Fons | VITA SRERUDITIO boccoe s

: =
UNIVERSIDAD DE CUENCA

UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
CARRERA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“AISLAMIENTO Y SELECCION DE HONGOS POTENCIALMENTE MICORRIZICOS EN
SEIS ESPECIES DE ORQUIDEAS NATIVAS DEL CERRO ABUGA EN LA PROVINCIA
DEL CANAR”.

Trabajo de titulacién

obtencién del

previo a la

Titulo de Bioquimico
Farmacéutico

AUTORES:

Guaman Garcia Maria Vicenta

Ochoa Landy Laura Gabriela

DIRECTORA:

Dra. Raffaella Ansaloni.

CUENCA - ECUADOR

2016



UNIVERSIDAD DE CUENCA

RESUMEN

Los hongos que forman asociaciones simbioticas con las raices son llamados micorrizas,
cumplen un papel muy importante durante su ciclo de vida, tanto en su nutricibn como en
la germinaciéon de las semillas. En el presente estudio se analiz6 microscépicamente e
ilustré las caracteristicas de basidiomas de hongos potencialmente micorrizicos de
orquideas.

Para realizar este trabajo se sembraron distintos fragmentos de raices de 6 especies de
orquideas nativas del Ecuador, colectados en el Cerro Abuga localizada en la parroquia
Bayas del Cantén Azogues en la Provincia del Cafiar.

De cada especie se sembraron 60 fragmentos de raices en medio FIM, dando un total
360 fragmentos. Se aislaron 124 colonias viables en medio PDA, de los cuales 14
colonias presentaron caracteristicas similares al género Rhizoctonia, el resto de las
colonias presentaron caracteristicas pertenecientes a hongos patégenos y saprofitos. Las
colonias de interés se aislaron de Trichoceros antennifer, Elleanthus amethystinoides,

Stelis sp, Epidendrum chioneum, Pleurothallis linguifera y Epidendrum sp.

Palabras claves: ORQUIDEAS, MICORRIZAS, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION,
RHIZOCTONIA, TULASNELLALES
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ABSTRACT

The fungi that form symbiotic associations with the roots are called mycorrhizae, play a
very important role during their life cycle, both in their nutrition and germination of the
seeds. In the present study it was analyzed microscopically and illustrated the
characteristics of basidiomas of potentially mycorrhizal fungi of orchids.

In order to carry out this work, different root fragments of 6 species of orchids native to
Ecuador were collected in the Abuga Hill located in the Bayas, Azogues city parish in the
Province of Cafiar.

From each species 60 root fragments were seeded in FIM medium, giving a total of 360
seeded fragments. 124 viable colonies were isolated in PDA medium, of which 14 colonies
presented characteristics similar to the genus Rhizoctonia, the rest of the colonies
presented characteristics belonging to pathogenic fungi and saprophytes. The colonies of
interest were isolated from Trichoceros antennifer, Elleanthus amethystinoides, Stelis sp,

Epidendrum chioneum, Pleurothallis linguifera and Epidendrum sp.

Key words: ORCHIDS, MYCORRHIZAE, ISOLATION AND IDENTIFICATION,
RHIZOCTONIA, TULASNELLALES
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INTRODUCCION

La familia Orchidaceae constituye una de las familias de plantas mas grandes con
aproximadamente 25000 especies distribuidas en todos los continentes y ecosistemas a
excepcion de desiertos y casquetes polares (Arévalo et al., 2011). Ecuador es un pais
mega diverso, que a pesar de su pequefio tamafio, posee mas especies de orquideas que
cualquier otro pais en el mundo (Ministerio de Turismo, 2013). El mismo que alberga
4016 especies de orquideas equivalente al 20% de la flora nativa ecuatoriana de las
cuales 1714 son especies endémicas en el pais (Endara, 2006). Presentando una gran
variedad de tamafios, aromas, formas y colores que atrae y encanta a personas Yy

cientificos de todas partes del planeta (Endara, 2006).

Las orquideas estan relacionadas estrechamente con el funcionamiento del ecosistema,
siendo considerados como reguladores de la humedad (Granada, 2007).Sin embargo
muchas de estas especies se encuentran en peligro de extincion debido a la pérdida de
hébitat provocada por el hombre (Zettler, 2013).

Estas plantas presentan frutos conocidos como capsulas las cuales contienen miles de
semillas, que se dispersan por el viento a grandes distancias. Solo unas cuantas logran
germinar en la naturaleza, pero carecen de endospermo, es decir, no tiene reservas
alimenticias para la germinacion. Esto conlleva a la necesidad de generar un vinculo con
hongos especificos que le proporcionan nutrientes (Zhu et al., 2008, Otero et al., 2015)
necesarios para la germinacién y desarrollo temprano de la plantula (Mateos, 2006).Las
asociaciones simbidticas que se dan entre raices de las plantas y los hongos especificos

se denominan micorrizas (Gelpi, 2012; de Almeida et al., 2014).

Estas micorrizas cumplen un papel importante en la biologia de las orquideas por lo que
son consideradas Unicas (Otero et al., 2015). Son de tipo endétrofo, que quiere decir que
la hifas del hongo viven en el interior de las células formando una especie de ovillo en el
citoplasma de las células hospederas de la planta (Cérdoba et al., 2015). Es asi como se
establece una relacién mutualista, ya que el hongo se beneficia con los productos de la
fotosintesis como carbohidratos, mientras que la planta incrementa la absorcion de agua y
nutrientes, principalmente fosforo (Rivas et al., 1998). Pero existen otros casos donde las
orquideas digieren los ovillos y aprovechan las sustancias nutritivas del hongo. De esta

forma se establece una base de equilibrio en la que, el hongo no debe invadir
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completamente los tejidos de la planta, ni esta debe digerir todas las hifas del hongo
(Ackerman et al., 1992; Rivas et al., 1998; Velasco et al., 2008).

Los hongos que forman micorrizas con orquideas son los hongos pertenecientes al
Phylum Basidiomycota del género Rhizoctonia con los Ordenes Tulasnellales,
Sebacinales, Ceratobasidiales y Atractielalles, que han sido reportados como formadores
de esta asociacion simbidtica y frecuentes colonizadores de orquideas tanto epifitas
como terrestres (Otero et al., 2009).

Todas las orquideas tienen una relacion obligada con los simbiontes micorrizicos, es asi,
que el uso de estos hongos constituye una herramienta de gran importancia en la
germinacion simbidtica de las semillas para la conservacién y propagacién de las
orquideas, debido a que la germinacién simbidtica presenta una ventaja frente a la
asimbidtica en la obtencién de plantas mas viables y resistentes (Zettler, 2013). Por
consiguiente la disponibilidad de estos simbiontes fungicos desempefia un papel clave
tanto en la distribucién y diversidad de esta gran familia de orquideas (Otero et al., 2002;
McCormick et al., 2004). En la actualidad la conservacion y el uso sustentable de las
orquideas es tema de suma importancia, pero en nuestro pais no se conoce mucho sobre
la diversidad fangica y es escasa la informacién que se tiene acerca de la relacién

simbidtica de los hongos micorrizicos con las orquideas (McCormick et al., 2004).

En la presente investigacion se aisl6 e identific6 macroscopicamente y microscopicamente
14 colonias de micorrizas afines probablemente al género—forma Rhizoctonia en seis
especie de orquideas terrestres (Trichoceros antennifer, Elleanthus amethystinoides,
Stelis sp, Epidendrum chioneum, Pleurothallis linguifera, Epidendrum sp.) nativas de la
provincia del Cafar, mediante el uso de dos medios de cultivo para el aislamiento del
hongo a partir de la raiz y mantener viables las colonias asiladas, con la finalidad de
establecer nuevas estrategias de conservacién ex situ e incentivar a futuro la creacion de
bancos de hongos micorrizicos para posteriores investigaciones orientadas a la

conservacion de esta gran familia de planta.
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JUSTIFICACION

Ecuador es un pais biodiverso en cultura, fauna y flora. Es importante destacar la gran
diversidad de orquideas nativas que encontramos en diferentes zonas (Cruz, 2011).
Representan un 25% de la flora de las cuatro regiones geogréficas: Costa, Sierra,
Amazonia y las islas Galdpagos, de las cuales el 43% son endémicas (Andes, 2014). En
Ecuador segun el Libro Rojo (2011) de plantas endémicas, se estima que 85% de las
especies presentan algun tipo de amenaza: 2% en peligro critico ,11% en peligro y 87%
vulnerable. Endara (2008) indica que las especies endémicas son mas vulnerables a la
extinciéon, debido a la alta tasa de desforestacién, los incendios forestales, la pérdida de
habitat y el comercio ilegal (Gonzalez y Cueva, 2014). Por lo tanto es necesario plantear
estrategias de conservacion ex situ mediante el aislamiento y estudio de hongos
micorrizicos que juegan un papel importante en la conservacion de la gran familia
Orchidaceae (Moreno, 2013), esto conlleva a la necesidad de generar un vinculo con
hongos especificos que le proporcionan nutrientes necesarios para la germinacion y
desarrollo temprano de la plantula (Mateos, 2006). Las asociaciones simbiéticas que se
dan entre raices de las plantas y los hongos especificos se denominan micorrizas (Gelpi,
2012).

Los hongos son organismos muy comunes en la naturaleza, pues estos viven
practicamente en todos los medios. Tienen ademas, una gran importancia en el
mantenimiento de los bosques, ya que no solo actian como degradadores de materia
organica sino que también son capaces de formar asociaciones con numerosas
plantas. Por ejemplo, los hongos micorrizicos ayudan a las orquideas a tomar nutrientes y

minerales para la geminacion y desarrollo del embrion (Vargas y Manrique, 2015).

Los estudios en micorrizas reflejan un potencial aporte para la conservacion de orquideas
gue se encuentran en peligro de extincién. En nuestro pais es escasa la informacion que
se tiene sobre la diversidad de hongos micorrizicos y el papel que desarrollan en las
poblaciones de orquideas (Guzman y Moreno, 2014). Investigaciones de este tipo aportan
informacion Util para establecer nuevas estrategias de conservacion de orquideas a nivel

de laboratorio.

Razén por la cual se ha planteado el aislamiento e identificacion de hongos
potencialmente micorrizicos asociados a las raices de seis especies de orquideas nativas

de la provincia del Cafar. De esta forma, este estudio generara informacién valiosa para
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entender la relacibn que existe entre este grupo de hongos con la comunidad de
orquideas.

HIPOTESIS

De las seis especies de orquideas nativas de la provincia del Cafiar empleadas en esta

investigacion, se pueden aislar y purificar hongos potencialmente micorrizicos.
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OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

OBJETIVOS GENERAL

Evaluar la presencia de hongos potencialmente micorrizicos en seis especies de
orquideas nativas del cerro Abuga del cantdn Azogues en la Provincia de Cafiar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener cepas puras de hongos asociados a las seis especies de orquideas
nativas.

e Realizar la identificacion morfolégica de las colonias potencialmente micorrizas
encontradas.
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CAPITULO 1.
1. MARCO TEORICO

1.1 ORQUIDEAS.

1.1.1 Generalidades de las Orquideas

La palabra orquidea viene del griego orchis que significa testiculo, por la forma de los
tubérculos de algunas especies terrestres y porque crecen en pares (Velasco et al., 2008).

La familia Orchidaceae es considerada como una de las familias mas grandes de plantas
vasculares con mas de 25000 especies distribuidas por todo el planeta (Arévalo, 2011;
Zhu et al., 2008). Considerandolas entre las mas amplias del Reino Vegetal (Gamarra et
al; 2014). Este grupo representa una gran variedad de formas florales, muchas de ellas

discretas y carentes de valor ornamental (Velasco et al., 2008)

Las orquideas exhiben una gran diversidad de formas, tamafios y belleza floral al
localizarse en regiones tropicales y subtropicales a excepciéon de las zonas polares y los

desiertos extremos (Mateos, 2006; Potentini, 2011).

Esta gran familia se caracteriza por presentar varios habitats de crecimiento por la
variabilidad morfolégica. Es asi que encontramos orquideas: Terrestres, Litéfitas y
Epifitas. Las primeras presentan un sistema reticular que es subterraneo y se desarrollan
en forma de tubérculo, rizoma o pseudobulbo y en forma de raices mas finas. Las
segundas crecen sobre suelos rocosos, cuyas raices aparecen por lo general por debajo
del follaje de musgo que cubre las rocas. Las orquideas epifitas son las mas abundantes,
estas viven sobre los arboles pero sin parasitar, sus raices estan fijas a los arboles y
obtienen los nutrientes de la humedad del aire y a partir del humus producido por la
descomposicién de cuerpos de insectos, excrementos de aves, las hojas de los arboles,

liqguenes, entre otros (Granda, 2007).

En tales condiciones, las orquideas desarrollan adaptaciones para poder sobrevivir, como
por ejemplo 6rganos almacenadores de agua y nutrientes, raices capaces de realizar la
fotosintesis y flores con estrategia para su reproduccion (Merchaca, 2011; Arévalo et al.,
2011).
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1.1.2 Caracteristicas morfolégicas de las orquideas.

Se caracterizan por poseer flores vistosas que varian en su tamafo, forma, estructura y
color. Tienen tres sépalos, tres pétalos de los cuales dos son iguales y uno diferente el
mismo que se encuentra en el centro de la flor, siendo el labelo la parte mas llamativa,
cuya finalidad es atraer a los insectos polinizadores de la flor y una columna central que

sustenta a las estructuras reproductoras masculinas y femeninas llamada ginostemo

(Menchaca, 2011). Ver Figura 1.
W Sépalos (3)

W Pétalos (2 iguales)
|

Ginostemo

Labelo

Figura 1 .Descripcién de una flor de orquidea.
Fuente: Menchaca, (2011).

El fruto es conocido botanicamente como cépsulas con muchas semillas de tamafio
variado que van desde pocas micras hasta unos 5 milimetros, su peso varia de 1 a 22
microgramos. Estas semillas constan de una cascara o testa que esta formada por células
muertas y un embrion no diferenciado, son carentes de endosperma (Menchaca, 2011;
Potentini, 2011).

Las hojas son simples, alternas con margenes enteros que por lo general son largas y
angostas y principalmente con nervaduras paralelas. Conservandose por muchos afios.
Las especies de orquideas que viven en lugares calurosos tienen hojas cilindricas, lo cual

evita que se deshidrate rapido (Menchaca, 2011).

Los tallos pueden ser de tres tipos principales: Tallos cilindricos (1), pseudobulbos (2) o

cormos (3). Ver Figura 2.
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Figura 2 .Diferentes tallos de orquideas.
Fuente: Menchaca, (2011).

Las raices son un oOrgano vital para el anclaje de la planta y absorcion de nutrientes

(Potentini, 2011). En las orquideas terrestres las raices son estructuras alargadas y

ramificadas, cubiertas de pelos absorbentes. Estas estan rodeadas por hifas de hongos

que penetran y forman dentro de la raiz unos noédulos denominados pelotones. En raices

de las orquideas epifitas los pelotones estdn constituidos por una funda de células

muertas, esponjosas y porosas que se llama velamen (Potentini, 2011).

1.1.3 Clasificacion taxon6mica de las orquideas (Menchaca, 2011).
Las orquideas pertenecen a la siguiente clasificacién taxonémica:

Reino: Plantae.

Division: Magnoliophyta.

Clase: Liliopsida.

Orden: Asparagales.

Familia: Orchidaceae.

Subfamilias:

Epidendroideae
Orchidoideae
Vanilloideae
Cypripedioideae

Apostasioideae
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1.1.4 El ciclo vegetativo de una orquidea
Las orquideas son hierbas terrestres perennes, capaces de vivir varios afios y de florecer

anualmente si las condiciones son favorables. Poseen pseudotubérculos o rizomas que

les permiten subsistir durante la época desfavorable del afio (Ordofiez, 2014).

Las orquideas se consideraron estériles hasta que en 1889, el botanico francés Noel
Bérnard, descubrié que para la germinacion se necesitaba una relacion con ciertos
hongos presentes en el suelo (Diaz, 2010). Es asi como empieza el ciclo vegetativo de
una orquidea, en la mayoria de las semillas de las orquideas el embrién se encuentra
rodeado de un tejido nutricio llamado endospermo, esta sustancia permite que el embrion
crezca y se desarrolle hasta una planta joven capaz de producir sus primeras hojas y
raices. Pero algunas semillas sélo alcanzaron unas décimas de longitud debido a que
carecen de sustancias de reservas (Velasco et al., 2008), por lo que se necesita de un
agente externo que aporte los nutrientes necesarios para el embrién en desarrollo (Diaz,
2010).

Cuando la semilla se encuentra en el suelo con el hongo apropiado, éste rodea la semilla
mediante las hifas las cuales actlan como pequefias raices que absorben sustancias
nutritivas (Nitrégeno (N), Fosforo (P), Potasio (K), Calcio (Ca)) y agua necesaria para la
germinacion, por lo tanto el hongo actia como un intermediario entre la semilla y las

sustancias nutritivas del suelo. (Diaz, 2010).

Durante la germinaciéon, el embriébn se ira hinchando hasta alcanzar el estado de
protocormo, esto significa que el estado de desarrollo en la que se encuentran los
embriones de las orquideas es mayor (Velasco et al., 2008). Una vez germinada, tras
varios meses, comienza el desarrollo del primer tubérculo y la yema terminal produce una
hoja, el tubérculo ira profundizando cada vez mas en la tierra hasta que alcance la
profundidad suficiente, esto con la finalidad de proteger a la semilla germinada de la

desecacion de las capas mas superficiales del suelo (Diaz, 2010).

Después de varios meses la yema que sobresale del tubérculo entra en actividad, estas
alcanzan la superficie del suelo produciendo una roseta de hojas con sus primeras raices,
la misma que es invadida por hongos micorrizicos especialmente del genero Rhizoctonia,

estableciendo asi una simbiosis entre la raiz y el hongo (Zettler, 2013).
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Después de dos meses las yemas van produciendo nuevas hojas y una raiz debajo de la

tierra, esta raiz se engruesa y se transforma en un tubérculo radical, 6rgano de reserva
gue servira para el periodo vegetativo siguiente. Meses después se produce el tallo floral,
seguida de esto se produce la floracion donde al mismo tiempo el nuevo tubérculo ha
alcanzado el mismo tamafio que el primer tubérculo (Zettler, 2010). La planta con flores
polinizadas da el inicio al desarrollo de las semillas, hecho que se lleva a cabo gracias a
las reservas adquiridas del primer tubérculo que esta a su vez empieza a desintegrase
(Velasco et al., 2008).

1.1.5 Descripcién de las especies de Orquideas utilizadas en el aislamiento de
hongos potencialmente micorrizicos en el presente trabajo.

1.1.5.1 Trichoceros antennifer
e Familia: Orchidaceae Juss.
e Subfamilia: Cypripedioideae.

e Género: Trichoceros antennifer (Trépicos, 2015).

Figura 3. Trichoceros antennifer

Fotografia: Vicenta Guaméany Gabriela Ochoa

Kunth propuso el género Trichoceros antennifer, basandose en plantas recolectadas por
Humboldt y Bonpland a principios del siglo XIX (Zelenko et al., 2009). Este género de
orquidea es nativa de la Codillera de los Andes, desde Colombia a Bolivia en los bosques
montanos. Presentan flores que se parecen a diminutas moscas (Calaway, 2002). Cuya
estrategia de polinizacion en la pseudocopulacién, es decir, que engafian a insectos

machos para que traten de unirse con la flor, transfiriendo asi el polen cuando vuelven a
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ser engafados por otra flor (Zelenko et al.,, 2009). Estas Orquideas son epifitas y
terrestres (Calaway, 2002), y crecen a elevaciones que van desde 2400 metros hasta mas
de 3000 metros. Se adaptan bien sobre el lecho arbéreo, ya que en dicho lugar puede
encontrar mucha humedad bajo luz brillante (Zelenko et al., 2009). Ver Figura 3

1.1.5.2 Elleanthus amethystinoides
e Familia: Orchidaceae Juss.

e Subfamilia: Epidendroideae.

o Género: Elleanthus amethystinoides (Trépicos, 2015).

Figura 4. Elleanthus amethystinoides

Fotografia: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa

Elleanthus fue propuesto por Presl en 1827 (Zelenko et al., 2009). Su nombre proviene del
griego elle que quiere decir figura mitologica y anthus que significa flor. Es nativo de
Ameérica tropical en la regién de la Cordillera de los Andes (Calaway, 2002). Este género
comprende mas de 100 especies, siendo plantas tanto terrestres como epifitas y se
extienden desde las costas bajas hasta casi 4000 metros de altura. Estas presentan
raices carnosas, un tallo alto y delgado, con hojas lineares y lanceolado, con
inflorescencias que terminan en un conjunto formando un racimo floral. Ver Figura 4. Son
dificiles de distinguir de genero Sobralia cuando no presenta brote o flor. El género

necesita de gran humedad por lo que vive en los bosques humedos (Calaway, 2002).
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1.1.5.3 Stelis sp.
e Familia: Orchidaceae Juss

e Subfamilia: Epidendroideae

e Género: Stelis sp. (Tropicos, 2015).

Figura 5. Stelis sp.

Fotografia: Vicenta Guaméan y Gabriela Ochoa

Las especies de este género se sitian en Norteamérica, Centroamérica y Sudamérica.
Se pueden encontrar en bosques, montafias humedas de clima tropical. Son
plantas epifitas y terrestres, con una sola hoja lanceolada que se desarrolla desde
un tallo. La mayoria de las especies desarrollan unos largos y densos racimos de unas
pequefias flores en diversos tonos, las mismas que presentan sépalos unidos desde la
base, usualmente presentan pétalos cortos y un labelo grueso. Estas flores son
fotosensitivas, que se abren con la luz del sol y algunas se cierran totalmente por la
noche. En Ecuador se han reportado 428 de especies de este género (Calaway, 2002).

Ver Figura 5.

1.1.5.4 Epidendrum chioneum
e Familia: Orchidaceae Juss.

e Subfamilia: Epidendroideae.

e Geénero: Epidendrum chioneum (Tropicos, 2015).
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Figura 6. Epidendrum chioneum

Fotografia: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa

Se encuentra en Venezuela, Colombia, Ecuador y Peru en las elevaciones de 2300 a
2800 metros. Son orquideas terrestres, a veces epifitas, de crecimiento monopodial con
rizomas sin seudobulbos. Se caracteriza por presentar tallos rectos, simples o ramificados

de 20 cm de alto. Son polinizados por mariposas y colibris (Calaway, 2002). Ver Figura 6.

1.1.5.5 Pleurothallis linguifera.
e Familia: Orchidaceae Juss.

e Subfamilia: Epidendroideae

e Género: Pleurothallis linguifera (Trépicos, 2015).
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Figura 7. Pleurothallis linguifera

Fotografia: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa

El botanico Robett Brown descubrié este género, para separalo de las especies de
Epidentrum (Zelenko et al., 2009). Proviene de la palabra griega pleurothallos que
significa ramas parecidas a costillas. Son epifitas o terrestres que crecen desde el nivel
del mar hasta los 3500 metros de altura. Crecen sobre lechos arbdreos con sus raices
cubiertas de musgo. Son carentes de pseudobulbos, sus hojas pueden ser delgadas y
presenta una hoja solitaria, las flores surgen de la base de la hoja (Figura 7). Pueden
encontrarse solas o en grupos pequefios. En Ecuador se han reportado 472 especies de
1215. La polinizacion se da por pequefias moscas comunmente del género Lycoria,
Bradesia o Drosophila (Calaway, 2002).

1.1.5.6 Epidendrum sp.
e Familia: Orchidaceae Juss.

e Subfamilia: Epidendroideae.

e Género: Epidendrum sp. (Trépicos, 2015)
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Figura 8. Epidendrum sp.

Fotografia: Vicenta Guaméan y Gabriela Ochoa

Esta especie fue descrita en 1763 por Linnaeus. Etimol6gicamente proviene del griego
epi: sobre y dendrom: &rbol, debido a que estas especies crecen sobre los arboles. Se
caracterizan por tener cafias como tallos, sus hojas son planas y sus flores sin una
articulacion entre el ovario y el pedunculo (Figura 8). Son polinizadas por las polillas,
colibries 0 mariposas. Crecen en los bosques forestales hiumedos frios de los Andes.
Este género esta constituido por mas de 1000 especies distribuidos en América tropical
desde Florida hasta el norte de Argentina a 3500 metros sobre el nivel del mar, en el
Ecuador se encuentran 442 especies de las cuales 324 se han identificado (Calaway,
2000).

1.2. MICORRIZAS

1.2.1. Definicién

El término micorriza fue dado por el botanico aleman Albert Bernard Frank en 1885, y
procede del griego mykos= hongo y rhiza= raiz, lo que significa que es una asociacion
simbidtica entre el micelio de un hongo y las raices o rizoides de una planta terrestre.
Gracias a esta asociacion se permite la absorcion de agua y nutrientes necesarios para el

desarrollo de las plantas (Navarro, 2009).

Estos hongos constituyen una asociacion simbidtica con la raiz de una gran variedad de
plantas. Esta union entre hongos y raices tiene una particularidad de que los dos se

benefician, y a esto se le conoce como simbiosis, en donde, la raiz aprovecha los
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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 (Pefialoza, 2012). La mayoria
de los hongos que participan en esta asociacibn son miembros del género-forma
Rhizoctonia. En las células corticales de las raices, el hongo origina una estructura
denominada ‘peloton’ que es un enrollamiento hifal, el cual es degradado por la planta

para obtener nutrientes (Mosquera y Otero, 2010).

1.2.2. Tipos de micorrizas
En la actualidad existen varios tipos de micorrizas, todos ellos basados en las

caracteristicas de la infeccion y en los organismos simbiontes que la establecen. Harley y
Smith (1989) reconocen hasta siete tipos de micorrizas, pero principalmente se distinguen
dos grandes tipos de micorrizas: Ectomicorrizas (micorriza ectotréfica) y Endomicorrizas

(micorriza endotrofica) (Navarro, 2009).

Endomicorrizas: en este tipo de hongos, el micelio fangico penetra en las células del

coértex de la raiz, siendo el contacto mas estrecho (Navarro, 2009). Ver Figura 9.

Endodermis

Vesicula

Arbuscuio

Figura 9.

Endomicorrizas en corte longitudinal de raiz

Fuente: http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema20/20-9micorrizas

Ectomicorrizas: el hongo crece entre las células de la raiz rodeandolas sin penetrarlas,
formando una estructura caracteristica en forma de red, esto da lugar a que las raices
estan rodeadas por una vaina formada por el hongo llamada manto fungico (Figura 10),
las hormonas que secreta el hongo provocan la ramificacion de la raiz, que adopta un

aspecto caracteristico esponjoso y ramificado (Arbo et al., 2006).
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Figura 10. Ectomicorrizas en corte transversal de una raiz.

Fuente: http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema20/20-9micorriza

1.2.3. Hongos que forman micorrizas con orquideas
En bosques tropicales, subtropicales y neotropicales se ha encontrado interacciéon entre

hongos y orquideas, estos hongos pertenecientes al subfilo Basidiomicotina, con los
6rdenes: Tulasnellales, Sebacinales Ceratobasidiales y Atractelialles como los hongos

micorrizicos mas comunes en orquideas (Kottke et al., 2009).

1.2.3.1. Phylum Basidiomycota
Estos se caracterizan primordialmente por el hecho de que ellos producen sus esporas

sexuales sobre la superficie de una estructura especializada y microscopica llamada
basidio, ademas presentan sus hifas con septas a menudo provistos de fistulas

(Alexopoulos et al., 1996).

Orden Tulasnellales
Este tipo de hongos se han reconocido como saprofitos y parasitos, simbiéticos en

micorrizas con orquideas. Gran parte de las colecciones de estas especies han sido
realizadas a partir de madera u hojas en descomposicion (Bourdot et al., 1928). Sin
embargo, varias especies han sido aisladas desde las raices de orquideas terrestres
(Warcup et al., 1967).

Caracteristicas morfolégicas de Tulasnellales
Entre las caracteristicas principales de Tulasnellales tenemos: basidioma, extendido

aracnoideo sin himenium definido, de ceroso a subgelatinoso y hialino (claro), muy a

menudo invisible microscopicamente; las hifas son bi o multinucleadas, claras
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monomiticas con o sin conexiones por fistulas (clamps), esporas: lizas y de variadas
formas (Roberts et al., 1999).

Forma Rhizoctonia
Los hongos Rhizoctonia son imperfectos (Warcup et al., 1967) saprdfitos, parasitos de

plantas y hongos endomicorricicos de orquideas, dentro del grupo Basidiomycota, clase
Basidiomycetes. (Roberts, 1999).

En el laboratorio, el crecimiento de estas formas anamorficas ha sido inducido,
caracterizandose por poseer hifas septadas, las cuales en algunos son heterocariéticas
(dos 0 méas nucleos genéticamente diferentes), o homocariéticas (nucleos genéticamente
idénticos) (Roberts ,1999).

Morfologia y citologia de Rhizoctonia
En in vitro las hifas jovenes Rhizoctonia sp se dirigen en la direccion del crecimiento e

invariablemente parecen constrefiidas al punto de unién de la hifa principal. En hifas
desarrolladas se observan crecimientos en 90° de la hifa principal, también en 45° (Figura
11). Frecuentemente la mayoria de las células de la hifa principal se desarrollan en una
nueva rama cerca del fin distal, asi el septo basal (Figura 12) de la hifa principal esta
cerca de la ramificaciéon (Barnett, 1998; Nodo, 2010).

Figura 11. Género Rhizoctonia.
Fuente: Mosquera, 2010

Guaman Garcia Maria Vicenta
Ochoa Landy Laura Gabriela Pagina 33



UNIVERSIDAD DE CUENCA

“a5s '
2.42 yn
1
282 um

O\ | \supm
£ 171 pm
D ‘ (;x..-. \ {
A \ |
// AT um
h 5 1 {
\ oy K
| 10.1 pm [ sfa
=
.60 pm

(TR

$

4N

Figura 12: Caracteristicas del género-forma Rhizoctonia.
Microscopia de campo claro de monilias (flecha negra delgada) y septo basal (flecha

negra gruesa).

Fuente: Moreno-Camarena, 2012

1.2.4. Micorrizas de orquideas
La relacion micorriza-orquidea es un tema de estudio de gran importancia a nivel 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 interaccién micorricica (Zettler, 2007), y
estos estudios marcé una pauta importante en la evolucién de la familia Orchidaceae
(Benzing, 1981).

Mediante estos estudios se sabe que la mayoria de las especies de orquideas de zonas
templadas, estan durante todo su ciclo de vida infectadas con hongos micorrizicos,
mientras que en las orquideas tropicales se ha demostrado grados variables de
asociacion, demostrando que la union de micorrizas con orquideas de zonas tropicales
es fundamental para la germinacion, aunque en las siguientes etapas puede estar

presente o no el hongo micorrizicos (Rasmussen ,1995).

Los estudios realizados por Cameron (2003) reporta que la asociacién hongo-orquidea es
mutualista, ya que sus resultados experimentales demostraron un intercambio reciproco
de carbono entre hongo y orquidea. Ademas se conoce que los hongos son grandes
proveedores de nutrientes minerales como el carbono (C) y nitrdgeno (N), obtenidos a
partir de compuestos como aminodcidos y sustancias como la celulosa, que son

producidos y encontrados de forma natural. La actividad fotosintética permite que se
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genere mayor intercambio nutricional y mineral de las orquideas hacia los hongos,

convirtiéndose en un flujo bidireccional constante entre ambos (Cameron et al. 2006).

1.2.5 Proceso de colonizacién de una micorriza
El proceso de colonizaciébn de una micorriza por una raiz de una planta se da de la

siguiente forma, y es similar en todos los tipos de micorrizas:

1.2.5.1. Primera etapa
Se produce la diferenciacion de la espora, propagacion del hongo e identificacion mutua

planta-hongo/hongo-planta en la rizésfera, o en regiones préximas a las raices o pelos
radicales. La identificacion es al parecer por sustancias exudadas desde la raiz que
provocan el crecimiento del micelio y un biotropismo positivo del mismo hacia la raiz (De
la Vega, 2006).

1.2.5.2. Segunda etapa
Consiste en el acercamiento y acoplamiento progresivo y gradual del micelio y la raicilla

produciéndose el contacto intercelular al formarse una estructura que adhesiona ambos

especimenes (De la Vega, 2006).

1.2.5.3. Tercera etapa
Se realiza la colonizacion y se producen cambios morfolégicos y estructurales tanto en los

tejidos colonizados por el hongo, como en la organizacion de la pared celular de la raiz.
Posteriormente se produce la integracioén fisioldgica de ambos especimenes (hongo-raiz)
y, por ultimo se produce una alteracion de las actividades enzimaticas que se coordinan

entre los especimenes para integrar sus procesos metabolicos (De la Vega, 2006).

Este proceso de asociacion para formar micorrizas provoca alteraciones morfolégicas y
anatémicas en las plantas colonizadas tales como cambios en: la relacion tallo raiz; la
estructura de los tejidos radicales; el nimero de cloroplastos; aumento de la lignificacion;
alteracion de los balances hormonales, etc. Efectos que no sélo son explicables como
simple mejora nutritiva de la planta debido al aumento de eficacia en la absorcion de
nutrientes por la raiz gracias a la formacion de la micorriza, sino que responde a cambios
metabdlicos mas profundos y complejos, debidos a la integracion fisiol6gica de los
simbiontes (De la Vega, 2006).

1.2.6 Beneficios de lamicorrizaciéon en las orquideas.
Los hongos micorrizicos al ser seres heterdtrofos necesitan de otros organismos para

poder desarrollarse, dando lugar a una simbiosis, en donde los dos organismo resultan
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beneficiados. Las orquideas son una fuente de carbono y azlcares para el desarrollo de
los hongos micorrizicos y estos a su vez proporcionan minerales y agua que extraen del

suelo a la planta hospedera. (Honrubia, 2009)

1.2.6.1. Formacion de agregados estables
Se ha observado que las hifas de las micorrizas, en cooperacion con otros

microorganismos, interactGan en el proceso de formacion de agregados estables. El
micelio desarrolla una estructura que mantiene las particulas unidas, después, tanto las
raices como las hifas aportan productos organicos que se incorporan a la estructura en
formacion. Los microorganismos excretan o exudan agentes compactantes (mucilagos,
polisacaridos) que provocan una cementacion del microagregado en formacion.

Finalmente estos se unen en macroagregados (Barea, 1999).

La cantidad de carbono que llega al suelo, mediado por las micorrizas es critico para el
desarrollo de la agregacién del suelo. La glomalina producida por las micorrizas hace el
papel de una verdadera goma o pega. Esta sustancia organica (glicoproteina) rica en
carbono y nitrégeno, conjuntamente con las hifas, cementan las diferentes particulas del
suelo, contribuyendo con la formacién de agregados, otorgando al suelo mejores

caracteristicas fisicas (Bernal et al., 2006).

1.2.6.2. Papel de la micorriza en la absorcion de nutrimento
La cantidad de nutrimentos que absorbe las plantas esta determinada por la capacidad de

absorcion de la raiz y por la difusiébn de nutrimentos, por lo tanto, la liberacion de
elementos de la solucién de suelo. El micelio externo de los hongos arbusculares
incrementa el volumen de suelo explorado y determinan la utilizacién de iones de baja

velocidad de difusion como: fésforo (P), zinc (Zn) y molibdeno (Mo) (Bernal et al., 2006).

Las micorrizas ademas son productoras de enzimas hidroliticas como proteasas vy
fosfatasas, estas Ultimas necesarias en la solubilizacién del fosforo y mineralizacion del
fésforo organico, incrementando los nutrientes disponibles para el mantenimiento del

sistema suelo-planta (Bernal et al., 2006).

1.2.6.3. Nutricién de fosforo (P)
El fésforo presente en el suelo es poco soluble en el agua y por ello su concentracion es

muy pequefia en la solucion del suelo. Entre 95 a 99% del fésforo del suelo no esta
disponible para las plantas, esto incluye las formas del fésforo inorganico y el mineral

insoluble. La concentracion de fésforo en el micelio fungico es 100 veces superior que en
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el suelo, ya que se presenta mayor afinidad para la captacion de foésforo. ElI hongo
incrementan la asimilacién del P por las plantas llevado a través de las hifas (Gonzalez,
1998).

1.2.6.4. Nutriciéon de otros elementos
Las micorrizas también puede incrementar la utilizacién de otros nutrimentos del suelo, Se

han encontrado altas concentraciones de nitrdgeno (N) como efecto indirecto por la
estimulacion de la fijacion simbibtica, potasio (K), hierro (Fe), manganeso (Mn), cloro (CI),
magnesio (Mg), y microelementos como Zinc (Zn), Azufre (S), Boro (B) y Molibdeno (Mo)

en plantas micorrizadas (Gonzalez, 1998).

1.2.6.5. Relaciones hidricas de la planta
Varios estudios ponen en evidencia que las micorrizas vesiculo arbusculares (MVA)

tienen mayor resistencia al estrés hidrico, este efecto se atribuye al mejor nivel nutritivo de
la planta y a que las hifas externas del hongos son capaces de captar agua mas lejos de
la zona de deficiencia (Gonzalez, 1998).

1.2.6.6. Influencia sobre la Fotosintesis del Hospedero.
El proceso de la fotosintesis es mayor en plantas micorrizadas no solo por los efectos de

la nutricion en P, sino a una mayor eficiencia en la utilizaciéon de P en el proceso
fotosintético en plantas micorrizadas ya que se induce en la planta la formacién de

compuestos que influencian la estructura y/o funcién de los cloroplastos (Gonzéalez, 1998)

1.2.6 Medios de cultivo empleados

1.2.7.1 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 y levadura, suspendidos en Agar Agar; todos estos ingredientes constituyen los
nutrientes necesarios para que el hongo pueda crecer y ser aislado. El 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 (Rueda, 2004) (Narrea, 2006).

1.2.7.2 Medio PDA (Agar Dextrosa-Papa): Este medio es ampliamente utilizado para
aislamiento, purificacién 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 0ptimo para el desarrollo de los hongos
(Narrea, 2006).
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CAPITULO I
2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio y muestreo
El presente trabajo es de tipo experimental, cuya area de estudio se encuentra ubicada en

el Cerro Abuga localizada en la parroquia Bayas del Cantdn Azogues en la Provincia del
Canar. EI mismo que se encuentra a una altura 3090 msnm. Los puntos de recoleccion de
las seis especies fueron georreferenciadas (Longitud: 78°59°44”" OQOeste y Latitud:
2°40°10” Sur) (Anexo 1).

2.2. Muestreo
El tamafio de la muestra corresponde a 10 fragmentos de raiz de 3 a 5 cm por especie.

Se trabajé por duplicado obteniendo un total 20 fragmentos de raiz por especie, dando
una sumatoria de 120 fragmentos de raiz de las seis especies de orquideas en estudio.
Tras este proceso de recoleccibn se emplearon raices que no presentaban sefiales
visibles de enfermedad o dafio. En el laboratorio del Orquideario de la Universidad de
Cuenca, se tomaron 3 segmentos de 1 cm de cada fragmento de raiz muestreada, estos
segmentos pertenecen a las 3 zonas de la raiz: basal (A), intermedia (B), apical (C)
(Figura 16). A cada especie de orquidea se asign6 un codigo para su posterior
identificacion (Tabla 1).

Tabla 1: Asignacion de cOdigos para cada una de las especies de orquideas.

Especie Codigo | Numero deraiz | Zona de la raiz Cddigo final
Trichoceros T Se asigné un | De acuerdo a la T1A
antennifer nimero a cada zona de la raiz
Elleanthus Ea fragmento de | que se toma EalA
amethystinoides raiz muestreada @ para la posterior
Stelis sp S desde 1 a 20 en | siembra (Figura S1A
Epidendrum Ec cada una de las | 16) Ec1A
chioneum especies
Pleurothallis P P1A
linguifera
Epidendrum sp E E1A
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Zona basal: A
| segmento (1cm)

Zona intermedia:; B
segmento (1cm)

. Zona apical: C
segmento (1cm)

Figura 13: Esquema de zonas especificas de la raiz para el aislamiento.

Fuente: http://lasmilrespuestas.blogspot.com/2012/04/que-plantas-tienen-raices-que-cuelgan.html

2.3. Materiales y reactivos
El presente trabajo se realiz6 bajo condiciones de esterilidad, usando la camara de flujo

laminar en todos los procesos de siembra, tanto en medio FIM (Fungi Isolation Medium) y
su posterior resiembra en medio PDA (Agar Dextrosa-Papa).

Para el cultivo de los hongos es de vital importancia que los medios de cultivo, las cajas
Petri, los aparatos y las raices se mantengan desinfectadas desde el inicio hasta el final

del aislamiento, esto con la finalidad de evitar contaminaciones (McKendrick ,2000).

Se utilizé cajas de plastico para la incubacién, las cuales fueron acondicionadas para
evitar contaminacién externa. Los hongos fueron incubados a temperatura ambiente (22 —
25 °C). Los medios de cultivo fueron realizados con todos sus componentes puros y
llevados a condiciones de pH especificos para el crecimiento y desarrollo idéneo de los
mismos, todo esto con el empleo de un potencibmetro; por otra parte los dos medios
fueron previamente esterilizados en una autoclave vertical de 32 litros, cuya temperatura y
presion son suficientes para eliminar a todas las esporas de bacterias presentes en el
medio (McKendrick ,2000).

2.4. Métodos
Para esta investigacion se emplearon métodos de recoleccién de raices, siembra y

aislamiento de hongos aplicados por Zettler et al, (2013).
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Los ensayos se desarrollaron por duplicado. Se realizé la documentacion del proceso
mediante fotografias y apuntes a lo largo de todo el estudio. Para procesar los datos
obtenidos en esta investigacion, se empledé un andlisis descriptivo utilizando como

herramienta de procesamiento Excel, para la realizacién de célculos y tablas necesarias.

2.4.1. Recoleccioén de raices de orquideas terrestres
La recoleccién de las muestras se realizé en los meses de julio y agosto del 2016.

Una vez localizadas las orquideas, se realizé un surco alrededor de la planta hasta dejar
expuestas las raices, tratando de evitar su alteracién, se procedi6é a cortar con un bisturi.
Se tomd en cuenta las raices jovenes con un color amarillento u opaco, que es
caracteristico de la colonizacion de hongos micorrizicos (Zhu et al., 2008) y ademas que
estén en contacto directo con el suelo. Las muestras recolectadas fueron etiquetadas con
su nombre cientifico y posteriormente trasladadas al laboratorio Orquideario de la
Universidad de Cueca (Acevedo, 2010; Ordofiez et al., 2012)

2.5. Aislamiento del hongo micorrizico

2.5.1. Protocolo de lavado y siembra de las raices en medio FIM (Fungi Isolation
Medium)
En el laboratorio Orquideario, las raices seleccionadas fueron sometidas a un proceso de

lavado superficial con agua potable y jabén de tocador, esto para retirar la tierra que esta
impregnada en la raiz, con la finalidad de evitar cualquier tipo de contaminacién a las
células corticales de la raiz.

Las raices lavadas fueron sumergidas en una solucién para desinfectar (5ml de cloro, 5ml
de alcohol 85% y 90 ml de agua) por 10 minutos. Después se coloco las raices en una
caja Petri estéril y con ayuda de la cdmara de flujo laminar se procedi6 a cortar las raices
con ayuda del bisturi, los 3 fragmentos obtenidos correspondiente a lo q indica la Figura
16, fueron colocados en cajas Petri diferentes.

En cada caja se procedié a afiadir una gota de agua estéril y con ayuda de un bisturi se
pico la raiz en fragmentos muy pequefios fragmentos, para lograr exponer los pelotones
en el medio de cultivo. Posteriormente se vertié el medio FIM haciendo una siembra por
inmersion. Las muestras se incubaron a temperaturas de entre 22 a 25°C en el cuarto de
crecimiento del laboratorio en el Orquideario, la incubacion se realizé de entre 7 a 10 dias.
La desinfeccién de las raices y la siembra en medio FIM, deben realizarse el mismo dia.

El procedimiento de desinfeccion y siembra en medio FIM se observa en la Tabla 2.
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Tabla 2: Procedimiento de desinfeccion y siembra en medio FIM

1. Lavar las raices en agua potable.

2. Colocar las raices en la solucion
desinfectante por 10 minutos.

3. Colocar las raices desinfectadas en
una caja Petri estéril.
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4. Cortar las raices en fragmentos de
1 cm y colocar en cajas Petri
deferentes, todo esto se debe
realizar dentro de una camara de

flujo laminar.

5. Colocar una gota de agua estéril y
picar la raiz en fracciones muy

pequefias.

6. Verter el medio FIM.

7. Etiquetar cada una de las cajas con
los cédigos respectivos y
posteriormente incubar a 25°C de 7
a 10 dias

Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa
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La revision de cada uno de los cultivos fue constante y se realizé un registro tanto escrito
cmo fotografico.

2.5.2 Observacion de pelotones en medio FIM (Fungi Isolation Medium)

A los dos dias de la siembra en medio FIM, se realiz6 la observacion al microscopio con
lente de 40x, para constatar la presencia de pelotones con hifas viables dentro del tejido
cortical de las raices. El procedimiento de la observacion de los pelotones se puede
observar en la Tabla 3.

Tabla 3: Procedimiento para la observacion de los pelotones.

1. Sefalar la colonia que se quiere

observar al microscopio.

2. Mirar al microscopio con el lente de
40x.

3. Determinar el posible pelotén y
tomar registro fotografico.

Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa
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2.5.3 Aislamiento del hongo en medio PDA (Agar Dextrosa-Papa)
Lo que se pretende obtener con este método es purificar las colonias.

se observa a continuacion.

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Después de 7 a 10 dias, se puede observar macroscépicamente el desarrollo de las
colonias, las colonias con crecimiento adecuado fueron replicadas en medio PDA y de
igual manera que en el medio FIM, las cajas Petri se etiquetaron e incubaron a 25°C por 7

dias, en el cuarto de crecimiento del Orquideario de la Universidad de Cuenca. El proceso

Tabla 4: Procedimiento para el aislamiento de los hongos en medio PDA.

1. Determinar macroscépicamente la

colonia que se va a replicar en
medio PDA, partiendo del medio
FIM.

Cortar un fragmento de colonia de
aproximadamente 1 mm x 1mmy
colocar en medio PDA.

Etiquetar e incubar por 7 dias a
25°C.

Elaborado por: Vicenta Guaméan y Gabriela Ochoa
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De igual manera las colonias se revisd6 constantemente y se realiz6 un registro escrito y
fotografico. En esta etapa se realizO una clasificacion de las cajas tomando en
consideracion las caracteristicas macroscopicas de las colonias. Las caracteristicas que

deben presentar las colonias posiblemente micorrizicos son: color blanco-amarillento y de

UNIVERSIDAD DE CUENCA

consistencia cremosa o algodonosa (Zettler et al., 2013). Ver tabla 5

Tabla 5: Clasificacién de las cajas en medio PDA.

Caracteristica

Ejemplo de colonia

1. Cajas seleccionadas para
microcultivo, presentan
caracteristicas de posibles
colonias micorrizicas.

2. Cajas contaminadas en donde se
puede observar colonias de color
diferente al blanco.

Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa

Guaman Garcia Maria Vicenta
Ochoa Landy Laura Gabriela

Pagina 45




UNIVERSIDAD DE CUENCA

2.5.4 Microcultivo

El microcultivo es un método que nos ayuda a observar con mayor certeza las

caracteristicas microscopicas de los cultivos.

Las cajas seleccionadas en el medio PDA, las cuales presentan las caracteristicas
revisadas en la literatura (Zettler et al., 2013). Se colocaron tres gotas de medio PDA en
una lamina portaobjetos, para luego sembrar la colonia seleccionada y cubrirla con una
lamina cubreobjetos, posteriormente se coloc6 en una caja Petri, sobre papel
humedecido, previamente tratado con luz UV. Se incub6 a 25°C alrededor de 4 dias, con
revision periédica. En total se seleccionaron 22 cajas para microcultivo. Ver tabla 6.

Tabla 6: Procedimiento para microcultivo

1. Colocar en el fondo de una caja
Petri un papel humedecido con

agua estéril.

2. Colocar tres gotas de agar (PDA)
sobre una laminilla de vidrio y dejar
solidificar.
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3. Sembrar el hongo seleccionado y
colocar un cubre objeto.

4. Etiquetar e incubar a 25°C por 4 a 7

dias.

Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa
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CAPITULO 1IL.
RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Siembra de las seis especies en medio FIM.

Se realiz6 la siembra de 360 cajas Petri en medio FIM que corresponde a 60 cajas por
especie de la cual 20 cajas son fragmento A, 20 cajas son fragmento B y 20 cajas son

fragmento C. Estos resultados se observan en la tabla 7.
e Trichoceros antennifer.

De las 20(100%) cajas del fragmento A, 5(25%) corresponde a cultivos contaminados,
5(25%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 10(50%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento B, 4(20%) corresponde a cultivos contaminados,
4(20%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 12(60%) corresponde a colonias aisladas
para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento C, 4(20%) corresponde a cultivos contaminados,
6(30%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 10(50%) corresponde a colonias aisladas
para el replante en medio PDA.

¢ Elleanthus amethystinoides

De las 20(100%) cajas del fragmento A, 6(30%) corresponde a cultivos contaminados,
6(30%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 8(40%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento B, 8(40%) corresponde a cultivos contaminados,
2(10%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 10(50%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento C, 4(20%) corresponde a cultivos contaminados,
5(25%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 11(55%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.
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e Stelis sp.

De las 20(100%) cajas del fragmento A, 4(20%) corresponde a cultivos contaminados,
6(30%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 10(50%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento B, 3(15%) corresponde a cultivos contaminados,
5(25%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 12(60%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento C, 3(15%) corresponde a cultivos contaminados,
3(15%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 14(70%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.
e Epidendrum chioneum

De las 20(100%) cajas del fragmento A, 13(65%) corresponde a cultivos contaminados,
0(0%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 7(35%) corresponde a colonias aisladas
para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento B, 13(65%) corresponde a cultivos contaminados,
0(0%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 7(35%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento C, 4(20%) corresponde a cultivos contaminados,
4(20%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 12(60%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.
e Pleurothallis linguifera

De las 20(100%) cajas del fragmento A, 9(45%) corresponde a cultivos contaminados,
1(5%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 10(50%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento B, 2(10%) corresponde a cultivos contaminados,
1(5%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 17(85%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.
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De las 20(100%) cajas del fragmento C, 1(5%) corresponde a cultivos contaminados,
6(30%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 1(65%) corresponde a colonias aisladas
para el replante en medio PDA.

e Epidendrum sp
De las 20(100%) cajas del fragmento A, 7(35%) corresponde a cultivos contaminados,
4(20%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 9(45%) corresponde a colonias aisladas
para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento B, 10(50%) corresponde a cultivos contaminados,
1(5%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 9(45%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.

De las 20(100%) cajas del fragmento C, 6(30%) corresponde a cultivos contaminados,
8(40%) corresponde a cultivos sin crecimiento, 6(30%) corresponde a colonias aisladas

para el replante en medio PDA.

Tabla 7;: Siembra en medio FIM.

N° total de cajas de | Cajas de | Colonias
Especies de cajas cultivos cultivos sin | aisladas para el
Orquideas Fragmentos | sembradas % Total contaminados crecimiento replante en
en medio medio PDA
FIM. N° % N° % N° %
Trichoceros A 20 100 5 25 5 25 10 50
antennifer B 20 100 4 20 4 20 12 60
C 20 100 4 20 6 30 10 50
Elleanthus A 20 100 6 30 6 30 8 40
amethystinoides B 20 100 8 40 2 10 10 50
C 20 100 4 20 5 25 11 55
A 20 100 4 20 6 30 10 50
Stelis sp B 20 100 3 15 5 25 12 60
C 20 100 3 15 3 15 14 70
Epidendrum A 20 100 13 65 0 0 7 35
chioneum B 20 100 9 45 6 30 5 25
C 20 100 4 20 4 20 12 60
Pleurothallis A 20 100 9 45 1 10 50
linguifera B 20 100 2 10 1 17 85
C 20 100 1 5 6 30 13 65
A 20 100 7 35 4 20 9 45
Epidendrum sp B 20 100 10 50 1 5 9 45
C 20 100 6 30 8 40 6 30
TOTAL 360 100 102 100 73 100 185 100

Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa
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3.2 Crecimiento de colonias en medio FIM de las seis especies de orquideas.
En el grafico 1 se refleja el resultado de crecimiento de colonias de las seis especies de
orquideas.
La especie de Pleurothallis linguifera presenta el mayor porcentaje de cajas viables para
el replante en medio PDA (67%) y el menor porcentaje corresponde a las especies
Epidendrum sp y Epidendrum chioneum (40%).

Trichoceros antennifer presenta el mayor porcentaje de cajas sin crecimiento (25%),
mientras que la especie de Pleurothallis linguifera presenta el menor porcentaje (13%).

La especie de Epidendrum sp presenta el mayor porcentaje de cajas contaminadas (43%)
y Stelis sp el menor porcentaje (17%). Se observé la presencia de levaduras en todas las

cajas contaminadas de las seis especies de orquideas sembradas en medio FIM.

Gréfico 1: Porcentaje de crecimiento de colonias en medio FIM de las seis especies
de orquideas.

Epidendrum sp

67%
Pleurothallis linguifera

B Cajas seleccionadas para replante

Epidendrum chioneum en medio PDA

M Cajas sin crecimiento
’ 60%
Stelis sp
M Cajas contaminadas

Elleanthus amethystinoides
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22%
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Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa.
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3.3 Crecimiento de los tres fragmentos de raiz (A, B, C) en medio FIM de las seis
especies de orquideas.

En el gréfico 2 se observa el crecimiento de los 360 fragmentos (A, B, C) de raices de las
seis especies de orquideas.

Las cajas seleccionadas para el replante en medio PDA, el fragmento C mostr6 el mayor
porcentaje (55%), el fragmento B (54%) y el fragmento A el menor porcentaje (45%).En
cuanto a las cajas sin crecimiento, el fragmento C presenta el mayor porcentaje (27%), el
fragmento A (18%) y el fragmento B presenta el menor porcentaje (16%). Mientras que las
cajas que presentaron contaminacion por levaduras, el fragmento A presenta el mayor

porcentaje (37%), fragmento B (30%) y el menor porcentaje el fragmento C (18%).

Grafico 2: Porcentaje de crecimiento de los tres fragmentos en medio FIM de las
seis especies de orquideas.

(03]

5%

Cajas seleccionadas para replante
) p p 54%

en medio PDA
5%

B Fragmento C

Cajas sin crecimiento
B Fragmento B

M Fragmento A

Cajas contaminadas
37%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa

3.4 Replante de las colonias de medio FIN en medio PDA de las seis especies de
orquideas.

Se realizo el replante de 185 cajas con colonias viables en medio PDA. Esto se observa
en la tabla 8.

e Trichoceros antennifer.

De las 10 cajas del fragmento A se aislaron 2 (20%) cajas seleccionadas para el
microcultivo, mientras que de las 12 cajas del fragmento B se obtuvo 1 (8%) caja y de las

10 cajas del fragmento C se obtuvo 0 (0%) cajas.
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e Elleanthus amethystinoides.

De las 8 cajas del fragmento A se aislaron 1 (13%) caja seleccionada para el microcultivo,
mientras que de las 10,11 cajas del fragmento B y C se obtuvo 1 (10%) ,1(9%) cajas

respectivamente.
e Stelis sp.

De las cajas 10,14 correspondiente a los fragmentos A y C se obtuvo 2 (20%) ,2 (14%)
cajas respectivamente, en cuanto al fragmento B se obtuvo de las 12 cajas replantadas
4(33%).

e Epidendrum chioneum

Del fragmento A se aislé 0 (0%) cajas de las 7 cajas replantadas, mientras que para el
fragmento B se obtuvo 2(40%) cajas y para el fragmento C se obtuvo 3(25%) cajas
replantadas de 5y 12 cajas, respectivamente.

e Pleurothallis linguifera.

De esta especie se obtuvo 4 cajas que corresponden 0(0%) al fragmento A, 2(12%) al
fragmento B y 2(15%) al fragmento C.

e Epidendrum sp.

En esta especie se obtuvo 2 (22%) cajas que corresponde al fragmento B, por lo tanto de
los fragmentos A 'y C se obtuvo 0(0%) cajas.

Tabla 8: Replante de colonias en medio PDA.

Especie de orquidea Fragmento N° Total de Cajas de cultivos Cajas de cultivos Cajas seleccionadas
cajas contaminados descartados para el microcultivo
aisladas
para el
replante en N° % N° % N° %
medio PDA
Trichoceros A 10 2 20 6 60 2 20
antennifer B 12 1 8 10 83 1 8
C 10 4 40 6 60 0 0
Elleanthus A 8 3 38 4 50 1 13

Guaman Garcia Maria Vicenta
Ochoa Landy Laura Gabriela Pagina 53



UNIVERSIDAD DE CUENCA

amethystinoides B 10 4 40 5 50 1 10
C 11 3 27 7 64 1 9
Stelis sp A 10 3 30 5 50 2 20
B 12 3 25 5 42 4 33
C 14 10 71 2 14 2 14
Epidendrum A 7 4 57 3 43 0 0
ez B 1 20 2 40 2 40
C 12 2 17 7 58 3 25
Pleurothallis A 10 4 40 6 60 0 0
linguifera B 17 7 41 8 47 2 12
C 13 3 23 8 62 2 15
Epidendrum sp A 9 4 44 5 56 0 0
B 9 3 33 4 44 2 22
C 4 67 2 33 0 0
TOTAL 185 65 95 25

Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa.

3.5 Crecimiento de colonias en medio PDA de las seis especies de orquideas.

En el grafico 3 presenta el resultado de crecimiento de colonias de las seis especies de
orquideas.

La especie que presenta mayor porcentaje de cajas seleccionadas para el microcultivo es
Stelis sp con 22% y Epidendrum sp el menor porcentaje (8%).

Trichoceros antennifer presentd el mayor porcentaje de cajas descartadas con 69%,
mientras que la especie de Stelis sp el menor porcentaje con 33%.

En cuanto a las cajas contaminadas Epidendrum sp presentd el mayor porcentaje con

46% y Trichoceros antennifer con el menor porcentaje que corresponde a 22%.

Gréfico 3: Porcentaje de crecimiento de colonias en medio FIM de las seis especies

de orquideas.
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Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa.

3.6 Crecimiento de los tres fragmentos de raiz (A, B, C) en medio PDA de las seis

especies de orquideas.

En el grafico 4 se observa que de las 185 cajas replantadas en medio PDA. El fragmento
B presenta el mayor porcentaje (18%) de cajas seleccionadas para el microcultivo, el
fragmento C (12%) y el fragmento A con el menor porcentaje (9%).De las cajas
descartadas, el fragmento A presenta el mayor porcentaje (54%), el fragmento B (52%), el
fragmento C el menor porcentaje (48%). Las cajas contaminadas por levaduras, el
fragmento C presenta el mayor porcentaje (39%), el fragmento A (37%) y el B el menor

porcentaje (29%).
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Grafico 4: Porcentaje de crecimiento de los tres fragmentos de raiz (A, B, C) en
medio PDA de las seis especies de orquideas.
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Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa.

3.7 Crecimiento de colonias seleccionadas para microcultivo de las seis especies
de orquideas.

En el grafico 4 se observan las especies de orquideas con mayor porcentaje de
crecimiento de las colonias seleccionadas para el microcultivo. Stelis sp con ocho cajas
(32%) y Epidendrum chioneum con cinco cajas (20%).
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Gréfico 5: Porcentaje de crecimiento de colonias seleccionadas para microcultivo
de las seis especies de orquideas.
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Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa.

3.8 Crecimiento de los tres fragmentos (A, B, C) seleccionados para el microcultivo
de las seis especies de orquideas.

De las 25 cajas seleccionadas para el microcultivo, 12 cajas corresponden al fragmento B
presentando el mayor porcentaje que es 48%, mientras que el fragmento C con 8 cajas
que corresponde al 32% y el fragmento A con 5 cajas que presenta el menor porcentaje

que es 20%. Estos resultados se observan el gréfico 4.

Gréfico 6: Porcentaje de crecimiento de los tres fragmentos (A, B, C) seleccionados

para el microcultivo de las seis especies de orquideas.
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Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa.
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3.9 Microcultivo.

Del total de aislamientos en medio PDA, 25 fueron caracterizados macroscépicamente y
microscOpicamente, de acuerdo a las caracteristicas que presenta los hongos
micorrizicos, se eleccionaron 14 colonias las cuales presentan caracteristicas semejantes

al género Rhizoctonia. Esto se observa en la tabla 9.

Tabla 9: Seleccién de cajas en medio PDA para el microcultivos.

Especie de Cajas seleccionadas | Cajas con hongos
orguidea microscopicamente Yy | potencialmente

macroscopicamente. micorrizicos

Epidendrum sp. Cadigos: E19B,E17B. E19B.

Pleurothallis Cadigos:

linguifera P17B,P16C,P2B,P5C.

Epidendrum Cddigos:Ec1B,Ec12C,E | Ec1B,Ec12C,Ec12B.

chioneum c6C,Ec4C,Ec12B.

Stelis sp Codigos:S4B,S20B,S9C | S7C,S10A,S19B,S9C,S20
,S7C,S19B,S12A,S10A, | B,S4B.
S5B

Elleanthus Cdédigos:Ea6C,Eab5AEa | Ea6C,EalB.

amethystinoides 1B.

Trichoceros Cdbdigos:T2A,T3B,T4A, | T3B,T2A.

antennifer

Elaborado por: Vicenta Guaman y Gabriela Ochoa.
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3.10 Caracteristicas morfolégicas de los hongos aislados.

La identificacién de los hongos se realizé mediante las caracteristicas morfolégicas de los
aislamientos obtenidos en el medio PDA. De los 25 aislamientos caracterizados macro y
microscopicamente, se identific6 microscépicamente 14 colonias con caracteristicas
similares a Rhizoctonia que segun Mosquera, 2010 en su investigacion, nos dicen que
microscopicamente los hongos del género Rhizoctonia presentan hifas en forma de T,
largas o anchas, ramificadas, con septos, que forman angulos rectos de 90° o angulos de

45° y presencia de células monilioides de forma elipsoide o esférica.

Macroscépicamente se caracteriz6 por la presencia de colonias blancas aunque
dependiendo de la especie pueden presentar tonalidades cremas amarillentas con textura
esponjosa (crecimiento en forma horizontal) y algodonoso (crecimiento en forma
superpuesta y en direccién vertical) y presentan una morfologia radial (la biomasa
presenta un crecimiento circular al inoculo) y ramificada (la biomasa presenta un
crecimiento irregular con diversas prolongaciones al lugar del inoculo( Moreno, 2013;
Hoyos et al., 2013 ; Mosquera et al., 2010).

A continuacién en la Tabla 10 se describe macroscdpicamente y microscOpicamente las
14 colonias aisladas de las especies Trichoceros antennifer, Elleanthus amethystinoides,

Stelis sp, Epidendrum chioneum.
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Tabla 10. Caracteristicas morfolégicas de los hongos posiblemente micorrizicos.

Nombre de la

orquidea/cédigo

Medio :PDA

MICROCULTIVO

Elleanthus amethystinoides
Caodigo: Ea6C

COLONIA: Crecimiento en 4 dias,
colonia grande de color blanco,
ligeramente esponjosa con bordes

algodonosos.

MICROSCOPICA: Crecimiento en 3

dias, hifas alargadas, anchas,
angulo de 90, ausencias de células
monilioides, sin hifas septadas

GENERO PROBABLE: Tulasnella
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Trichoceros antennifer
Cadigo: T3B

COLONIA: Crecimiento en 4 dias, MICROSCOPICA: Crecimiento en 3
colonia pequefia de color blanco, | dias, hifas alargadas, delgadas,
ligeramente algodonosa en el centro y | angulo de 90 °, ausencias de células
crecimiento vertical de adentro hacia | monilioides, hifas septadas.

afuera, con bordes esponjosos GENERO PROBABLE: Tulasnella

Stelis sp
Caddigo: S7C

COLONIA: Crecimiento en 5 dias, | MICROSCOPICA: Crecimiento en 3
colonia grande de color blanco | dias, hifas alargadas, delgadas,
cremoso, aterciopelado de | ausencia de angulo de 90 °
crecimiento vertical de adentro hacia | ausencias de células monilioides,

afuera, con bordes color blanco | hifas septadas.
algodonoso. GENERO PROBABLE: Tulasnella
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Stelis sp
Cabdigo: S10A

COLONIA: Crecimiento en 5 dias, MICROSCOPICA: Crecimiento en 3
colonia grande de color blanco | dias, hifas alargadas, anchas vy
cremoso, aterciopelado de | delgadas, ausencia de angulo de 90
crecimiento vertical de adentro hacia | °, ausencias de células monilioides,
afuera, con bordes definidos. ausencia de hifas septadas.
GENERO PROBABLE: Tulasnella

COLONIA: Crecimiento en 5 dias, | MICROSCOPICA:
colonia grande de color beige marrén | Crecimiento en 3 dias, hifas
de crecimiento vertical de adentro @ alargadas, delgadas, presencia de

hacia afuera con bordes definido | @ngulo de 90 °, células monilioides,
cremoso. hifas septadas.

GENERO PROBABLE: Tulasnella

Epidendrum chioneum
Cadigo: Ec1B
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COLONIA: Crecimiento en 3 dias,
colonia pequefia de color blanco,
ligeramente esponjosa.

o)
(o]
Q
)
s 5
® 2
@)
COLONIA: Crecimiento en 3 dias, MICROSCOPICA:
colonia de color blanco algodonoso, Crecimiento en 3 dias, hifas
aterciopelado de crecimiento vertical alargadas, delgadas, presencia de
de adentro hacia afuera, con bordes ang’ulo de 90 °, células monilioides.
definidos. GENERO PROBABLE: Tulasnella
S
& 0
L o
o D
NS
@)

MICROSCOPICA: Crecimiento en 3

dias, hifas alargadas, anchas,
angulo de 90°, ausencias de células
monilioides, con hifas septadas.

GENERO PROBABLE: Tulasnella
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m
o
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(Z07))
3 S
i
©) COLONIA: Crecimiento en 3 dias, | MICROSCOPICA: Crecimiento en 3
colonia pequefia de color blanco, | dias, hifas alargadas, delgadas,
ligeramente esponjosa. angulo de 90° y 45°, ausencias de
células monilioides, sin hifas
septadas.
GENERO PROBABLE: Tulasnella
o
o m
e 3
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COLONIA: Crecimiento en 3 dias,

colonia de color blanco poco

algodonoso, crecimiento vertical de
adentro hacia afuera, con bordes

definidos.

MICROSCOPICA:
Crecimiento en 3 dias, hifas
alargadas, delgadas, presencia de
angulo de 90 °.

GENERO PROBABLE: Tulasnella
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COLONIA: Crecimiento en 3 dias,
colonia pequefia de color blanco,
ligeramente esponjosa.

ko
c
g 3
s K
2 5
(ccj COLONIA: Crecimiento en 3 dias, | MICROSCOPICA: Crecimiento en 3
= colonia pequeiia de color blanco, | dias, hifas alargadas y gruesas con
ligeramente esponjosa. angulos de 90° y 45°, ausencias de
células  monilioides, sin hifas
septadas.
GENERO PROBABLE: Tulasnella
©
& o0
L o
o 2
n 3 i
O MICROSCOPICA: Crecimiento en 3

dias, hifas alargadas y delgadas con
angulos de 90° y 45°, ausencias de
células  monilioides, sin hifas
septadas.

GENERO PROBABLE: Tulasnella
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COLONIA: Crecimiento en 3 dias,
colonia de color crema, ligeramente

esponjosa.

dias, hifas alargadas, anchas,

S
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IS

S g
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> O

5 2

© -
é 8 COLONIA: Crecimiento en 5 dias, | MICROSCOPICA: Crecimiento en 5
) colonia.  de color ligeramente | dias, hifas alargadas, delgadas,
amarillento, poco esponjosa. angulo de 90° y 45°, ausencias de

células monilioides, sin hifas
septadas.
GENERO PROBABLE: Tulasnella
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s © MICROSCOPICA: Crecimiento en 3
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angulo de 90°, ausencias de células
monilioides, con hifas septadas.
GENERO PROBABLE: Tulasnella
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Epidendrum chioneum
Cédigo: Ec 12B

COLONIA: Crecimiento en 4 dias, MICROSCOPICA: Crecimiento en 3
colonia pequeiia de color crema, | dias, hifas alargadas, delgadas,
ligeramente algodonosa en el centro. | &ngulo de 90° y 45° con hifas
septadas.

GENERO PROBABLE: Tulasnella

Elaborado por: Vicenta Guamas y Gabriela Ochoa.
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DISCUSION

En la presente investigacion se realiz6 el aislamiento de hongos potencialmente
micorrizicos a partir de las raices procedentes de seis especies de orquideas terrestres,
las mismas que fueron recolectadas en el Cerro Abuga, localizada en la parroquia Bayas
del Cantén Azogues en la Provincia del Cafar, a una altura 3090 msnm. Segln
investigaciones realizadas por Endara, (2009) comprueba que en Ecuador existen
orquideas en todos los pisos altitudinales comprendidos entre 0 y 4500 msnm. Sin
embargo Guzman y Moreno, (2014) demostraron que la altitud no influye en la distribucion
de los hongos micorrizicos.

Es muy importante conocer que la fase de recoleccion y seleccion de las raices de
orquideas que van a ser sembradas para aislar los hongos micorrizicos constituye una
etapa crucial, ya que de esto depende la eficacia del aislamiento (Zettler, 2010). Razo6n
por la cual se realizé el aislamiento de los hongos potencialmente micorrizicos en su
mayoria a partir de raices de orquideas jovenes. En estudios realizados por Benzing,
(1981) menciona que la colonizacion de los hongos micorrizicos de las orquideas se
mantiene en mayor porcentaje entre las partes mas jovenes. De la misma manera existen
estudios que demostraron que el aislamiento del hongo se puede realizar a partir de
raices de plantas maduras y plantulas recién germinadas en estado silvestre, ya que al
encontrarse en su medio natural la colonizacion del hongo ocurre de manera apropiada.
(Zhu et al., 2008; Zettler, 2010).

En la presente investigacion se aislaron 14 hongos potencialmente micorrizicos que
segun sus caracteristicas morfolégicas pertenecen al género-forma Rhizoctonia. Los
teleomorfos presentes en el género-forma Rhizoctonia corresponden generalmente a los
géneros Thanatephorus, Ceratobasidium, Sebacina y Tulasnella (Otero, 2009) por eso no
es de extrafiar que se pueda presumir la presencia de éste ultimo en los 14 aislamientos,
en donde se puede observar caracteristicas semejantes a este tipo de hongo, ya sea por
el aspecto macroscopico que presentan las colonia en el medio PDA de cultivo como
también por las caracteristicas de sus hifas al ser observadas al microscépio; por
presentar hifas septadas, medianamente gruesas, dispuestas en 45° o 90 °.( Moreno,
2013 ; Gongalves et al., 2014, Otero et al., 2015).
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En nuestra investigacion el aislamiento de los hongos potencialmente micorrizicos fueron
de las especies de orquideas Stelis sp y Epidendrum chioneum por presentar el mayor
porcentaje con 32% y 20%, respectivamente. Dichos hongos potencialmente micorrizicos
aislados correspondieron al gener6 Tulasnella sp. Existen estudios donde demostraron la
presencia de estos hongos en estas especies (Hoyos y Rodriguez 2013; Guzman y
Moreno, 2014; Ordofiez et al., 2016), en este sentido Suarez et al., 2006 reportaron la
presencia de Tulasnella sp en tres especies de orquideas (Stelis hallii, Stelis superbiens,
Stelis concinna) muestreadas de una montaia en el sur de Ecuador, demostrando que
Tulasnella sp como la mas frecuente e importante género implicado en la simbiosis de
micorrizas de orquideas (McCormick et al., 2004; Suarez et al., 2008; Kottke et al., 2009;
Guzman y Moreno, 2014), de esta manera las dos especies son consideradas como las
mas indicadas para el aislamiento de hongos potencialmente micorrizicos.

La presencia de los demés telemorfos, Ceratobasidium y Sebacina no se evidencié en
nuestro estudio, ya que hasta el momento los dos géneros son comunmente reportados
en orquideas epifitas (Dearnaley et al., 2012). En nuestro pais no se ha evidenciado la
presencia del género Ceratobasidium (Suérez et al., 2008), sin embargo en otros paises
de América de Sur como Brasil y Colombia se ha demostrado como hongos formadores
en orquideas (Pereira et al., 2005; Mosquera-Espinosa, 2010).De igual manera en Puerto
Rico (Otero et al., 2002, 2004, 2007). El género Sebacina es reportado como poco
frecuente en el Ecuador (Suarez et al.,2008 ),lo que indica que este género no representa
una alta diversidad en ecosistemas montanos y subandinos (Setaro et al., 2012; Sigisfred
et al., 2013).

En cuanto a la siembra de las raices en el laboratorio se tomaron 3 segmentos de 1 cm de
cada raiz muestreada obtenidas de 3 zonas de la raiz: basal (A), intermedia (B), apical
(C), de acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro estudio demostraron que el
aislamiento de hongos micorrizicos fueron de la zona intermedia (B) con un porcentaje de
48%. Por lo que suponemos de acuerdo a nuestros resultados que en la parte (B) hay la
presencia de estos hongos potencialmente micorrizicos. Para entender la posible razon,
es importante conocer que el crecimiento de la raiz se da gracias a tres zonas que esta
presenta, siendo estas: meristemo apical (parte C) en donde se producen las células
debido a la divisién celular, la zona de elongacion (parte B) en donde las células no se
dividen, sino que se alargan y zona de diferenciaciébn o maduracion (parte A).Es asi que
gracias a la zona de elongacion la raiz aumenta de tamafio, sin embargo para que este
proceso se lleve a cabo ,necesitan de la presencia de hongos que proporcionan la
absorcion de agua y nutrientes, ya que ademas producen diversa hormonas (auxinas y
citoquininas) que son importantes para este proceso(Dubrovsky & Shishkova ,2007;
Hoyos y Rodriguez 2013). Ademas es la parte que se encuentra en contacto directo con
el sustrato (Zettler, 2010). Sin embargo no existe estudios que nos permita evidenciar en
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gue parte de la raiz hay méas micorrizas (Zettler et al., 2013; Ordofiez et al., 2015; Suérez
et al., 2016).

Es importante mencionar que a partir de los resultados obtenidos en esta investigacion es
necesario la realizacion de un andlisis molecular de los aislamientos que se piensa son
positivos para una identificacibn completa, posteriormente estos hongos micorrizicos se
emplearan en investigaciones que puedan incluir pruebas de inoculacién in vitro de
plantulas de orquideas para mejorar su sobrevivencia durante la aclimatacién y también
considerando una estrategia de conservacion de esta familia ( Zettler et al.,2013; Guzméan
y Moreno, 2014; McCormick et al., 2004).
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CONCLUSIONES

e En la presente investigacion se consiguid aislar 14 colonias probablemente
micorrizicas, que fueron aislados de las raices de Trichoceros antennifer,

Elleanthus amethystinoides, Stelis sp, Epidendrum chioneum.

¢ EI mayor nimero de hongos posiblemente micorrizicos fueron aislados de las
raices Stelis sp, Epidendrum chioneum, por presentar el mayor porcentaje 32% vy

20%, respectivamente.

e La zona intermedia (B) presento el mayor niumero de aislamientos de hongos
posiblemente micorrizicos, con el porcentaje de 48% de los tres fragmentos

analizados.

o Las caracteristicas morfolégicas (angulo de 45° o 90 °, hifas septadas) que
presentaron los hongos aislados, sugieren pertenecer al teleomorfo perteneciente
al género-forma Rhizoctonia que se definen como micorrizicos de orquideas en la

mayoria de los casos. Cuyo teleomorfo posiblemente aislado es Tulasnella sp.

e En el proceso de aislamiento se corrobora la eficacia del método utilizado (Zettler,
2013) ya que los resultados fueron favorables; es decir los hongos lograron crecer
y desarrollarse eficazmente, mostrando colonias definidas y microscopicamente

haciéndose observables sus estructuras.
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RECOMENDACIONES

e Es de gran importancia utilizar raices jovenes recién germinadas con apariencia
sana de coloracion amarillento u opaco y que este en contacto directo con el
suelo, para asegurar una mayor probabilidad de la presencia de hongos asociados
a la raiz; pero también que hayan tenido un proceso de desinfeccion adecuado
para evitar cualquier tipo de crecimiento extrafio a las células corticales de la raiz.

e Realizar un corte transversal de la raiz en estudio y observar al microscopio para
determinar la presencia de los pelotones, con la finalidad de asegurar crecimiento
de hongos micorrizicos en el medio FIM.

e Para futuros estudios de micorrizas enfocados al hongo formador de micorriza
Rhizoctonia, se recomienda realizar estudios moleculares de las cepas aisladas
para ubicarlos dentro de las especies que correspondan, con la finalidad de
fomentar en posteriores investigaciones la creacion de bancos de hongos
micorrizicos, generando asi una potencial estrategia de conservacion Ex situ de
esta gran familia de orquideas.
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Anexo.

Anexol. Sitio de muestreo de las seis especies de orquideas en el Cerro Abuga
(Parroquia Bayas).

JMuestreo 4

JCERRO ABUGA

8w
o

Muestreo 3 &

-

IMuestreo 2

@y

Earth
10 & &% ’ -

Fechas de imagenes: 9/12/2016 17 M 741071.38 m E 9698953.73 miS elevacion 2908'm “alt. 0jo' 4.01 km

16 Google
JMuestreo 1 nage o 2015 DigitaiGiobe

Tomando de Google Earth

Guaman Garcia Maria Vicenta
Ochoa Landy Laura Gabriela Pagina 81



UNIVERSIDAD DE CUENCA

ANEXOS

Anexo 1: Localizacién del lugar de muestreo georreferenciado
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