

03 3 2
Coco | 40 45 |15/0|0|0| 100
Avena | 80 20 0|0|0|0]| 100

07 3 2
Coco | 40 45 |15/0|0|0| 100
Avena | 80 20 0(0(O|O| 100

05 3 2
Coco | 40 45 |15/0|0|0| 100
Avena | 65 35 0|0|0|0]| 100

014 3 2
Coco | 40 45 |15/0|0|0| 100
Avena | 45 55 0|0|0|0]| 100

015 3 2
Coco | 40 45 |15/0|0|0| 100
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*. Los resultados se corresponden con la frecuencia observada

en porcentaje.
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Gréfico 4. Germinacion de Maxillaria lehmannii presencia de distintos hongos.
Se presenta el porcentaje promedio de semillas en estadio 1 o superior.

Oncidium aureum parece ser la orquidea mas beneficiada por los aislamientos
analizados. R4, B y O7 mostraron un efecto positivo sobre la germinacion de
las semillas de esta planta, mientras que solo se detectd una inhibicion notable
para O3 y O14. Se debe notar que en este caso la mayoria de las mediciones
no superaron las tres semanas de estudio y ademas solo se realizaron dos
réplicas para este tratamiento, lo que como se ha venido indicando, puede
limitar significativamente el andlisis global de los resultados; por ejemplo, en
ninguno de los tratamientos con los aislamientos micorricicos o con el control
supero6 el estadio 1, por lo que no se puede observar con certeza si el hongo
estimula el desarrollo de los protocormos mas alla de este nivel (Tabla 7 y
Gréafico 5).
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Tabla 7. Efecto de los aislamientos micorricicos sobre la germinacion de las
semillas de Oncidium aureum

Estadio
Hongo | Semanas | Réplicas | Medio TOTAL
0 1 2/3|4|5

Avena | 45 55 0({0(0|0]| 100

R4 3 2
Coco | 65 35 0|0|0|0]| 100
Avena | 45 55 0|0|0|0]| 100

B 3 2
Coco | 65 35 0|0|0|0]| 100
Avena | 100 0 0|0|0|0]| 100

74 2 2
Coco | 90 10 0|0|0|0]| 100
Avena | 90 10 0({0(0|0]| 100

03 3 2
Coco | 65 35 0|0|0|0]| 100
Avena | 50 50 0({0(0|0]| 100

o7 3 2
Coco | 65 35 0|0|0|0]| 100
Avena | 90 10 0|0|0|0]| 100

014 3 2
Coco | 70 30 0|0|0|0]| 100
Avena | 80 20 0({0(0|0]| 100

015 3 2
Coco | 70 30 0|0|0|0]| 100
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*. Los resultados se corresponden con la frecuencia observada

en porcentaje.
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Gréfico 5. Germinacion de Oncidium aureum presencia de distintos hongos. Se
presenta el porcentaje promedio de semillas en estadio 1 o superior.

Por ultimo, Cochlioda noezliana se ensayo solamente con los hongos O5, 014
y O15. El primero resulté patégeno para esta planta, mientras que los otros dos
inhibieron el proceso germinativo, donde ninguna semilla super6 el estadio 2
mientras que en el agar coco (control) un 20 % llegé a estadios de formacién
de la hoja primordial o aparicién de la primera hoja verdadera (Tabla 8 y
Gréfico 6).
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Tabla 8. Efecto de los aislamientos micorricicos sobre la germinacion de las

semillas de Cochlioda noezliana.

Estadio
Hongo | Semanas | Réplicas | Medio TOTAL
0 1 23|45

Avena | 100 0 0/0|0|0]| 100
05 10 2

Coco | 10 30 |40(10|10|0| 100

Avena | 25 70 5/0,0|0| 100
014 10 2

Coco | 10 30 |40(10|10(0| 100

Avena | 25 65 |[10/0|0|0]| 100
015 10 2

Coco | 10 30 |40(10|10(0| 100

*. Los resultados se corresponden con la frecuencia observada

en porcentaje.
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Gréfico 6. Germinacion de Cochlioda noezliana presencia de distintos hongos.
Se presenta el porcentaje promedio de semillas en estadio 1 o superior
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Por ultimo se analiza la semilla de Pleurothallis truncata, que segun los datos
obtenidos no tuvo mayor impacto con las siembras realizadas (Tabla 9 y
Grafico 7)

Tabla 9. Efecto de los aislamientos micorricicos sobre la germinacion de las
semillas de Pleurothallis truncata

Estadio
Hongo | Semanas | Réplicas | Medio TOTAL
0 1 2|13|4|5
Avena | 90 10 0|0|0|0| 100
R4 10 2
Coco | 10 30 |40(10|10(0| 100
Avena | 100 0 5/0|0|0| 100
B 10 2
Coco | 10 30 |40(10|10|0| 100
Avena |90 | 100 (0O |0 |0 |0O]| 100
4 10 2
10 30 |40(10|10|0| 100
Coco
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*. Los resultados se corresponden con la frecuencia observada en

porcentaje.
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Gréfico 7. Germinacion de Pleurothallis truncata, presencia de distintos
hongos. Se presenta el porcentaje promedio de semillas en estadio 1 o
superior.

3.1.3. Evaluacién de relaciones interespecificas.

En la mayoria de las semillas analizadas el tiempo de estudio consideramos
fue limitado al igual que el numero de réplicas. Es por ello la evaluacion que se
desprende de los datos obtenidos no puede estar mas alla de un estudio
preliminar, usando un analisis descriptivo de los datos; por esta razon hemos
de comparar el porcentaje de germinacion de las semillas que pasan a un
estadio 1 o mas en el Agar Avena sembrado con el correspondiente hongo con
respecto a las semillas que pasan al estadio 1 o mas en el Agar Coco
(germinacion asimbidtica).

Con esta comparaciéon medimos la eficacia del hongo y su efecto en promover
el crecimiento en un menor tiempo con respecto a la siembra en el medio
nutritivo de Agar coco. (Gréfico 8)
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Epidendrum Ibaguense M Masdevallia polystictae. M Scaphocepalum tiaratum
B Caucae rhodosticta Pleurothallis truncata M Epidendrum jamiesonis

Maxillaria lehmannii Oncidium aureum Cochlioda noezliana.
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Gréafico 8. Diferencia entre el porcentaje de germinacion de las semillas en el
medio con cada hongo y el control.

Con la finalidad de obtener resultados més concretos, hemos realizado un
analisis con respecto a la diferencia del crecimiento en Agar Avena
(germinacion simbidtica) y en el Agar coco (Germinacion asimbidtica o control),
y se refleja en el Grafico 8, en donde aparecen por debajo del eje como
resultado negativo a todos los siguientes casos: inhibicion, efecto patégeno y

germinacion positiva pero cuya diferencia con el control no existe o es minima.

Por el contrario en los casos que aparecen sobre el eje como efecto positivo
sobre la germinacion, son aquellos en los que a mas de haber tenido semillas
micorrizadas en estadios superiores presentan una diferencia en cuanto al

control, es decir las semillas han crecido mas rapido que el control.

En este sentido, los aislamientos R4, B, Z5 y O7 fueron los uUnicos que
mostraron un efecto positivo sobre alguna de las especies de orquideas
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investigadas. El hongo R4 tuvo un efecto simbiético sobre Epidendrum
ibaguense y Oncidium aureum, mostrando 20% mas de eficacia del
crecimiento con respecto al control (Agar coco); el hongo B y el O7 sobre
Oncidium aureum; Z5 sobre Masdevallia polystictae, la misma que presenta

casi un 30% de mayor eficacia del crecimiento frente al contrrol .

Por otro lado, los aislamientos O7, 014, Z4 y O5 muestran propiedades
patogénicas: O7 y O14 para Epidendrum jamiesonis, Z4 para Scaphocepalum
tiaratum y O5 para Cochlioda noezliana. El resumen de este analisis se

observa en la tabla 10.
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Tabla 10. Relaciones interéspecificas entre las orquideas de prueba y los hongos analizados

Orquidea de prueba R4 B Z4 Z5 Z7 03 o7 05 014 015
Ondontoglossum Oncidium  Caucae Sinphyglossum Dracula Odontoglosum Pleurothallis Fernandezia Stellis sp. Pleurothallis
sp. sp. Sp. sp. Sp. sp. Sp. sp. Sp.
Epidendrum ibaguense Efecto Positivo  No efecto
Masdevallia polystictae. Inhibicién No efecto  No efecto  Efecto Positivo Inhibicion  Inhibicién Inhibicion
Scaphocepalum tiaratum  No efecto Inhibicion  Patdégeno  Inhibicién Inhibicién  Inhibicién No efecto
Caucae rhodosticta No efecto Inhibicion  No efecto  No efecto Inhibicién  Inhibicién Inhibicién
Pleurothallis truncata Inhibicion No efecto  Inhibicion
Epidendrum jamiesonis No efecto Inhibicion  Inhibicién  Inhibicién Inhibicién  Inhibicién Patégeno Inhibicién Patégeno Inhibicion
Maxillaria lehmannii No efecto No efecto  Inhibicion Inhibicién  Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicion  No efecto
o - Efecto o o Efecto o o
Oncidium aureum Efecto positivo B Inhibicion Inhibicion N Inhibicion  Inhibicion
positivo positivo
Cochlioda noezliana. Patégeno Inhibicién  Inhibicion
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Las semejanzas observadas en los patrones de comportamiento ya sea
mostrando efectos positivos en la simbiosis, patogenicidad, inhibicién y ningun
efecto junto con las presentadas previamente en la morfologia microscoépica
(tabla 4) sugieren que los aislamientos R4, B y O7 pudieran compartir
caracteristicas morfofisiolégicas similares representadas en una interaccion
relativamente similar con cada especie de orquidea analizada, lo que puede
asociarse a que pertenezcan al mismo género aunque no a la misma especie.

En este caso pudiera tratarse del teleomorfo Tulasnella.
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DISCUSION.

La propagacion de orquideas se ha realizado artificialmente durante casi todo
el siglo pasado empleando combinaciones de nutrientes en condiciones
estériles, especialmente en aquellas especies de zonas con un clima mas
tropical. No obstante, en los ultimos afios ha crecido el interés por las
relaciones simbioticas que establecen estas plantas con hongos del género-
forma Rhizoctonia, 1o que a juzgar por algunos autores puede mejorar el éxito
en la germinacion de semillas de orquideas epifitas tropicales con distintos
fines (Otero, 2009), (Sharma, 2020), (Zettler, 2010), (Zettler, 2007)

En la presente investigacion se aislaron 10 que segun sus caracteristicas
morfologicas pertenecen al género-forma Rhizoctonia. A pesar de que en las
raices de las orquideas se pueden encontrar muchos tipos diferentes de
hongos. Aun dentro de una misma especie se pueden detectar distintas
morfoespecies dependiendo de la regibn o zona geografica en la que se
encuentre la especie, indicando un importante papel del sustrato natural donde
crece el hongo. En este sentido Otero Ospina y Bayman, (2009) encontraron en
plantas adultas y juveniles de poblaciones puertorriquefias de Tolumnia
variegata, 21 morfoespecies de Rhizoctonia representando el 87,3 % de todas

morfoespecies identificadas.

Por otra parte se debe considerar que no todos los miembros de una especie
poseen asociacién simbidtica continua con estos hongos. En este sentido
Rivas, Warner y Bermadez, (1998) detectaron en 24 especies de orquideas de
Costa Rica que de un total de 93 aislamientos, el 87,10 % poseia al momento
del estudio asociacion simbionte con hongos del género indicado. Esto apoya
la hipotesis de que la infeccibn de las raices de orquideas por hongos
micorricicos puede ser esporadica y de especial interés sobre todo en las
etapas tempranas de su ciclo de vida; o sea, durante la germinacion y estadios
jovenes, pueden ser micotrofas obligadas, pero durante la vida adulta algunas

especies pueden ser micétrofas facultativas (Rivas, 1998) (Ospina, 2014).

Los teleomorfos presentes en el género-forma Rhizoctonia se corresponden

generalmente con los géneros Thanatephorus, Ceratobasidium, Sebacina y
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Tulasnella, (Otero, 2009) por eso no es de extrafiar se presuma la presencia de
éste ultimo en los aislamientos de Ondontoglossum sp. y Oncidium sp. Se debe
tener en cuenta que la identificacion morfolégica y la sistematica de estos
géneros es un tanto dificil puesto que en el laboratorio se requiere inducir las
formas sexuales de los mismos, lo que no es un procedimiento sencillo
(Chavez, 2014). Sin embargo la identificacion que se ha logrado realizar en
este estudio ha sido con respecto a las caracteristicas morfolégicas de cada
hongo, ya sea por el aspecto que presentan las colonia en el medio PDA de
cultivo como también por las caracteristicas de sus hifas al ser observadas al
microscopio; mismas que en los 10 casos se asemejaban al género
Rhizoctonia, por presentar hifas septadas y medianamente gruesas, con
células monilioides, dispuestas en 45° o 90 °. Esta seleccion tuvo lugar
después de realizarse el microcultivo para tener una mejor observacion de las

colonias.

Es importante recalcar que si bien las diez cepas de hongos se definieron como
Rhizoctonia, no todos los hongos de esta especie son micorrizantes de
orquideas, es mas muchos de ellos son patégenos. (Species Fungorum, 2015)

Los resultados de la presente investigacion muestran de forma preliminar que
algunos de los hongos micorricicos aislados pueden tener un comportamiento
simbionte con especies de orquideas aunque no fuesen aislados de estas. Esto
es especialmente significativo si se considera que uno de los problemas para la
propagacion in vitro de las orquideas con germinacion simbiética es la
identificacion de interacciones micorricicas beneficiosas. En tal caso, algunos
autores sugieren un potencial econémico y ecologico en la creacion de un
banco de cepas micorricicas donde se clasifiquen las posibles interacciones
simbiontes con un uso comercial y en el rescate de especies en peligro de
extincion (Otero,2009; Zettler, 2013).

La simbiosis entre Oncidium aureum y el hongo B puede estar estrechamente
ligada con el origen del aislamiento micorricico, el cual procede de la raiz de
una especie del mismo género que la orquidea tratada. Es por ello que en

muchos ensayos de germinacion simbionte de semillas de orquideas se
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emplean aislamientos de la misma especie o al menos del mismo género para
asegurar el éxito en el procedimiento (Sharma., 2002; Zettler, 1998; Aggarwal &
Zettler, 2010). Asimismo la simbiosis de O. aureum con el hongo R4 pudiera
estar asociada a una relacion filogenética entre R4 y B, puesto que ambos
parecen pertenecer al género Tulasnella. Algo similar pudiera suceder con el
aislamiento O7 proveniente de Pleurothallis sp.

En el presente estudio se analizaron también las especies de orquideas del
género Epidendrum: E. ibaguense y E. jamiesonis, las mismas que mostraron
una respuesta diferente ante el mismo hongo R4. Si bien se conoce que
algunos miembros de Epidendrum sp. pueden germinar con hongos aislados
de otras especies (Zettler, 2007), con posterioridad el mismo autor investigo el
efecto del hongo Tulasnella irregularis aislado de Encyclia tampensis sobre la
germinacion simbiotica de cuatro epifitas del género Epidendrum. En su estudio
se demostré una respuesta diferente de las cuatro especies ante el mismo
hongo, siendo en uno de ellos bastante baja: en el orden de un 3 % de
estimulaciéon de la germinacion respecto al control (Zettler , 2013). En otra
investigacion similar a la actual, hongos del género Tulasnella no tuvieron un

efecto significativo sobre la germinacion de Epidendrum sp. (Crespo, 2015).

Tales resultados y los obtenidos en la investigacion actual apoyan la hipotesis
de que las orquideas han evolucionado de tal modo que la seleccién natural
influyé en la seleccion de genes que favorecen la interaccion simbidtica entre
unas especies de orquideas y un grupo caracteristico y especifico de hongos
filogenéticamente emparentados (Otero, 2005)

Por otro lado la especie Masdevallia polystictae también mostro un
comportamiento simbidtico frente al aislamiento micorricico Z5 de
Sinphyglossum sp. Un reporte previo empleando una especie del mismo
género en la Universidad de Cuenca mostrO que Masdevallia sp. pueden
responder satisfactoriamente a aislamientos del género Rhizoctonia de otras
especies de orquideas, por lo que el presente resultado no es de sorprender

(Crespo Santander y Ortega Guaricela, 2015).
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Este resultado es de especial interés si se considera que varias especies de
Masdevallia se encuentran en el libro rojo de algunos paises latinoamericanos.
En tal caso se encuentra Masdevallia coccinea Linden Ex Lindl. oriunda de
Colombia en la que se hacen esfuerzos por estudiar sus interacciones
micorricicas (Ordofiez, 2014). Asimismo, en Masdevallia auropurpurea Reich
del mismo pais se prefiere el cultivo in vitro empleando medios artificiales por el
pobre resultado de germinacién y desarrollo en cultivos con hongos simbiontes
(Pedrosa, 2007). Algo similar ocurre con Masdevallia tovarensis, de la que no
se conocen sus interacciones simbidticas (de Clavijo, 2010). Demostrar en la
presente investigacion que Masdevallia sp. puede germinar satisfactoriamente
en un medio con hongos simbiontes es un paso importante para el desarrollo
de investigaciones posteriores con el objetivo de identificar y caracterizar mas

de estas interacciones favorables.

Se debe tener en cuenta también en el presente estudio que la mayoria de las
interacciones entre las especies de orquideas probadas y los hongos aislados
resultaron en efectos negativos (inhibicién de la germinacién o patogenicidad) o
sin un resultado positivo respecto al control. Esto apoya aun mas los
planteamientos realizados en parrafos anteriores de que las interacciones entre
las orquideas y las micorrizas pueden ser relativamente especificas y
determinadas evolutivamente (Otero, 2009. Asimismo se debe considerar que
los miembros del género Rhizoctonia son bien conocidos por su potencial

patogénico para muchas especies de plantas (Otero, 2009).

Si bien los resultados obtenidos son prometedores respecto a la identificacion
de hongos micorricicos con un probable efecto simbiético en la germinacion de
algunas especies de orquideas, se debe considerar que existe una gran
diferencia entre la especificidad detectada in situ (también llamada ecologica) y
la especificidad potencial o detectada in vitro (Chavez, 2014). La segunda, al
detectarse en un entorno controlado, no tiene en cuenta el cimulo de variables
que rigen en el entorno natural y que pueden favorecer una interaccion sobre

otra.

Erika Tatiana Ledn Molina
Roxana Lucia Molina Lépez Pagina 87



Universidad de Cuenca dg

Es importante mencionar que en el Orquideario de la Universidad de Cuenca,
hemos dejado como respaldo las cepas de hongos que se aislaron en este
trabajo con el afdn de que se pueda seguir indagando sus efectos

micorrizantes en las orquideas.

De igual manera se enviaron réplicas de las mismas cepas de hongos al
(CBCM) Departamento de Biologia Basica y Aplicada, area de Biologia, centro
de Biologia Celular y Molecular de la Universidad Técnica Particular de Loja
para realizar la secuenciacion de ADN de cada cepa y asi poderlos identificar y
realizar estudios posteriores en base a resultados especificos.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se consigui6 aislar 10 hongos que provinieron de ocho
especies de orquideas (Ondontoglossum sp., Oncidium sp., Caucae sp.,
Sinphyglossum sp., Dracula sp., Fernandezia sp., Stellis sp., Pleurothallis sp.).
Segun las caracteristicas morfolégicas que presentaron los hongos aislados,
sugieren pertenecer a los teleomorfos presentes en el género-forma
Rhizoctonia que se definen como micorricico de orquideas en la mayoria de los
casos. A este género-forma corresponden generalmente los géneros

Thanatephorus, Ceratobasidium, Sebacina y Tulasnella.

En el proceso de aislamiento se corrobora la eficacia de los medios utilizados,
ya que los resultados fueron favorables; es decir los hongos lograron crecer y
desarrollarse eficazmente, mostrando colonias definidas y microscopicamente

haciéndose observables sus estructuras.

Cuando se procedioé a la siembra de fragmentos de raices cuyos hongos se
deseaban aislar, se usaron en su gran mayoria raices jovenes recién
germinadas, no obstante en algunos casos las raices que se emplearon fueron
maduras ya que como se conoce en ellas el hongo micorricico también puede

estar presente, al tratarse de orquideas micotrofas facultativas.

Un aspecto importante a tomar en cuenta en la evaluacion del crecimiento es
que se obtuvo en todos los casos de la siembra asimbiotica en el Agar coco,
crecimiento favorable, mostrandonos que todas las semillas empleadas en el

estudio fueron viables.

En los resultados obtenidos, segun la evaluacion preliminar del crecimiento se
observan comportamientos de distinto orden, ya que cada hongo con cada
especie de orquidea tuvo resultados diferentes. Sin embargo el criterio por el
cual encaminamos la evaluacion del crecimiento fue considerar que el hongo
tiene un efecto positivo en la germinacién si las semillas alcanzan un estadio 1,
y por otra parte si al contrastar con la germinacion asimbidtica, las semillas en
simbiosis alcanzaron este estadio en menor tiempo que las que estuvieron en

asimbidsis. Asi por ejemplo los Unicos hongos que mostraron un caracter
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simbidtico contundente fueron los hongos R4, B, O7 y Z5 con sus respectivas
siembras; ya que como se conoce existen hongos que son especificos para
cada especie de orquidea, y otros que pueden interactuar simbidticamente con

varias especies.

Si bien no todos los hongos mostraron tener un efecto positivo en la
germinacion simbiotica, es importante conocer que aunque el efecto no sea
especificamente en la aceleracion del crecimiento en contraste con la
germinacion asimbidtica, una planta que crezca micorrizada tiene una viabilidad

mayor.
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RECOMENDACIONES

Para posteriores estudios del tema, recomendamos tener en cuenta algunos

aspectos importantes para efectivizar el proceso de la siembra simbiética.

Es de vital importancia utilizar semillas maduras y viables, pero también que
hayan tenido un proceso de conservacion adecuado; que se resume en
mantener a la semilla aislada de humedad, y mejor ain en bancos propicios

para su conservacion.

Para desarrollar una germinacion simbiotica eficaz es transcendental la
purificacion de las cepas de los hongos empleados, al igual que la

conservacion de réplicas de las mismas en el laboratorio.

También es importante tener en cuenta la posibilidad de trabajar con la
diferenciacion genética de las cepas aisladas, para con certeza seguir

indagando en la investigacion de la germinacién simbidtica.
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ANEXOS

ANEXO A. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Anexo Al. SOLUCIONES MADRE

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

- Sulfatode zinC.........ccovvvvnnn.n. 8.6

- Sulfato cdprico.................... 0.025
Solucién C

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

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

- Cloruro de cobalto................. 0.025
Solucién D

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

- AcidobOrico.....oviiiiiiiii, 6.2

- Molibdato de sodio.................. 0.25
Soluciéon E

- Sulfato ferroso..........cooevvvvinnns 27.81

- NaEdta.......ooooiii 37.31
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Anexo A2. Medio MS modificado coco

0 1150 ml de agua mas 10mlde sol. A,B,C,DYyE
» Carbon activado.............cooviii i, 2gr
B OAZUCAr. ..o e 200
B OAGAl . 8,5 0

" AQUA AE COCO.....ovvieiiereeie e e en e, 150ml
= VitaminaBl.......oooiii Iml
B TWEEN. e 2 gotas

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

Anexo A3. Medio FIM (Fungi Isolation Medium):

= Nitrato de sodi0..........ccvvvvviiiiiein i, 0,3gr
= Cloruro de potasio.........coceevvevneennennnns 0,1qr
= Fosfato acido de potasio......................... 0,2gr
= Sulfato de magnesio............ccoeviiiiiinnn. 0,1gr

= Extracto de levadura..............................0,1 gr
LT A U [0 P~ S W | §
B AQAl a8 O

® EStreptomiCina.......cevviviiiie e 0,5ml
= Aguanormal..........ccoooviiiiii 1000ml
= LlevarapH®6,8

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

200ml de agua.
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Anexo A4. Medio PDA (Agar Papa Dextrosa):

B OAQAN 2. 200
" PUré de papa.......cooeiiiiiiiiiiie e 10gr
B GlUCOSA... e 20gr
= Aguadestilada..............coooiiiiiiin 1000ml

= Calibrar pH a 5,6 hervir por un minuto y pasar a los frascos y esterilizar

Anexo A5. Medio OMA (Agar Avena):

B AVENA. e 2,5gr
= Agar.. 7r
B AQUA e 1000ml

= Calibrar pH a 5,6 hervir por un minuto y pasar a los frascos y esterilizar.
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ANEXO B. RECOLECCION DE RAICES

B.1. RECOLECCION DE RAICES EN EL ORQUIDEARIO DE BALZAIN DE
LA UNIVERSIDAD DE CUENCA

Recoleccion de raices guiada por el Dr. Lawrence W. Zettler.

Anexo B1. Recoleccion de raices (Tatiana Leén y Roxana Molina)
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ANEXO C. ESTADIOS DE LAS SEMILLAS EN LA EVALUACION
PRELIMINAR DE LA GERMINACION SIMBIOTICA

FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS Epidendrum ibaguense

con germinacion simbiotica

E3 E4

Anexo C1. Fotos de crecimiento de Epidendrum ibaguense en agar OMA
(Tatiana Ledn y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Masdevallia polystictae
CON GERMINACION SIMBIOTICA

E2 E3

Anexo C2. Fotos de crecimiento de Masdevallia polystictae en agar OMA

(Tatiana Ledn y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Scaphocepalum
tiaratum CON GERMINACION SIMBIOTICA

Anexo C3. Fotos de crecimiento de Scaphocepalum tiaratum en agar OMA

(Tatiana Ledn y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Caucae rhodosticta
CON GERMINACION SIMBIOTICA

Anexo C4. Fotos de crecimiento de Caucae rhodosticta en agar OMA (Tatiana

Ledn y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Pleurothallis truncata
CON GERMINACION SIMBIOTICA
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Anexo C5. Fotos de crecimiento de Pleurothallis truncata en agar OMA

(Tatiana Ledn y Roxana Molina)

FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Cochlioda noezliana
CON GERMINACION SIMBIOTICA

Erika Tatiana Ledn Molina
Roxana Lucia Molina Lépez Pagina 105



Universidad de Cuenca
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Anexo C6. Fotos de crecimiento de Cochlioda noezliana en agar OMA
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Epidendrum jamiesonis
CON GERMINACION SIMBIOTICA

Gl
.
<
oy

E2

E3 E4 ES

Anexo C7. Fotos de crecimiento de Epidendrum jamiesonis en agar OMA
(Tatiana Ledn y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Maxillaria lehmannii
CON GERMINACION SIMBIOTICA

Anexo C8. Fotos de crecimiento de Maxillaria lehmannii en agar OMA

(Tatiana Ledn y Roxana Molina)

FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Oncidium aureum CON
GERMINACION SIMBIOTICA

Anexo C9. Fotos de crecimiento de Oncidium aureum en agar OMA (Tatiana

Ledn y Roxana Molina)
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ANEXO D. ESTADIOS DE LAS SEMILLAS EN LA EVALUACION
PRELIMINAR DE LA GERMINACION ASIMBIOTICA

FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS Epidendrum ibaguense
CON GERMINACION ASIMBIOTICA
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Anexo D1. Fotos de crecimiento de Epidendrum ibaguense en agar MS

(Tatiana Le6n y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Masdevallia polystictae
CON GERMINACION ASIMBIOTICA

Anexo D2. Fotos de crecimiento de Masdevallia polystictae en agar MS

(Tatiana Leon y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Scaphocepalum
tiaratum CON GERMINACION ASIMBIOTICA

Anexo D3. Fotos de crecimiento de Scaphocepalum tiaratum en agar MS

(Tatiana Ledn y Roxana Molina)

Erika Tatiana Ledn Molina
Roxana Lucia Molina Lépez Pagina 110



Universidad de Cuenca E!
et

FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Caucae rhodosticta
CON GERMINACION ASIMBIOTICA
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Anexo D4. Fotos de crecimiento de Caucae rhodosticta en agar MS (Tatiana

Ledn y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Pleurothallis truncata
CON GERMINACION ASIMBIOTICA

Anexo D5. Fotos de crecimiento de Pleurothallis truncata en agar MS

(Tatiana Ledn y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Cochlioda noezliana
CON GERMINACION ASIMBIOTICA

Anexo D6. Fotos de crecimiento de Cochlioda noezliana en agar MS (Tatiana

Ledn y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Epidendrum jamiesonis
CON GERMINACION ASIMBIOTICA.

Anexo D7. Fotos de crecimiento de Epidendrum jamiesonis en agar MS

(Tatiana Leon y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Maxillaria lehmannii
CON GERMINACION ASIMBIOTICA

Anexo D8. Fotos de crecimiento de Maxillaria lehmannii en agar MS (Tatiana

Ledn y Roxana Molina)
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FOTOS DE LOS ESTADIOS DE LAS SEMILLAS DE Oncidium aureum CON
GERMINACION ASIMBIOTICA

Anexo D9. Fotos de crecimiento de Oncidium aureum en agar MS (Tatiana

Ledn y Roxana Molina)
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