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RESUMEN

En el Ecuador, los estudios relacionados al papel que cumplen los hongos micorrizicos
en las orquideas han sido escasos. Estos hongos micorrizicos desempefian un rol de
vital importancia, permitiendo la germinacién, nutricion y desarrollo de la familia
Orchidaceae. Es posible aislar alguno de estos hongos micorrizicos por medio de la
extraccion de las raices de las orquideas. Este trabajo se centrd en aislar los hongos;
para este proposito se recolectaron los fragmentos de raices jovenes de orquideas
nativas en los meses de Octubre y Diciembre de 2016, en la comunidad San Pedro de
Yumate a una altitud entre los 3000 - 3100 m.s.n.m, para posteriormente aislar e
identificar hongos potencialmente micorrizicos presentes en las diferentes secciones
basal, media y apical de las raices de las especies: Pleurothallis sp, Edipendrum (2
especies), Odontoglossum hallii, Cyrtochilum macranthum y Odontoglossum pardinum.
Se recolectaron 20 fragmentos de raices jévenes por especie y se sembraron en
medio de cultivo Fungi Insolation Medium (FIM), obteniéndose 60 fragmentos que
corresponden a las diferentes secciones de la raiz (basal, media, apical).
Posteriormente se procedid a realizar el replante en medio de cultivo Potato Dextrose
Agar (PDA), lograndose aislar 28 colonias de hongos que probablemente pertenecen a
los géneros Tulasnella y Ceratobasidium, por sus caracteristicas morfoldgicas. Los
hongos aislados seran identificados por medio de analisis sistematico molecular,
correspondiente a la segunda fase dentro del proyecto (Estudio de la relacion
simbidtica orquidea-micorriza en la provincia del Azuay, Ecuador) financiado por la
DIUC.

PALABRAS CLAVES: Orquideas, micorrizas, Rhizoctonia, aislamiento, fragmentos,

medio de cultivo.
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ABSTRACT

In Ecuador, studies related to the role of mycorrhizal fungi in orchids have been scarce.
These mycorrhizal fungi play a vital role, allowing the germination, nutrition and
development of the family Orchidaceae. It is possible to isolate some of these
mycorrhizal fungi by extracting the roots of the orchids. This work focused on isolating
fungi; For this purpose the fragments of young roots of native orchids were collected in
the months of October and December 2016 in the San Pedro de Yumate community at
an altitude between 3000 - 3100 m.a.s., to later isolate and identify potentially
mycorrhizal fungi present in the different basal, medium and apical roots of the species:
Pleurothallis sp, Edipendrum (2 species), Odontoglossum hallii, Cyrtochilum
macranthum and Odontoglossum pardinum. Twenty young root fragments were
harvested per species and seeded in Fungi Insolation Medium (FIM) culture medium,
obtaining 60 fragments corresponding to the different sections of the root (basal,
medial, apical). Subsequently, the replanting was carried out in Potato Dextrose Agar
(PDA) culture medium, being able to isolate 28 colonies of fungi that probably belong to
the genera Tulasnella and Ceratobasidium, due to their morphological characteristics.
The isolated fungi will be identified by systematic molecular analysis, corresponding to
the second phase in the project "Study of the symbiotic relationship orchid-mycorrhiza
in the province of Azuay, Ecuador" funded by the DIUC.

KEYWORDS: Orchids, mycorrhizae, Rhizoctonia, isolation, fragments, culture medium.
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INTRODUCCION

La familia Orchidaceae constituye uno de los grupos mas diversos del reino Plantae,
se estima que una de cada diez plantas en el mundo son orquideas (Chase et al,
2003; Dressler, 2005). Ecuador, Colombia y Peru son paises con gran diversidad de
orquideas, distribuidas principalmente en las regiones andinas (Gil, 2012). En Ecuador
se contempla que existen alrededor de 4.200 especies de orquideas descritas, de las
cuales 1.300 son endémicas (Jorgensen y Ledn, 1999; Jorgensen et al., 2006). Esta
gran diversidad en el pais se debe a la presencia de la Cordillera de los Andes (Jijon y
Navarrete, 2009), razén por la cual se conoce a Ecuador como el primer pais con

mayor nimero de especies de orquideas (Bussmann, 2005; Jorgensen et al., 2006).

En la provincia del Azuay y en general en todo el Ecuador, la disminucién de flora y
fauna es uno de los principales problemas ambientales, dado por todas las actividades
antropogénicas que se realizan (Prefectura del Azuay, 2015), como la alteracion del
entorno por contaminacién ambiental, incendios, deforestacion; y el comercio sin
ningun tipo de control (Tellez et al., 2007; Mayo et al., 2000; CITES, 2013). La familia
Orguidaceae, es vulnerable ante estos cambios, dificultando el crecimiento, desarrollo
y propagacion de estas especies en su medio silvestre, que en su habitat natural se
encuentran amenazadas y en peligro, por lo que el CITES (Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres)
considera a las orquideas dentro de su apéndice Il, estableciendo un comercio
controlado (CITES, 2013; Crespo y Ortega, 2015). De igual manera, en el Ecuador, un
gran numero de especies de la familia Orchidaceae se encuentran en el Libro Rojo
(Valencia et al., 2000).

Existen medidas alternativas para incorporar programas de conservacion ex-situ, que
permiten disminuir la pérdida masiva de especies nativas, teniendo como fin integrar a
las orquideas a su medio natural (Valencia et al., 2000; Prefectura del Azuay, 2015),
de esta manera se permite que estas especies sobrevivan, ante el efecto negativo que

realiza el ser humano (Valencia et al., 2000; Prefectura del Azuay, 2015).

Las orquideas, en su medio natural, debido a que son plantas carentes de
endospermo, es decir, no poseen fuentes nutricionales, necesitan de una simbiosis
con hongos especificos llamados micorrizicos para la germinacién de las semillas, la

ausencia de estos dificultan su posterior desarrollo (Crespo y Ortega, 2015).

A nivel del pais, la investigacion sobre la relacion entre planta-hongo de la familia
Orchidaceae, su importancia en el ecosistema y la conservacion ex-situ, ha sido poco

estudiada. Es por esto, que la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de
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Cuenca, dentro del proyecto de investigacién “Reproduccion de orquideas a partir de
sus semillas utilizando medios organicos e inorganicos”, se crea un orquideario para el

estudio y conservacion de la familia Orchidaceae.

El presente trabajo de investigacion forma parte del proyecto “Estudio de la relacién
simbidtica orquidea-micorriza en la provincia del Azuay, Ecuador’, que realiza la
Direccién de Investigacion de la Universidad de Cuenca (DIUC), dentro de su primera
etapa; con esta investigacibn se pretende generar y llenar ciertos vacios de
informacién de diversidad fungal con respecto a las micorrizas presentes en las raices

de las orquideas epifitas en la parroquia Molleturo, provincia del Azuay.

- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de hongos potencialmente micorrizicos de seis especies de
orquideas nativas del sector San Pedro de Yumate, perteneciente a la parroquia
Molleturo, Provincia del Azuay, Ecuador.

— OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar, identificar y extraer raices de las seis especies de orquideas
nativas en el sector San Pedro de Yumate, Molleturo.

e Proveer las condiciones adecuadas para el aislamiento de hongos
potencialmente micorrizicos de las muestras de raices de orquideas
recolectadas.

¢ |dentificar las cepas de hongos aislados a través de claves de identificacion

morfolégica, en la bibliografia existente.
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CAPITULO |
1. ORQUIDEAS

1.1. Generalidades de las orquideas.

El término “orquidea” procede del vocablo griego orchis, que significa “testiculo”
(Banks, 2006). La familia Orchidaceae se encuentra ampliamente distribuida a nivel
mundial, constituyendo uno de los grupos mas diversos de plantas (Endara et al.,
2010). Se conoce alrededor de 25.000 especies, presentdndose en casi todas las
regiones del planeta a excepcion de los desiertos extremos y tierras permanentemente
heladas (Chase et al., 2003; Dressler, 2005). La mayor cantidad de especies se
encuentran en los trépicos, donde muchas de ellas son epifitas en troncos y ramas de
arboles, obtienen nutrientes del aire, lluvia y desechos de los arboles (Mosquera,
2010). Existen en menor cantidad orquideas terrestres, las cuales adquieren nutrientes
del suelo, aire y agua (Mosquera, 2010). Las especies de zonas templadas vy frias
poseen una gran adaptabilidad a una variedad de héabitats (Mosquera, 2010). Los
estudios relacionados a conservaciéon de orquideas han generado que el nimero de
taxa se incremente, siendo de gran aporte para la ciencia (Soto, 1996; Arditti y Ghani,
2000).

Las orquideas constituyen una de las familias mas llamativas por su gran diversidad y
formas florales, las especies mas vistosas han sido muy apetecidas en el mercado
desde tiempos antiguos, por lo que su comercio ilegal va en aumento (Rasmussen,
2002).

1.2. Importancia de las Orquideas.

Las orquideas son consideradas entre las plantas mas desarrolladas y especializadas
(Hagsater y Dumont, 1996). Estas plantas pueden ser terrestres, epifitas y litofitas
(Smith y Read, 2008). Posee una amplia distribucién, encontrandose desde los
tropicos hasta las regiones éarticas, donde un gran numero de organismos
polinizadores dependen de esta familia (Avila, 2012), y son utilizadas como

indicadores de estabilidad de ecosistemas (Rivera, 2001).

Poseen una gran importancia econémica en el campo de la horticultura, debido a su
gran diversidad floristica (Griesbach, 2002). También son utilizadas para el disfrute de
las personas en ambientes privados y publicos, ya que poseen un efecto decorativo de
consideracién agradable (Tiza, 2010). De igual manera son utilizadas para dar sabor a
alimentos y bebidas como es el caso de la Vainilla planifolia (Dodson, 1991,
Griesbach, 2002).
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1.3. Importancia de orquideas nativas del Ecuador.

Al tomar en cuenta el nUmero de especies en relacion con su superficie geogréafica, se
considera a Ecuador como el primer pais con mayor numero de orquideas,
constituyendo el 20% de la diversidad de flora a nivel nacional (Bussmann, 2005;
Jorgensen et al.,, 2006; Velasco, 2007; Jijén y Navarrete, 2009), encontrandose la
mayor diversidad entre los 1000 y 3000 m.s.n.m (Jijon y Navarrete, 2009). A pesar de
lo expuesto, en el pais no se ha invertido suficientes recursos en investigacién y

regulacion del comercio ilegal de esta familia (Avila, 2012).

En Ecuador las orquideas han sido utilizadas principalmente para venta, dado por su
belleza y diversidad floristica (Serrano, 2007). La comercializacion de esta familia ha
generado fuentes de trabajo en industrias dedicadas al cultivo y venta de orquideas
(Serrano, 2007). La venta de esta especie en el mercado se da por medio de
plantulas o como flores cortadas (Serrano, 2007).

A causa de la perdida de habitats y especies, las orquideas se encuentran en el
Apéndice Il de la CITES (Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre) (UICN, 1996; CITES, 2013). Mediante este
convenio concertado entre Gobiernos se busca regular el comercio internacional de
flora y fauna silvestre, exportacién e importacién de especies vivas o muertas, de sus
partes o derivados. De manera que no se amenace su supervivencia, por medio de
aplicacion de mecanismos de conservacion y proteccion, en miras de una
sostenibilidad en el uso de recursos naturales (CITES, 2010; CITES, 2013).

1.4. Taxonomia.

Tabla 1. Clasificacion taxonémica (APG II) de las orquideas.

REINO PLANTAE
Subreino Tracheobionta
Divisién Angiospermas
Clase Monocotiledéneas
Subclase Liliadae
Orden Asparagales
Familia Orchidaceae

Fuente: Mark y James, 2009.
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1.5. Habitat

Son consideradas plantas herbaceas perennes que necesitan de una simbiosis con

micorrizas para la germinacion de semillas (Espinoza, 2010).

e Terrestres.- En su mayoria estas orquideas crecen en un compuesto de tierra
y desechos vegetales, después de la floracién las hojas se marchitan y
permanecen oOrganos de reserva, conocido como rizomas (Banks, 2006;
Fischer, 2007; Paredes, 2012). Poseen fases de crecimiento, floracién y reposo
gue ayudan a la supervivencia y reproduccion en climas severos (Banks,
2006).

e Epifitas.- La mayoria de orquideas poseen esta caracterizacion, crecen sobre
arboles que actla como soporte 0 sustrato que proporciona condiciones
perfectas para el desarrollo de las orquideas como es la cantidad de luz y
ademas reciben corrientes de aire que les permite estar perfectamente
drenados (Banks, 2006; Fischer, 2007; Paredes, 2012).

o Litofitas.- La caracteristica de estas orquideas es el crecimiento sobre rocas
(Fischer, 2007; Paredes, 2012).

1.6. Caracteristicas generales de las orquideas.
1.6.1. Tipo de crecimiento

De acuerdo con el eje de crecimiento se dividen en dos grupos: las orquideas
simpodiales poseen un tallo principal o pseudobulbo encargado de acumular agua y
nutrientes, se produce anualmente y madura al final de cada periodo de crecimiento
culminando con la floracién (Rivas et al., 1998; Banks, 2006). En cambio las orquideas
monopoidales, no poseen pseudobulbo, presentan un tallo central que crece
continuamente produciendo hojas e inflorescencia a partir de las axilas de estas
(Banks, 2006; Kuan y Gonzalez, 1993) (Figura 1).

Hoja

Pseudobulbo

Planta de crecimiento
simpodial con pseudobulbos

Planta de crecimiento
monopodial sin pseudobulbos

Figura 1. Orquideas segun su eje de crecimiento.

Fuente: Dodson, 1991.
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1.6.2. Ciclo vegetativo.

Cuando las condiciones son favorables las orquideas pueden vivir varios afios y su
floraciobn es anual, la presencia de tubérculos favorece a su adaptabilidad a

condiciones desfavorables (Rasmussen, 2002).

1. Germinacion.-

Las semillas de las orquideas son sumamente pequefias y carecen de
nutrimentos, constan de embrion y testa, desprovisto de endospermo, siendo
necesaria la asociacion simbiética con hongos micorrizicos especializados
presentes en el suelo (Rasmussen, 2002), generalmente son del género
Rhizoctonia. Estos hongos son indispensables para su germinacion como
proveedores de nutrientes a los embriones, posteriormente aporta de azlcares y
nutrientes a las plantulas (Otero et al., 2002; Paredes, 2012). Las especies de
orquideas varian en sus preferencias por hongos micorrizicos (Serrano, 2007). La
presencia de estos hongos es mucho mas necesaria en orquideas terrestres,
debido a que en los primeros ciclos de vida el protocormo no puede fotosintetizar
sus nutrientes (MCKendrick, 2000).

2. Reproduccioén.-

a) Floracion.- Se estima que el tiempo de floracion se da a partir de los dos
afios (Moreira, 1877). Son especies consideradas monocotiledéneas, su
desarrollo se da en dos ciclos florales: el céliz formado por sépalos y la
corola formada por pétalos (McKendrick, 2000). La flor consta de tres
sépalos y tres pétalos, el pétalo del medio es llamado labelo, posee una
modificacion en su tamafio, forma y color; tiene la funcion de servir de pista
de aterrizaje para los insectos visitantes y polinizadores (Banks, 2006;
Freuler, 2007). También posee una pieza central que recibe el nombre de
columna, aqui se produce el polen y contiene los Organos sexuales
masculino y femenino (Figura 2) (Jijén, 2007), que al ser fecundado y en su

etapa de maduracion dara origen al fruto (Paredes, 2012).
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Figura 2. Estructura béasica de la flor de una orquidea.

Fuente: Rittershausen et al., 2007.

b) Polinizacién.- La infinidad de variedad de formas de las orquideas ejercen

atraccion sobre los polinizadores, esta atraccion es provista por la
fragancia, facilitando el intercambio de polen (Banks, 2006; Rasmussen,
2002). El polen puede tener la apariencia de polvo o granular, en su
mayoria de veces se presenta en forma compactada, redonda o aplastada,
llamada polonios (Tiza, 2010). La mayoria son plantas polinizadas por
insectos (Figura 3), sin embargo en zonas tropicales la polinizacion también

puede ser desarrollada por aves y mamiferos (Moreira, 1887).

Figura 3. Polinizacién en la especie Chloraea multiflora (orquidea).

Fuente: Darwin, 2007.

c) Fecundacion.- Para que la fecundacion se lleve a cabo es necesario que la

polinizacion se dé previamente (Moreira et al., 2009). Los granos de polen
germinan sobre la superficie estigmatica y los tubos de polen se extienden
hacia el ovario (Tiza, 2010). La fertilizacion puede tardar desde dias hasta
meses (Moreira et al., 2009; Tiza, 2010). Si esto no ocurre, la capsula o
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fruto detiene su desarrollo y muere; en caso de producirse se desarrollan

los embriones (Tiza, 2010).

d) Dispersion de las semillas.- Debido a su bajo peso tienen la facilidad de

desplazarse cientos de kilometros los cuales pueden ser arrastrados por

corrientes de aire y por corrientes de agua dulce (Moreira et al., 2009).

1.7. Descripcién de las orquideas utilizadas en la investigacion.

1.7.1. Género: Odontoglossum

Etimologia: Su nombre proviene del latin odontos que significa diente y glossa

lengua; en alusion a la presencia de dos protuberancias en forma de dientes en la

base del labelo (Banks, 2006). El género Odontoglossum incluye alrededor de 300

especies (Rittershausen et al., 2007). En el Ecuador existen alrededor de 60 especies

(Banks, 2006). Son consideradas plantas epifitas (Rittershausen et al., 2007), exhiben

flores amarillas con manchas marrones en forma de arafia (Banks, 2006). Crecen en

climas frios de las regiones montafiosas de Sudamérica asi como en las laderas

andinas (Banks, 2006).

Odontoglossum hallii

Fotografia: Santiago Romero J.

Especie: Odontoglossum hallii

Clasificacion segun Lindley (1992).
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novék ex Taijt.
Superorden: Lilianae Tajt.

Orden: Asparagales Enlace

Familia: Orchidaceae Juss.

Género: Odontoglossum Kunth

Especie: Odontoglossum hallii

Nombre comun: Orquideas tigre

Estado de Conservacion:
Apéndice Il - Comercio controlado para evitar un uso
incompatible con la supervivencia de la especie.
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Odontoglossum pardinum

Fotografia: Santiago Romero J.

Especie: Odontoglossum

praestans

Clasificacion segun Lindley (1992).
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Taijt.
Superorden: Lilianae Tajt.

Orden: Asparagales Enlace

Familia: Orchidaceae Juss.

Género: Odontoglossum Kunth
Especie: Odontoglossum pardinum
Nombre comin: Orquideas tigre

Estado de Conservacion:

Apéndice Il - Comercio controlado para evitar un uso
incompatible con la supervivencia de la especie.

1.7.2. Género: Oncidium

Etimologia: Su nombre proviene

del latin onkos que significa masa, hinchazoén, en

alusién a que posee un callo verrugoso en la base del labelo (Banks, 2006). Posee

alrededor de 400 especies provenientes de América tropical. En el Ecuador existen

alrededor de 97 especies (Rittershausen et al., 2007). Son consideradas plantas

epifitas.

La especie Cyrtochilum macranthum (Oncidim macranthum) es considerada como una

de las mas grandes del género (Banks, 2006).

Cyrtochilum macranthum (Oncidium macranthum)

Fotografia: Santiago Romero J.

Especie: Cyrtochilum macranthum

Clasificacion segun Kraenzlin (2010).
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Taijt.
Superorden: Lilianae Tajt.

Orden: Asparagales Enlace

Familia: Orchidaceae Juss.

Género: Cyrtochilum Kunth

Especie: Cyrtochilum macranthum

Nombre comin: Angelitos

Estado de Conservacion:
Apéndice Il - Comercio controlado para evitar un uso

incompatible con la supervivencia de la especie.
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1.7.3. Género: Epidendrum

Etimologia: Su nombre proviene del griego epi que significa encima y dendron arbol
(Banks, 2006); en alusion a la estrategia epifita de estas orquideas en troncos de los
arboles (Rittershausen et al., 2007). El género Epidendrum cuenta con alrededor de
1000 especies. Son orquideas originarias de América Central y del Sur (Banks, 2006).

En el Ecuador existen alrededor de 452 especies (Banks, 2006).

Son plantas altas, poseen tallos rigidos; una parte de ellas poseen pseudobulbos altos

y delgados con un par de hojas rigidas que presentan una forma ovalada y alargada.

Epidendrum sp. (1)

Clasificacion segun Linnaeus, (2010).
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Taijt.
Superorden: Lilianae Tajt.

Orden: Asparagales Enlace

Familia: Orchidaceae Juss.

Género: Epidendrum L.

Nombre comun: Flor de cristo

Estado de Conservacion:

Fotografia: Santiago Romero J Apéndice Il - Comercio controlado para evitar un uso

Genero: Epidendrum sp. incompatible con la supervivencia de la especie.

Epidendrum sp. (2)

Clasificacion segun Linnaeus, (2010).
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Tajt.
Superorden: Lilianae Tajt.

Orden: Asparagales Enlace

Familia: Orchidaceae Juss.

Género: Epidendrum L.

Nombre comun: Flor de cristo

Estado de Conservacion:

Fotografia: Santiago Romero J. Apéndice Il - Comercio controlado para evitar un uso
Género: Epidendrum sp. incompatible con la supervivencia de la especie.
25

Blanca Claudina Leo6n
Santiago Adrian Romero



Universidad de Cuenca.

1.7.4. Género: Pleurothallis sp.

Etimologia: Su nombre proviene del latin pleuros que significa costilla y thallos
brote; en alusién a los tallos planos que tiene esta especie (Rittershausen et al., 2007).
El género Pleurothallis posee alrededor de 1200 orquideas de los trépicos americanos
(Rittershausen et al., 2007). En el Ecuador existen alrededor de 473 especies (Banks,
2006). Son plantas epifitas que viven en bosques tropicales montafiosos y entornos
abiertos (Banks, 2006).

Son tolerantes a una variedad de temperaturas, como también a la luz intensa
(Rittershausen et al., 2007).

Pleurothallis sp.

Clasificacion segun Brown (2011).
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Tajt.
Superorden: Lilianae Tajt.

Orden: Asparagales Enlace

Familia: Orchidaceae Juss.

Género: Pleurothallis R. Br.

Estado de Conservacion:

Apéndice Il - Comercio controlado para evitar un uso

Fotografia: Santiago Romero J. incompatible con la supervivencia de la especie
Género: Pleurothallis sp.

2. MICORRIZAS

2.1. Asociaciones micorrizicas.

Las micorrizas son las estructuras que se forman como resultado del fenémeno
simbidtico entre uno o varios hongos con las raices de las plantas (Smith y Read,
2008). Esta simbiosis es llamada mutualista dandose un intercambio de nutrientes y
minerales, donde los hongos como la planta hospedera se benefician (Diaz et al.,
1996; Diaz et al., 2009; Diaz et al., 2010). Esta simbiosis es necesaria y fundamental
para su germinacion y desarrollo, debido a que mediante esta dependencia los hongos
se benefician de fuentes carbonadas provenientes de la planta, aumentando su
capacidad de absorcion de nutrientes minerales (Domsch et al., 1980; Kristiansen et
al., 2001; Diaz et al., 2010). Ademas le imparten otros beneficios como: incremento de

la tasa fotosintética, estimulacion de sustancias reguladoras de crecimiento,
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incremento de la resistencia a plagas, ajustes osmaéticos en tiempos de sequia,
mejoran la agregacion del suelo, tolerancia a estrés ambiental y son considerados
como mediadores de muchas acciones e interacciones de la microflora y microfauna
gue ocurren en el suelo y alrededor de las raices (Hermard et al., 2002; Diaz et al.,
2010). La identificacion de estos hongos se complica al analizarse de forma
macroscopica, por lo cual es necesario realizar cultivos o analizar protocormos, raices,

tubérculos o rizomas de orquideas (Bougoure et al., 2005; Martos et al., 2009).

2.2. Importancia de las micorrizas

Se ha determinado que la presencia de micorrizas favorece en el crecimiento de la
planta, absorcidn, solubilidad y acumulacion de ciertos nutrientes indispensables para
su crecimiento (Barea y Jeffries, 1995; Agrios, 2002). Permiten que se prolongue el
tiempo de vida de las raices alimentadoras y regula el microambiente creando
resistencia a infecciones generados por hongos dafiinos para la especie (Barea y
Jeffries, 1995; Agrios, 2002).

Las micorrizas también cumplen un papel importante en cuanto a la agricultura
sostenible logrando disminuir el uso de insumos quimicos (Blanco y Salas, 1996). La
simbiosis que forman las micorrizas, ha hecho que se desarrollen estudios sobre el

potencial como fertilizante biol4gico.

Son capaces de producir diversas hormonas, entre ellas auxinas y citoquininas que
ayudan al desarrollo de las orquideas, permitiendo la movilizacion de nutrientes y

facilitando el crecimiento apical radicular (Coyne, 2000).
2.3. Clases de micorrizas

Existen diferentes clases de micorrizas en dependencia de las estructuras que los

hongos desarrollan en las raices, se distinguen los siguientes grupos:

1. Endomicorrizas.- Son las mas abundantes en la naturaleza, sus hifas penetran
en el interior de las células del cortex y/o epidermis de la raiz, este tipo de
hongos no forman manto (Currah, 1991). El grupo mas abundante de
endomicorrizas presenta hifas aseptadas, vesiculas y estructuras ramificadas.
El segundo grupo consta de hongos con hifas septadas que invaden las células
de la raiz sin romper la membrana plasmatica y crecen dentro de la célula
formando estructuras abultadas (Coyne, 2000).

2. Orquideaomicorrizas.- hongos asociadas a orquidaceas, entre sus principales
géneros son: Armillariella, Gymnopilus, Marasmius, Fome, Xerotus, Corticium,

Ceratobasidium, Sebacina, Tulasnella (Paillacho, 2010).
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3.

Ericomicorrizas.- Hongos asociados a la Familia Ericaceas, poseen
semejanzas estructurales con las ectoendomicorrizas (Paillacho, 2010).
Micorrizas Arbusculares.- Pueden formar arbdsculos intracelulares, son
considerados de mayor produccidon e importancia ecologica y econdémica
(Paillacho, 2010).

Ectomicorrizas.- Su presencia se da principalmente en especies de plantas con
interés forestal, siendo aproximadamente el 3% del total de las asociaciones
micorrizicas. Las hifas del hongo no penetran las células vegetales de la raiz
(Smith y Read, 1997; Agrios, 2002). El desarrollo en el interior de la raiz da
lugar a una estructura caracteristica denominada red de Harting y en el
exterior, un entramado de hifas rodea la raiz formando un llamado manto
(Smith y Read, 1997; Agrios, 2002).

Ectendomicorrizas.- Presenta caracteristicas similares a las micorrizas ya
expuestas, pueden formar un manto mas o menos desarrollado y red de Hartig.
Existe una ligera penetraciéon de las hifas en las células de la corteza formando

enrollamientos (Yuan et al. 2009). El género principal es Endogone.

2.4. Factores ecoldgicos relacionados a la micorrizacién.

Entre los factores de mayor importancia se encuentra los siguientes:

1.

Luz.- El aumento de micorrizas es proporcional al nUmero de raices, siempre y
cuando se aumente la intensidad luminosa (Barea y Jeffries, 1995; Paillacho,
2010).

Temperatura.- La temperatura adecuada esta en un rango entre 17 y 27 °C, se
considera que la temperatura tiene una accién directa sobre la produccién de
nuevas raices y también sobre el crecimiento radial (Paillacho, 2010).

Agua y aireacion.- La mayoria de los hongos micorrizicos son aerobios, por lo
cual son dependientes del oxigeno y al presentarse una disminucién de la
disponibilidad de oxigeno el crecimiento micelar decrece. Estas formaciones
también son dependientes de la humedad presente en el suelo (Paillacho,
2010).

Suelos y fertilidad.- Entre uno de los factores méas importantes en la formacion
de micorrizas es el humus en el suelo, resultado de la descomposicion de la
materia organica, generando nitrégeno, fosforo y potasio que requiere la planta
para su desarrollo (Barea y Jeffries, 1995; Hermard et al., 2002). La cantidad y

calidad disminuye con la profundidad. Al existir carencias de nitrégeno, fosforo

28 Blanca Claudina Le6n

Santiago Adrian Romero



Universidad de Cuenca.

y potasio, se dificulta o impide la formacién micorrizica y también el desarrollo
radicular (Hermard et al., 2002).

2.5. Micorrizas de orquideas

Estos hongos alimentan a los embriones de las semillas proveyéndolas de nutrientes
y minerales, al descomponer moléculas organicas complejas a formas mas simples
(Castro, 2003). Los hongos presentes en las raices de las orquideas crean una
estructura denominada enrollamiento hifal y que al ser degradado por la planta se
obtienen nutrientes, estas estructuras formadas por el hongo son denominados
pelotones (Breddy 1991; Rasmussen 2002). Esta asociacion cumple una funcién
importante para el eficaz abastecimiento de los recursos minerales del suelo y en la
defensa de las raices contra patdgenos (Castro, 2003; Barrer, 2009). La simbiosis
entre el hongo y la orquidea se presenta para facilitar la germinacion de las semillas y
la obtencién de nutrientes por medio de las raices de la planta. La interaccién entre la
planta, hongo y suelo ha conllevado a recopilar informacién de los suelos y habitats

donde se encuentran estas micorrizas (Brundrett, 2009).

2.6. Géneros simbiontes orquidioides

La mayoria de los hongos presentes en esta agrupaciéon son basidiomicetos del
género-forma Rhizoctonia, a veces las orquideas forman una dependencia con el
hongo, que se considera que la planta lo parasita (Valadares, 2009; Mosquera,
Bayman y Otero, 2010; Valadares et al., 2012).

2.6.1. Identificacion de género- forma Rhizoctonia.

Es un grupo de hongos filamentosos que no generan esporas asexuales, comparten
caracteres morfologicos entre ellos la coloracion parda en medios sintéticos y la
formacion de micelio (Castro, 2003). Para la familia Orchidaceae se considera como
hongo formador de micorrizas, comprende un grupo complejo y diverso con mas de
100 especies. Son considerados anamorfos que pertenecen al phylum Basidiomicota y
a la clase Basidocmicete (Valadares et al., 2012; Otero, et al., 2002; Zhu et al., 2009).
Muchos de estos organismos son patégenos de plantas de interés forestal, agricola y
acuatico. Algunos son considerados sapréfitos, viven en materia organica en
descomposicion donde establecen relaciones de simbiosis con especies de orquideas
y musgos (Castillo, 2005).

2.6.2. Morfologia de Rhizoctonia

En su fase asexual presenta un micelio estéril incoloro, a medida que madura se torna

oscura. Esta formado por hifas alargadas, delgadas y gruesas con septos y
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ramificaciones en angulos de 45° y 90° (Figura 4) con relacién a la hifa principal
(Castillo, 2005).

Figura 4. Género-forma Rhizoctonia - Células largas y ramificaciones en angulo 45° y 90°
Fuente: Mosquera, 2010.

El género-forma Rhizoctonia esta compuesto por diversos grupos polifilético que
incluye especies patégenas, saprofitas y enddfitas, simbidticos en micorrizas con
orquideas, con los 6rdenes: Ceratobasidium, Tulasnella, Thanatephorus y Sebacina
como los hongos mas comunes en orquideas (Warcup y Talbot, 1967; Rasmussen,
2002; Bayman y Otero 2006; Otero et al., 2011).

Para el aislamiento de hongos simbiontes con orquideas como Rhizoctonia, es
necesario la formacion de colonias, debido a la metodologia empleada universalmente
obteniéndose colonias en condiciones axénicas (Otero, et al., 2002; Zhu et al., 2008).
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CAPITULO I

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Areade estudio.

El area de estudio se encuentra ubicada en el sector San Pedro de Yumate

perteneciente a la parroquia Molleturo, provincia del Azuay, situada al noroeste de la

ciudad de Cuenca (Figura 5). San Pedro de Yumate es considerado como bosque

siempre verde montano alto de Cordillera Occidental de los Andes, representados por

epifitas (bromelias) y grandes cantidades de helechos (GAD Molleturo, 2015).

La investigacion es de tipo experimental en la cual se analizaron seis especies

diferentes de orquideas epifitas nativas del sector San Pedro de Yumate, siendo las

siguientes: Pleurothallis sp, Edipendrum spl, Edipendrum sp2, Odontoglossum hallii,

Cyrtochilum macranthum y Odontoglossum pardinum. La toma de muestras se realizo

en los meses de noviembre y diciembre del 2016, a una altitud que varia desde los

3.000 a 3.100 ms.n.m, con las siguientes coordenadas (Tabla 2).

Tabla 2. Coordenadas Geograficas (UTM) de los puntos de muestreo.

Elaborado por: Blanca Ledn y Santiago Romero.

Coordenadas UTM
X Y ALTURA ZONA
675516 9696018 | 3002 m.s.n.m 17 M
675538 9695645 | 3083 m.s.n.m 17 M
675538 9695642 | 3078 m.s.n.m 17M
DATUM: WGS84
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3.2 Métodos.

Para el estudio se empled la metodologia propuesta por Zettler et al., (2013), para
la recoleccién de raices, siembra y aislamiento de los hongos potencialmente
micorrizicos. Segun Zettler et al. (2007), para el aislamiento de hongos de las
orquideas, es preferible utilizar raices jovenes donde se encuentran la mayor

cantidad de pelotones activos y que seran los mas probables de ser aislados.

Para el procesamiento y analisis de datos que se obtuvieron durante todo el
estudio, se utilizd Microsoft Excel para elaboracion de tablas, graficos y calculos
requeridos.

3.2.1. Recoleccion de raices de orquideas epifitas

En el sitio de muestreo se colectaron orquideas epifitas que presentaron
caracteristicas favorables como la ubicacién, desarrollo y abundancia. Al localizar
la orquidea, se dejaron expuestas las raices para la toma de muestras. El tamafio
de la muestra comprende 10 fragmentos de raices jovenes de una longitud entre 5
a 10 cm de las 6 especies determinadas, con sus respectivas réplicas, dando un
total de 20 raices por especie. Las muestras recolectadas se trasladaron en
condiciones adecuadas y de esterilidad al Orquideario de la Facultad de Ciencias
Quimicas. De cada raiz se tomaron 3 fragmentos de 1 cm de longitud que
corresponden a la seccion basal (A), parte media (B) y apical (C), obteniendo 60

fragmentos por especie, dandonos un total de 360 fragmentos de raiz.

3.3. Aislamiento de hongos potencialmente micorrizicos.
3.3.1. Cultivos in vitro parala germinaciéon de orquideas.

Los métodos y medios de cultivo para el procesamiento de las raices fueron
elegidos en base a investigaciones de estudios previos, en condiciones

similares a este trabajo experimental y con resultados positivos (Zettler, 2013).

1. Medio FIM (Fungi Isolation Medium): Este medio es usado para el
aislamiento del hongo a partir de la raiz de la orquidea. Los compuestos de
su formulacion son considerados como nutrientes necesarios para el
crecimiento y aislamiento del hongo (Rueda, 2004; Narrea, 2006). Para
evitar la contaminacién bacteriana es indispensable el uso de estreptomicina
(Narrea, 2006). (Figura 27) (Ver Anexo).
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2. Medio PDA (Agar Dextrosa-Papa): Este medio es ampliamente utilizado para
aislamiento, purificacién y mantenimiento de colonias. Por su rica formulacion
favorece el crecimiento de los micelios (Rueda, 2004). La siembra en este
medio se realiza con el fin de aislar y replicar los hongos para uso inmediato o
para mantener viable por un tiempo corto (Cafiedo, 2004). (Figura 28) (Ver
Anexos).

3.3.2. Preparaciony siembra de laraiz de la orquidea en el medio FIM.

Las raices recolectadas fueron sometidas a un proceso de desinfeccion superficial
para retirar los restos de materia organica. Se lavaron con agua corriente afiadiendo
unas gotas de jabdn liquido, para la desinfecciébn se sumergieron en la solucién de
lavado preparada con 5ml de cloro y 5ml de alcohol al 85% en 90 ml de agua

destilada, por 10 minutos.

Se transfirieron las raices a una caja Petri estéril y dentro de la camara de flujo
laminar, donde se dividieron las raices en tres secciones proporcionales de 1 cm de
longitud correspondiente a la seccion basal (A), parte media (B) y apical (C) (Figura 6),

los restos de raices fueron descartados.

SR Seccion Basal (A) ‘

‘ Seccién Media (B) ‘

( Seccion Apical (C) 1

Figura 6. Secciones de la raiz (A, B, C).

Fuente: Castillo, 2005; Modificacion propia, 2016.

Las secciones fueron cortadas de aproximadamente 1 cm de longitud y se colocaron
en cajas Petri con una gota de agua estéril. Se cortd cada seccidon en mindsculos
pedazos y se vertio directamente el medio FIM (Fungi Isolation Medium), utilizado para
el aislamiento de hongos potencialmente micorrizicos. Se llevo a una temperatura de

25°C de 8 a 10 dias, los procesos realizados se puede observar en la Tabla 3.
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Tabla 3. Recoleccion, desinfeccion y siembra de raices en el medio FIM.

e

PASO 1: Recoleccién de la raiz.

=)

PASO 2: Traslado de raices en condiciones

adecuadas y de esterilidad.

corriente- lavado con agua esteéril.

PASO 3: Desinfeccion de la raiz: lavado con agua

Solucién de lavado

-

PASO 4: Desinfeccién de la raiz: lavar con

solucion de lavado por 10 min.

cajas Petri.

PASO 5: Se realizan cortes de 1cm de las tres
secciones de la raiz y pasar cada segmento a

PASO 6: Verter 1cc de agua estéril en el
segmento y proceder a cortar en mindsculos
pedazos (forma picadillo).

el picadillo de raiz.

PASO 7: Verter directamente el medio FIM sobre

PASO 9: Las cajas Petri se las incuba en una estufa a 25°C hasta la obtencién de resultados.

Elaborado por: Blanca Ledn y Santiago Romero

Para el etiquetado se establecieron coédigos con las iniciales de las especies
muestreadas (OH, CM, E1, E2, OP, PS), acompafiado del nimero de raiz y la seccion
de raiz; se afiade una “R” en caso de réplica; y al final se escribié el medio utilizado ya

sea FIM o PDA (Tabla 4).
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Tabla 4. Codigos de etiquetado de muestras.

Especies Iniciales Numero de Raiz Seccién de Raiz Ejemplo
Odontoglossum hallii (OH) 1-10 AB,C OH-1A-FIM
Réplica

Epidendrum sp1. (E1) 1-10 A,B,C E1- 4BR-FIM

Elaborado por: Blanca Leén y Santiago Romero

3.3.3. Observacion de pelotones en el medio FIM.

Después de las 48 horas de incubacion, se observaron los pelotones de las cajas
sembradas en el medio FIM, se utiliz6 un microscopio 6ptico y a través del lente 40x
se tomaron las fotografias (Figura 7).

Ademas, se evalud el crecimiento de cada una de las colonias para la verificacién de

alteraciones en color y forma, que es indicativo de contaminacion.

Figura 7. Observacion de pelotones en medio FIM, lente 40X.

Elaborado por: Blanca Le6n y Santiago Romero.
3.3.4. Aislamiento de hongos potencialmente micorrizicos en el medio
PDA.

Las colonias que presentaron un crecimiento adecuado fueron sembrados en medio
PDA para la purificacion, conservacion y mantenimiento de hongos (Cafedo, 2004)
(Tabla 5), se utilizd la clasificacion segun Barnett y Hunter (2003), basado en la
caracterizacion macroscoépica de las colonias, como la coloracién del micelio (blanco,
marrén y crema), la textura (algodonosa y esponjosa) y la morfologia (radial y
ramificada).
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Las muestras fueron etiquetadas de igual manera que en el medio FIM (Tabla 4),
cambiandose Unicamente el medio utilizado y se incubaron a 25 °C hasta la obtencion

de resultados.

En el analisis de resultados las muestras se clasificaron en base a las caracteristicas
que presentaron: 1) muestras seleccionadas para el microcultivo; 2) muestras con
colonias contaminadas y 3) muestras descartadas debido a que la coloracién que
presenta el micelio no concuerda con las caracteristicas analizadas (Zettler et al.,
2013).

Tabla 5. Aislamiento de hongos potencialmente micorrizicos en el medio PDA.

PASO 1: Observacion macroscépica de las colonias
formadas en medio FIM.

PASO 3: Verter el medio PDA sobre cajas Petri para que | PASO 4: Corte de una secciéon de colonia de 1mm x
se solidifiquen. 1mm.

£ -

PASO 5: Traslado de seccion a la parte media de la caja | PASO 6: Rotular claves de identificacion.
Petri.

PASO 7: Las cajas Petri se las incuba en una estufa a 25°C hasta la obtencion de resultados.

Elaborado por: Blanca Ledn y Santiago Romero
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3.3.5. Microcultivo

Como analisis previo al microcultivo, se evalla las caracteristicas segln Barnett y
Hunter (2003), basado en la caracterizacion que presenta un hongo micorrizico, tal
como la textura ya sea algodonosa o esponjosa; la coloracién del micelio que en su
fase inicial es de coloracién blanca y se torna parda a medida que envejece y la
morfologia radial o ramificada, este analisis corrobora Zettler et al., (2013).

En una caja Petri, se colocé papel filtro estéril, el cual fue cubierto por un portaobjetos
afiadido tres gotas de medio PDA, se sembré la colonia seleccionada y se colocd una
lamina cubreobjetos. Se incubd6 la muestra a 25°C por ocho dias, como se puede

observar en la Tabla 6.

Tabla 6. Siembra de hongos en el microcultivo

PASO 2: Humedecer el papel filtro con H20 estéril para
el crecimiento del hongo.

PASO 4: Colocar el 'portaobjetos en la caja sobre el

PASO 3: Colocar tres gotas de medio PDA en un .
papel humedecido.

portaobjetos.

C _

PASO 6: Corte de una seccion de colonia y su traslado

PASO 5: Seleccién de una colonia del medio PDA. . ° '
al medio PDA de la caja Petri.

PASO 7: Rotular claves de idntificci()n, PASO 8: Las cajas Petri se las incuba en una estufa a
25°C hasta la obtencion de resultados.

Elaborado por: Blanca Le6n y Santiago Romero
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Una vez que los hongos fueron identificados como potencialmente micorrizicos
sembrados en el medio PDA, se hizo un cultivo de respaldo en tubos de agar

inclinado, como se puede observar en la Tabla 11 (Ver Anexos).

3.3.6. Prueba de identificacion de hongos contaminados

Mediante esa prueba se confirma que tipo de hongos contaminaron las muestras, de
igual manera se puede verificar la abundancia de hongos propios de la microbiota y
ambientales. Las colonias fueron agrupadas en dependencia de las caracteristicas

macroscépicas que presentaron, de cada grupo se tomé una muestra para el analisis.

En un portaobjetos se colocd azul de metileno y con un pedazo cinta adhesiva se
extrajo una parte superficial del micelio, posteriormente se coloc6 en un portaobjetos y
se observé en el microscopio con el lente 40x. Este procedimiento se puede observar

en la Tabla 12 (Ver Anexos).

3.4. Identificacibn macroscoépicay microscopica de hongos.

En la etapa final se buscaron las caracteristicas de los Basidiomicetos a través de
claves de identificaciébn morfol6gica de Barnett y Hunter, (2003). Ademas se obtendra
y mantendra cepas viables para posteriores estudios del proyecto, sobre “La relacion
simbidtica orquidea-micorriza en la provincia del Azuay, Ecuador”, auspiciado por la
DIUC.

3.4.1. Caracteristicas macroscopicas evaluadas.

Textura: Se distinguen 2 tipos, algodonoso que presenta crecimiento en forma
superpuesta y en orientacién vertical, de igual manera el esponjoso cuyo crecimiento

es en forma de ramificaciones y en orientacion horizontal (Barnett y Hunter, 2003).

Coloraciéon del micelio: En la etapa juvenil su coloracion es blanca, al madurar

presenta tonalidades crema y marron principalmente (Barnett y Hunter, 2003).

Morfologia: Generalmente se analizan 2 tipos, en forma radial la biomasa presenta un
crecimiento circular al inoculo, y ramificada la biomasa presenta un crecimiento

irregular y con prolongaciones alrededor del in6culo (Barnett y Hunter, 2003).

3.4.2. Caracteristicas microscopicas evaluadas.

Hifas: Pueden presentar en forma alargada o ancha, con septos, que formen angulos
de 45°y 90° (Barnett y Hunter, 2003).
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CAPITULO I

4. RESULTADOS
4.1. Resultados de la siembra en medio FIM
4.1.1. Analisis General de la siembra en medio FIM

Después de la siembra, se obtuvieron un total de 360 cajas en medio FIM, 60 cajas
por especie, de las cuales: 20 correspondieron a la seccién A, 20 a la seccibn By 20 a
la seccion C. En la Tabla 7 se detalla el analisis general de la siembra en el medio
FIM.

Tabla 7. Analisis general de la siembra en el medio FIM.

Nombre de la Nidmero de Nidmero de Ndmero de cajas | Niumero de
especie fragmentos de | cajas con con colonias cajas sin
raiz colonias contaminadas crecimiento
sembrados en replantadas
medio FIM en medio
*) PDA (**)
Odontoglossum 60 13 24 23
hallii
Cyrtochilum 60 25 23 12
macranthum
Epidendrum spl. 60 12 31 17
Epidendrum sp2. 60 15 28 17
Odontoglossum 60 11 33 16
pardinum
Pleurothallis sp. 60 22 19 19

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero.
(*) Se incluye la repeticion por especie
(**) Colonias determinadas morfolégicamente como potencialmente micorrizicas.

En sintesis, con respecto al nimero total de cajas sembradas (n=360), 98 cajas fueron
replantadas en PDA (27,2%), 158 cajas presentaron contaminacion (43,9%) y 104

cajas sin crecimiento (28,9%), como se pueden ver en la Figura 8.

43,9%

28,9%

27,2%

Cepas viables Contaminadas  Sin crecimiento

Figura 8. Resultados generales de crecimiento en medio FIM.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero
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4.1.2. Analisis General del crecimiento de colonias en medio FIM

En el andlisis general en el medio FIM se tuvieron tres categorias de analisis: 1) Cajas
con cepas viables, 2) Cajas con colonias contaminadas y 3) Cajas sin crecimiento
(Figura 9).

En los resultados obtenidos se puede ver claramente dos tendencias en cuanto al
porcentaje de cepas viables presentes en las especies estudiadas. En la primera
tendencia las especies Cyrtochilum macranthum y Pleurothallis sp, poseen el mayor
porcentaje de cepas viables 42% y 37% respectivamente, sin embargo en la primera
especie el segundo porcentaje corresponde a cajas con colonias contaminadas y en el
de Pleurothallis sp, posee el mismo porcentaje de cajas sin crecimiento y cajas
contaminadas. En la segunda tendencia las especies Odontoglossum hallii,
Epidendrum spl, Epidendrum sp2 y Odontoglossum pardinum obtuvieron un mayor
porcentaje de cajas con colonias contaminadas. En la Figura 9, se detalla las

tendencias en el medio FIM.

Se analiz6 los cultivos de las raices de seis especies de orquideas, donde la especie
Cyrtochilum macranthum obtuvo el mayor porcentaje (41,7%) de cajas con cepas
viables para ser replantados en medio PDA; mientras que Odontoglossum pardinum
tuvo el menor porcentaje (18,3%). De las cuatro especies restantes, tres de ellas
(Odontoglossum hallii, Epidendrum spl y Epidendrum sp2), presentaron en promedio
un porcentaje (22,23%) cercano al rango inferior de cajas con cepas viables. Por el
contrario la especie Pleurothallis sp, (36,7%) se aproxima al porcentaje de rango

superior de cajas con cepas viables.

Las cajas que presentaron mayor contaminacion fueron de la especie Odontoglossum
pardinum (55%). Mientras que Pleurothallis sp presentd la menor contaminacion
(31,7%). En general, la contaminacién de las cajas se dio por hongos propios de la

microbiota y ambientales; y en menor proporcion por levaduras.

El mayor porcentaje de cajas sin crecimiento durante un periodo de 8 dias, fue de la
especie Odontoglossum hallii (38,3%) y el menor porcentaje para Cyrtochilum
macranthum (20%). En la Figura 9, se detalla el andlisis general porcentual de la

siembra en el medio FIM.
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Figura 9. Andlisis general porcentual de la siembra en medio FIM.

Elaborado por: Blanca Le6n y Santiago Romero.

4.1.3. Analisis General del crecimiento de colonias en los tres segmentos
de raiz (A, B, C) en medio FIM.

De las 98 cajas que presentaron cepas viables para ser replantadas en medio PDA, la
mayor colonizacion se presento en la seccion media (B) con un porcentaje del 37,8%,

seguido de la seccion basal (A) 32,7% y finalmente la seccion apical (C) 29,6% (Figura
10).

32.7% 37,8%

29,6%

Seccion A Seccion B Seccion C

Figura 10. Porcentaje de crecimiento de cepas viables en las tres secciones de raiz, en medio FIM.

Elaborado por: Blanca Le6n y Santiago Romero.
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4.1.4. Resultados individuales de crecimiento de colonias en medio FIM.

— Especie: Odontoglossum hallii

En el medio FIM de la especie Odontoglossum hallii, se sembraron 60 cajas (incluidas
las repeticiones), de las cuales 24 cajas presentaron contaminacion (40%), 23 cajas
sin crecimiento (38,3%) y 13 cajas con cepas viables (21,7%), que se replantaron en
medio PDA (Figura 11).

40% 38,3%

21,7%

Cepas viables Contaminadas Sin crecimiento

Figura 11. Resultado de crecimiento de colonias de la especie Odontoglossum hallii.

Elaborado por: Blanca Ledn y Santiago Romero

Con respecto a las 13 cajas cepas viables, 5 correspondieron al fragmento A (38,5%),
5 al fragmento B (38,5%) y 3 al fragmento C (23,1%).

— Especie: Cyrtochilum macranthum

De las 60 cajas iniciales de la especie Cyrtochilum macranthum, 23 cajas presentaron
contaminacion (38,3%), 12 cajas sin crecimiento (20%) y 25 cajas con cepas viables
(41,7%), que se replantaron en medio PDA (Figura 12).

41,7%

38,3%

20%

Cepas viables Contaminadas Sin crecimiento

Figura 12. Resultado de crecimiento de colonias de la especie Cyrtochilum macranthum.

Elaborado por: Blanca Ledn y Santiago Romero

Con relacion a las 25 cajas con cepas viables, 10 correspondieron al fragmento A
(40%), 11 al fragmento B (44%) y 4 al fragmento C (16%).
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— Especie: Epidendrum spl.

De las 60 cajas iniciales de la especie Epidendrum spl, 31 cajas presentaron
contaminacion (51,7%), 17 cajas sin crecimiento (28,3%) y 12 cajas con cepas viables

(20%), que se replantaron en medio PDA (Figura 13).

51,7%

28,3%

20%

Cepas viables Contaminadas Sin crecimiento

Figura 13. Resultado de crecimiento de colonias de la especie Epidendrum sp1l.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero
De las 12 cajas con cepas viables, 3 correspondieron al fragmento A (25%), 4 al
fragmento B (33,3%) y 5 al fragmento C (41,7%).
— Especie: Epidendrum sp2.

De las 60 cajas iniciales de la especie Epidendrum spl, 28 cajas presentaron
contaminacion (46,7%), 17 cajas sin crecimiento (28,3%) y 15 cajas con cepas viables
(25%), que se replantaron en medio PDA (Figura 14).

46,7%

28,3%

25%

Cepas viables Contaminadas Sin crecimiento

Figura 14. Resultado de crecimiento de colonias de la especie Epidendrum sp2.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero

Con respecto a las 15 cajas con cepas viables, 3 correspondieron al fragmento A
(20%), 7 al fragmento B (46,7%) y 5 al fragmento C (33,3%).
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— Especie: Odontoglossum pardinum

De las 60 cajas iniciales de la especie Odontoglossum pardinum, 33 cajas presentaron
contaminacion (55%), 16 cajas sin crecimiento (26,7%) y 11 cajas con cepas viables

(18,3%), que se replantaron en medio PDA (Figura 15).

55,0%

26,7%

18,3%

Cepas viables Contaminadas Sin crecimiento

Figura 15. Resultado de crecimiento de colonias de la especie Odontoglossum pardinum.
Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero
Con relacion a las 11 cajas con cepas viables, 4 correspondieron al fragmento A
(36,4%), 2 al fragmento B (18,2%) y 5 al fragmento C (45,5%)
— Especie: Pleurothallis sp.

De las 60 cajas iniciales de la especie Pleurothallis sp, 19 cajas presentaron
contaminacion (31,7%), 19 cajas sin crecimiento (31,7%) y 22 cajas con cepas viables

(36,7%), que se replantaron en medio PDA (Figura 16).

36,7%

31,7%

Cepas viables Contaminadas Sin crecimiento

Figura 16. Resultado de crecimiento de colonias de la especie Pleurothallis sp.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero

De las 22 cajas con cepas viables, 7 correspondieron al fragmento A (31,8%), 8 al
fragmento B (36,4%) y 7 al fragmento C (31,8%).
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4.2, Resultados de la siembra en medio PDA

4.2.1. Andlisis General de la siembra en medio PDA.

Con respecto al numero total (n=98) de cajas con colonias de hongos potencialmente
micorrizicos replantadas en medio PDA, 68 cajas presentaron contaminacion (69,4%)
y 30 cajas con colonias de hongos potencialmente micorrizicos fueron seleccionados

para microcultivo (30,6%) (Figura 17).

69,4%

30,6%

Contaminadas Microcultivo

Figura 17. Resultados generales de crecimiento en medio PDA.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero.

4.2.2. Andlisis General del crecimiento de colonias en el medio PDA.

Durante el analisis general en el medio PDA se tendran dos categorias a analizar: 1)
Cajas con colonias de hongos potencialmente micorrizicos y 2) Cajas con colonias
contaminadas (Figura 18).

En todas las cajas que fueron replantadas al medio PDA se observo el crecimiento de
colonias con hongos potencialmente micorrizicos y colonias de contaminaciéon. De
manera que la categoria cajas sin crecimiento no fue tomada en cuenta. Para el
andlisis de las cajas con colonias de hongos potencialmente micorrizicos no existieron
muestras descartadas, debido a que todas presentaron las caracteristicas

morfolégicas de la literatura.

En los resultados del crecimiento de colonias en medio PDA se puede observar
claramente dos tendencias con respecto al porcentaje de hongos potencialmente
micorrizicos de las seis especies de orquideas estudiadas. En la primera tendencia las
especies Odontoglossum halli y Epidendrum spl, obtuvieron el mayor porcentaje de
hongos potencialmente micorrizicos. En la segunda tendencia las especies

Cyrtochilum macranthum, Epidendrum sp2, Odontoglossum pardinum y Pleurothallis
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sp, tuvieron el mayor porcentaje en cajas con colonias contaminadas. En la Figura 18,

se detalla las tendencias que se presentan en el medio PDA.

Del andlisis de los cultivos de las raices de seis especies de orquideas, la especie
Epidendrum spl, obtuvo el mayor porcentaje (66,7%) de cajas con colonias de hongos
potencialmente micorrizicos, mientras que Cyrtochilum macranthum tuvo el menor
porcentaje (12%). De las cuatro especies restantes, dos de ellas Epidendrum sp2 y
Pleurothallis sp (20,3%), presentaron en promedio un porcentaje cercano al rango
inferior de cajas con hongos potencialmente micorrizicos. Por el contrario en las
especies Odontoglossum halli y Odontoglossum pardinum (45,1%), se aproximan al

porcentaje de rango superior de cajas con hongos potencialmente micorrizicos.

La cajas que presentaron mayor contaminacion fue de la especie Cyrtochilum
macranthum (88%), mientras que Epidendrum spl present6é la menor contaminacion
(33,3%). En general, la contaminacion de las cajas se dio por hongos del ambiente. En
la Figura 18, se detalla el andlisis general porcentual de la siembra en el medio PDA.
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33,3

27,3
30,0

20,0
13,3

A

0,0
Odontoglossum Cyrtochilum Epidendrum spl. Epidendrum sp2. Odontoglossum Pleurothallis sp.
hallii macranthum . . , . pardinum
B Contaminadas O Potencialmente micorrizicos

Figura 18. Andlisis general porcentual de la siembra en medio PDA.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero
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4.2.1 Resultados individuales de crecimiento de colonias en medio PDA.

En el andlisis individual por especie, en las cajas con colonias de hongos
potencialmente micorrizicos existi6 un porcentaje que se contamino y otro que
correspondié a las cajas que fueron seleccionadas para el microcultivo, porque

presentaban las caracteristicas morfolégicas de hongos potencialmente micorrizicos.

— Especie: Odontoglossum hallii

Los resultados de las cajas replantadas en medio PDA de la especie Odontoglossum
hallii, un total de 13 cajas se caracterizaron como hongos potencialmente micorrizicos,
6 cajas presentaron contaminacién (46,2%) y 7 cajas con colonias seleccionadas para
microcultivo (53,8%) (Figura 19).

53,8%

Contaminadas Microcultivo

Figura 19. Porcentaje de cajas con colonias contaminadas y porcentaje de cajas seleccionadas para
microcultivo (Odontoglossum hallii).

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero.

Con relacion a las 7 cajas con colonias de hongos potencialmente micorrizicos, 2
correspondieron al fragmento A (28,6%), 2 al fragmento B (28,6%) y 3 al fragmento C
(42,9%).

— Especie: Cyrtochilum macranthum

De la especie Cyrtochilum macranthum, se obtuvieron un total de 25 cajas con hongos
potencialmente micorrizicos, 22 cajas presentaron contaminacion (88%) y 3 cajas con

colonias seleccionadas para microcultivo (12%) (Figura 20).
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88,0%

12,0%

Contaminadas Microcultivo

Figura 20. Porcentaje de cajas con colonias contaminadas y porcentaje de cajas seleccionadas para
microcultivo (Cyrtochilum macranthum).

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero

De las 3 cajas con colonias de hongos potencialmente micorrizicos, 1 correspondio al
fragmento A (33,3%) y 2 al fragmento B (66,7%).

— Especie: Epidendrum spl.

De la especie Epidendrum spl, un total de 12 cajas fueron caracterizados como
hongos potencialmente micorrizicos, 4 cajas presentaron contaminacion (33,3%) y 8

cajas con colonias seleccionadas para microcultivo (66,7%) (Figura 21).

66,7%

33,3%

Contaminadas Microcultivo

Figura 21. Porcentaje de cajas con colonias contaminadas y porcentaje de cajas seleccionadas para
microcultivo (Epidendrum sp1l).

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero.

Con respecto a las 8 cajas con colonias de hongos potencialmente micorrizicos, 3
correspondieron al fragmento A (37,5%), 1 al fragmento B (12,5%) y 4 al fragmento C
(50%).

— Especie: Epidendrum sp2.

De la especie Epidendrum sp2, un total de 15 cajas se caracterizaron como hongos
potencialmente micorrizicos, 13 cajas presentaron contaminacion (86,7%) y 2 cajas

con colonias seleccionadas para microcultivo (13,3%) (Figura 22).
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86,7%

13,3%

Contaminadas Microcultivo

Figura 22. Porcentaje de cajas con colonias contaminadas y porcentaje de cajas seleccionadas para
microcultivo (Epidendrum sp2).

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero.
Con relacion a las 2 cajas con colonias de hongos potencialmente micorrizicos, 1

correspondié al fragmento B (50%) y 1 al fragmento C (50%).

— Especie: Odontoglossum pardinum

De la especie Odontoglossum pardinum, un total de 11 cajas presentaron
caracteristicas de hongos potencialmente micorrizicos, 7 cajas presentaron
contaminacion (63,6%) y 4 cajas con colonias seleccionadas para microcultivo (36,4%)
(Figura 23).

63,6%

36,4%

Contaminadas Microcultivo

Figura 23. Porcentaje de cajas con colonias contaminadas y porcentaje de cajas seleccionadas para
microcultivo (Odontoglossum pardinum).

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero.
De las 4 cajas con colonias de hongos potencialmente micorrizicos, 3 correspondieron
al fragmento A (75%) y 1 al fragmento C (25%).

— Geénero: Pleurothallis sp.

De la especie Pleurothallis sp, un total de 22 cajas presentaron caracteristicas de los
hongos potencialmente micorrizicos, 16 cajas presentaron contaminacion (72,7%) y 6

cajas con colonias seleccionadas para microcultivo (27,3%) (Figura 24).

50 Blanca Claudina Ledn

Santiago Adrian Romero



Universidad de Cuenca.

72,7%

27,3%

Contaminadas Microcultivo

Figura 24. Porcentaje de cajas con colonias contaminadas y porcentaje de cajas seleccionadas para
microcultivo (Pleurothallis sp).

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero.

Con respecto a las 6 cajas con colonias de hongos potencialmente micorrizicos, 1
correspondié al fragmento A (16,7%), 2 al fragmento B (33,3%) y 3 al fragmento C
(50%).

4.2.3. Andlisis General de las cajas seleccionadas para microcultivo.

Como resultado, de las 98 cajas con hongos potencialmente micorrizicos, se
analizaron 30 cajas con colonias para el microcultivo. En la Tabla 8, se puede observar

la cantidad de cajas seleccionadas para microcultivo.

Tabla 8. Numero de cajas seleccionadas para microcultivo por especie.

Especies de orquideas TOTAL

Odontoglossum hallii

Cyrtochilum macranthum

Epidendrum sp1l.

Epidendrum sp2.

Odontoglossum pardinum

o M| N 0O W N

Pleurothallis sp.

30

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero.

En el Figura 25 se observan las especies de orquideas con mayor porcentaje de
crecimiento de las colonias seleccionadas para el microcultivo. Epidendrum spl con
ocho cajas (26,7%) y Odontoglossum halli con siete cajas (23,3%).
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Pleurothallis sp. 20%

Odontoglossum pardinum 13,30%

Epidendrum sp2. 6,70%

Epidendrum sp1. 26,70%

Cyrtochilum macranthum 10%

Odontoglossum hallii 23,30%

Figura 25. Andlisis general porcentual de cajas seleccionadas para microcultivo.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero.

4.2.4. Andlisis General del crecimiento de colonias en los tres segmentos
de raiz (A, B, C) seleccionados para el microcultivo.

Del total de cajas con colonias seleccionadas para el microcultivo (n=30) (30,6%) con
respecto a las 98 cajas sembradas en el medio PDA, se presenté una mayor
colonizacion de hongos potencialmente micorrizicos en la seccién apical (C) con un
porcentaje del 40%, seguido de la seccion basal (A) 33,3% y finalmente la seccion
media (B) con un 26,7% (Figura 26).

40%

33,3%

26,7%

Seccion A Seccion B Seccion C

Figura 26. Porcentaje de crecimiento de hongos potencialmente micorrizicos en las tres secciones de
raiz, en cajas seleccionadas para microcultivo.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero
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4.3. Caracterizacibn macroscoOpica y microscOpica de hongos
potencialmente micorrizicos.

4.3.1. Identificacion de hongos aislados

La identificacion morfolégica macroscépica y microscépica para posibles Tulasnellas
sp se realizé en base a claves taxonémicas propuestas por Barnett y Hunter (2003), y
la caracterizacion de los posibles Ceratobasidium sp, se realizé de acuerdo a Hoang et
al., (2016), Guzman y Moreno (2014). La morfologia analizada se encuentra en el

apartado 3.4.1 de la metodologia.

En esta fase, de las 30 muestras seleccionadas para el microcultivo, 2 muestras
analizadas (6,66%), fueron identificadas como posibles Pestalotia sp, estos son
hongos endofiticos considerados como sapréfitos comunes (Castro, 2003; Kristiansen
et al., 2004). Mientras tanto 28 (93,33%), se identificaron como hongos potencialmente
micorrizicos. Del total de hongos que presentaron caracteristicas como posibles
Rhizoctonia, 26 (92,85%) fueron identificados como potencialmente Tulasnella y 2

(7,14%) como posibles Ceratobasidium, estos resultados se pueden ver en la Tabla 9.
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Tabla 9. Identificacion macroscépica y microscopica de los hongos potencialmente micorrizicos.

Especie: Coloracion del micelio: Blanca- Crema (madurar). Género probable:
Odontoglossum Descripcion Macroscoépica: Tulasnella
hallii Colonia grande ligeramente algodonosa de color blanco en la
Cddigo: parte superior y marrén en la parte inferior,
OH-(8AR)1-PDA Descripcion  Microscoépica:  Hifas  septadas, con
ramificaciones en angulos de 45°y 90°.
Especie: Coloracion del micelio: | Tulasnella
Odontoglossum Blanco- Crema (madurar).
hallii Descripcion Macroscopica:
Cédigo: Colonia grande ligeramente algodonosa, de color blanco en
OH-(8AR)2-PDA la parte superior y crema en la parte inferior.
Descripcion  Microscopica: Hifas  septadas, con
ramificaciones con angulos en 45°y 90°.
Especie: Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella

Odontoglossum
hallii

Cédigo:
OH-(10B)1M1-PDA

Descripcion macroscopica:

Colonia grande, blanca semi-algodonosa, con crecimiento
ramificado.

Descripcion MicroscoOpica: Hifas largas y septadas,
formando ramificaciones en angulos de 45° y 90°.
(Na-monrug et al, 2016).
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Especie:
Odontoglossum
hallii

Cédigo:
OH-(10BR)2-PDA

Coloracion del micelio: Blanca- Crema (madurar).
Descripcion Macroscopica:

Hongo algodonoso de color blanco, presenta una colonia
grande con bordes definidos y la presencia de anillos.
Crecimiento radial.

| Descripcion Microscépica: Hifas  septadas con
| ramificaciones en angulos de 45°.

Tulasnella

Odontoglossum
hallii

Cddigo:
OH-(10C)3M2-PDA

.'uoﬂlﬂrﬂon {

)y

Descripcion Macroscopica:

Hongo esponjoso de color blanco en la parte superior y
marron en la parte inferior, con crecimiento ramificado, con
bordes definidos.

Descripcion Microscopica: Fusion de hifas largas,
septadas y gruesas, con ramificaciones en angulos de 45°y
90°.

Especie: Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella

Odontoglossum Descripcion Macroscopica:

hallii Hongo esponjoso/algodonoso de color blanco en la parte

Cadigo: superior y crema en la parte inferior.

OH-(10C)1M1-PDA Descripcion Microscopica: Hifas septadas, formando
ramificaciones en angulos de 45° y 90°.

Especie: Coloracion del micelio: Blanca- Marrén (madurar). Tulasnella
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Especie: Coloracion del micelio: Blanco- Crema (madurar). Tulasnella

Odontoglossum Descripcion Macroscopica:
hallii

Cédigo:
OH-(10CR)2-PDA

Colonia grande ligeramente algodonosa de color blanco en la
parte superior y crema en la parte inferior.
Descripcion Microscépica: Hifas hialinas septadas, con

ramificaciones en angulos de 45° y 90°.

8 Especie: Coloracion del micelio: Blanco- Marrén (madurar). Tulasnella

Odontoglossum Descripcion Macroscoépica:
hallii

Cadigo:
OH-(10C)2M3-PDA

Colonia grande ligeramente algodonosa de color blanco y en
la parte central marrén, presenta crecimiento radial con
bordes definidos.

Descripcion MicroscoOpica: Hifas largas septadas, con

ramificaciones en angulos de 45°.

9 Especie: Coloracion del micelio: Blanco. Pat6geno-no
Odontoglossum Descripcion Macroscopica: identificado
Pardinum Colonia grande blanca algodonosa.

Cddigo: Microscopica: Hifas largas, septadas, ramificadas.

OP-(1AR)2-PDA
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Coloracion del micelio: Blanco.

Especie: Pestalotia sp.

Odontoglossum Descripcion Macroscopica:

Pardinum Colonia grande blanca algodonosa en forma de roseta de
Cédigo: crecimiento radial, con bordes definidos.
OP-(8AR)1-PDA Descripcion Microscépica: Hifas largas septadas y
ramificadas.
11 | Especie: Coloracion del micelio: Blanco. Ceratobasidium
Odontoglossum Descripcion Macroscopica:
Pardinum Colonia grande algodonosa de coloracion blanca, con
Cddigo: crecimiento radial y presencia de bordes definidos.

OP-(1AR)1-PDA Descripcion MicroscoOpica: Hifas largas, septadas, con
ramificaciones en angulos de 45° y 90°. Formacion de

células monilioides.

12 Especie: Coloracion del micelio: Blanco- Marrén (madurar). Ceratobasidium
Odontoglossum Descripcion Macroscopica:
Pardinum Colonia grande blanca algodonosa.
Cédigo: Descripcion Microscopica: Hifas septadas con angulos de

OP-(6C)1-PDA 45° y 90°.

Indicios de células monilioides.
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Especie:
Cyrtochilum
macranthum
Cédigo:
CM-(2AR)2-PDA

14

Especie:
Cyrtochilum
macranthum
Cadigo:
CM-(7B)1M4-PDA

Coloracion del micelio: Blanca.
Descripcion Macroscopica:
Colonia grande blanca semi-algodonosa, con ramificaciones
y presencia de bordes definidos.

Descripcion Microscépica: Hifas largas septadas con

ramificaciones en angulos de 45° y 90°.

Tulasnella

15

Especie:
Cyrtochilum
macranthum
Cddigo:
CM-(2BR)1M1-PDA

Coloracion del micelio: Blanca- Marron.

Descripcion Macroscopica:

Colonia grande ligeramente algodonosa de color blanca en
la parte superior y marrén en la parte inferior, con
crecimiento radial y con bordes definidos.

Descripcion Microscopica: Hifas largas septadas, con
ramificaciones en angulos de 45° y 90°.

(Barnett y Hunter, 2003).

Tulasnella

Coloracion del micelio: Blanco.

Descripcion Macroscoépica:

Colonia grande ligeramente algodonosa de coloracion
blanco.

Descripcion Microscopica: Hifas largas septadas, con
ramificaciones en angulos de 45°.

(Na-monrug et al, 2016).

Tulasnella

Blanca Claudina Leén
Santiago Adrian Romero




Universidad de Cuenca.

Género: Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella

Epidendrum sp1. Descripcion Macroscopica:
Cadigo:
E1-(4AR)2-PDA

Colonia grande semi-algodonosa de coloracion blanca.
Descripcion Microscopica: Hifas largas y septadas, con

ramificaciones en angulos de 45° y 90°.

17 Género: Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella

Epidendrum sp1. Descripcion Macroscopica:
Cddigo:

E1-(8CR)2M1-PDA

Colonia grande algodonosa de coloracién blanco.
Descripcion Microscépica: Hifas hialinas largas septadas,
con ramificaciones en angulos de 45° y 90°.

(Na-monrug et al, 2016).

18 Género: Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella

Epidendrum sp1. Descripcion Macroscopica:
Cddigo:

E1-(4A)1-PDA

Colonia grande ligeramente algodonosa de coloracion
blanca.

Descripcion Microscopica: Hifas largas septadas, con
ramificaciones en angulos de 45°.

(Na-monrug et al, 2016).
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Género:
Epidendrum sp1.
Cadigo:

E1-(4A)1M2-PDA

Coloracion del micelio: Blanco.
Descripcion Macroscopica:
Colonia grande blanca ligeramente algodonosa, con
crecimiento ramificado.

Descripcion  Microscopica: Hifas  septadas, con
ramificaciones en angulos de 45° y 90°.

(Na-monrug et al, 2016).

Tulasnella

20 Género:
Epidendrum sp1.
Cddigo:
E1-(3CR)3M1-PDA

21 Género:

Epidendrum sp1.
Cadigo:
E1-(10CR)2-PDA

Coloracion del micelio: Blanco

Descripcion Macroscoépica:

Colonia grande algodonosa de coloracion blanca, en forma
de roseta de crecimiento radial y con bordes definidos.
Descripcion Microscopica: Hifas hialinas largas, septadas,

con ramificaciones en angulos de 45°.

Tulasnella

Coloracion del micelio: Blanco.

Descripcion Macroscépica: Colonia grande algodonosa de
coloracioén blanco.

Descripcion Microscopica: Hifas largas septadas, con

ramificaciones en angulos de 45° y 90°.

Tulasnella
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Género:
Epidendrum sp1.
Cadigo:

E1-(3CR)3-PDA

Coloracion del micelio: Blanco.
Descripcion MacroscoOpica: Colonia grande blanca
algodonosa de crecimiento radial en forma de roseta, con
bordes definidos.

Descripcion Microscépica: Hifas hialinas septadas, con

ramificaciones en angulos de 45° y 90°.

Tulasnella

23 Género:
Epidendrum sp2.
Cddigo:
E2-(10B)1M1-PDA

24 Género:

Epidendrum sp2.
Cadigo:
E2-(1CR)2-PDA

Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella
Descripcion Macroscépica: Colonia grande algodonosa de

coloracién blanca.

Descripcion Microscépica: Hifas largas, septadas, con
ramificaciones en angulos de 45°.

Coloracion del micelio: Blanca- Marrén (madurar). Tulasnella

Descripcion Macroscopica: Colonia grande blanca
algodonosa, con bordes definidos. Crecimiento radial.
Descripcion Microscopica: Hifas largas septadas, con
ramificaciones en angulos de 45° y 90°.
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Especie:
Pleurothallis sp.
Cadigo:

PS-(5AR)1-PDA

Coloracion del micelio: Blanco.
Descripcion Macroscoépica: Colonia pequefia, blanca

~ /| semi-algodonosa.

Descripcion  Microscopica: Hifas  septadas, con

| ramificaciones en angulos de 45°

(Na-monrug et al, 2016).

Tulasnella

26 Especie:
Pleurothallis sp.
Cadigo:
PS-(5B)1-PDA

27 Especie:

Pleurothallis sp.
Cédigo:
PS-(10B)1-PDA

Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella
Descripcion Macroscépica: Colonia grande algodonosa de

coloracién blanca, con crecimiento radial.

Descripcion MicroscoOpica: Hifas largas septadas, con
ramificaciones en angulos de 45°.

Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella.

Descripcion Macroscoépica: Colonia grande algodonosa de

color blanco en la parte superior y marron en la parte inferior,

| presenta forma de roseta, con crecimiento radial y bordes
7| definidos.

Descripcion Microscopica: Hifas largas, septadas, con

~| ramificaciones en angulos de 45° y 90°.
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Especie: Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella

Pleurothallis sp. Descripcion Macroscopica: Colonia grande algodonosa de
Cadigo: coloracion blanca, con crecimiento radial.
PS-(1CR)1-PDA Descripcion  Microscépica:  Hifas  septadas, con

ramificaciones en angulos de 45°.

29 | Especie: Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella

Pleurothallis sp. Descripcion  Macroscépica: Colonia grande semi-
Cddigo:

PS-(9CR)2-PDA

algodonosa de color blanco en la parte superior y marron en
la parte inferior.
Descripcion  Microscépica: Hifas  septadas, con

ramificaciones en angulos de 45° y 90°.

30 | Especie: Coloracion del micelio: Blanco. Tulasnella

Pleurothallis sp. | Descripciéon Macroscoépica: Colonia grande algodonosa de
Cédigo: | color blanco en la parte superior y marrén en la parte inferior,
PS-(10CR)1-PDA | con crecimiento radial.

Descripcion  Microscépica:  Hifas  septadas, con

", | ramificaciones en angulos de 90°.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero
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4.4. ldentificacion de las colonias de hongos contaminantes.

En la Tabla 10, se presenta los resultados de los hongos contaminantes que se
analizaron basandose en observaciones micro y macroscoépicas, tomando como
referencia claves taxondémicas propuestas por Samson et al, (1981); Hoyos y
Rodriguez (2013).

Los hongos identificados del género Penicillium, Cladosporium y Aspergillus son
considerados como microorganismo claves de la microbiota del suelo y contaminantes
ambientales presentes en particulas de polvo (Whitelaw, 2000; Vilena y Gutierrez,
2003; Wakelin et al., 2004).

Tabla 10. Identificacién macroscdpica y microscopica de los hongos descartados y contaminados.

Descripcion Cladosporium sp
Macroscopica: Micelio
color gris poco
pigmentada, con textura
lisa.

Microscopica.

Formacion de cadenas

largas.

Descripcion Aspergillus sp
Macroscopica: Micelio
color grisacea, con una
textura de granulosa
Microscopica.

Micelio septado,
ramificado, forma de su

vesicula, alargada.

Descripcion Penicillium sp.
Macroscopica: Micelio
‘| color verde intenso,
formando conglomerados
irregulares.
Descripcion

Microscépica: Presencia

de conidias circulares.

Elaborado por Blanca Ledn y Santiago Romero
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5. DISCUSION

En este trabajo se aislaron hongos potencialmente micorrizicos a partir de raices
jévenes de seis especies de orquideas epifitas. Estudios han corroborado que la
mayor colonizacion de hongos micorrizicos se presentan en raices jovenes, debido a
que la planta en sus primeras etapas de desarrollo, necesita la viabilidad de hongos
micorrizicos presente en este tipo de raices, para absorber de manera mas eficiente el
agua, asimilar ciertos nutrientes indispensables y carbohidratos libres para su
crecimiento (Elsen et al., 2001; Brundrett, 2002).

Las raices de orquideas se colectaron en una zona fria en el sector de San Pedro de
Yumate, a una altura ente los 3.000 a 3100 m.s.n.m, en este tipo de clima se presentd
un porcentaje alto de posibles cajas con colonizacion micorrizica. Igualmente, en el
estudio realizado por Beltran (2010), determina que la mayor colonizaciéon micorrizica

se presenta en zonas frias y hUmedas.

De las especies de orquideas con las que trabajamos, de acuerdo a nuestros
resultados hay una alta colonizacion de hongos micorrizicos, esta cuantiosa
colonizacion tiene sentido pues las especies de orquideas son epifitas, dado que
tienen problemas al conseguir agua, nutrientes, irradiacion, etc, necesitan alguna
contribucién simbionte, que en este caso son los hongos micorrizicos (Dearnaley et al.,
2012; Martos et al.,, 2012). Dentro de esa amplia diversidad, se observa que estos
hongos aislados posiblemente correspondan al género Rhizoctonia y sus érdenes,

principalmente Ceratobasidium y Tulasnella..

Se obtuvieron 26 replantes como posibles Tulasnella, estas especies son
frecuentemente encontradas en interaccion con orquideas epifitas, tal como lo
describe Rivas et al. (1998); Arditti y Ghani (2000) y Yuan et al., (2009), por lo que
podria ser el principal linaje de hongos que forman una simbiosis de micorrizas con
orquideas (Suarez et al., 2006; Martos et al., 2012; McCormick et al., 2013 Guzman y
Moreno, 2014). A pesar que el numero de hongos aislados creemos que es alto y a
ciencia cierta no podemos determinar si son especies distintas, el nimero podria ser
aun mas alto, dado que muchos hongos son dificiles de aislar, como lo dicen Yuan et

al., (2009), en su publicacion. Mientras tanto 2 especies se caracterizaron como
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potenciales Ceratobasidium, en concordancia con el estudio de Guzméan y Moreno
(2014), fueron encontrados en Odontoglossum pardinum, muestreadas en dos zonas
pertenecientes al macizo del cajas y de gran similitud altitudinal con nuestro estudio;
ademas la caracterizaron fue realizada en orquideas epifitas, por lo cual podemos
decir, que presenta una alta preferencia por esta especie de orquidea. De acuerdo al
andlisis por medio de claves morfolégicas, las colonias aisladas podrian no
corresponder a Sebacina, dado que la frecuencia en raices de orquideas en
ecosistemas andinos de nuestro pais es muy baja (Guzman y Moreno 2014; Suarez et
al., 2016). Por lo que deberia ser confirmado por medio de andlisis de biologia

molecular.

Las especies de orquideas utlizadas en nuestro estudio Epidendrum spl,
Odontoglossum hallii y Pleurothallis sp, obtuvieron el mayor porcentaje de cajas con
colonias de hongos potencialmente micorrizicos, resultados similares fueron obtenidos
en la investigacion realizada por Hoyos y Rodriguez (2013), los cuales analizaron
especies Epidendrum nocturnum y Pleurothallis sp, encontraron colonias de hongos
correspondientes a Rhizoctonia, ademas son conocidas como las mas abundantes en
nuestro pais, encontrandose en diferentes altitudes. De la especie Odontoglossum
halli, hemos encontrado una densa colonizacibn de hongos potencialmente
micorrizicos, por lo que esta informacién puede ser de gran importancia, debido a que
no se han encontrado estudios publicados de aislamientos de hongos micorrizicos

presentes en esta especie, en las zonas alto andinas del Ecuador.

A partir de raices de las especies Odontoglossum pardinum, Cyrtochilum macranthum
y Epidendrum sp2 se obtuvieron el menor porcentaje de cajas con colonias de hongos
potencialmente micorrizicos. Es posible que la baja colonizacién de la especie
Cyrtochilum macranthum, sea porque no se encuentra en su hébitat normal, que
corresponde a altitudes entre los 200-2400 m.s.n.m, (Espinoza, 2010; Cruz y
Cardenas, 2012), siendo sus partes vegetales mas susceptibles a dafios, lo que puede
ocasionar su muerte, siendo de gran dificultad el aislamiento en medios de cultivo
(Espinoza, 2010). Con respecto a la especie Odontoglossum pardinum, Guzman y
Moreno (2014), demuestran que en zonas alto andinas, al igual que en nuestro estudio
posee una preferencia por Ceratobasidium, siendo menor la abundancia que aquellas

gue tienen favoritismo por el género Tulasnella.
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En las especies Epidendrum spl y Epidendrum sp2, la primera presentdé una amplia
colonizacién, mientras que en la segunda la colonizacién fue baja. Segun Beltran
(2010), esto puede ser debido a que algunas orquideas epifitas presentan densa
colonizacién y mientras que otras no, a pesar que se encuentran en la misma planta y
con mayor razén si son diferentes especies. Ademas, las raices de la primera especie
el procesamiento se realiz6 el mismo dia, mientras que la segunda se procesé el dia

siguiente, lo que puede ser un factor importante en la disminucién de colonias.

En el analisis de las secciones de la raiz la mayor colonizacién se obtuvo en la zona
apical, seguida de la zona basal y por ultimo la zona media. En estudio realizados por
Matsumata et al., (2009), se observaron que toda la colonizacion se dio en la zona
apical, mientras que la zona basal y media no tuvo colonizacion de hongos
micorrizicos. En contraste, nuestro estudio si presenta colonizacion en estas dos
zonas, pudiendo ser debido a que el sitio de muestreo es considerado como poco
intervenido por el hombre. También, se evidencia que los porcentajes de cada seccién
no difieren mucho, ya que el muestreo fue realizado en plantas que presentaban
caracteristicas similares en cuanto a su etapa de desarrollo, para evitar desviaciones

debido a la edad de la planta.

En el andlisis de hongos contaminantes, se identificaron varios tipos de hongos como
es el caso de Penicillium sp, Aspergillus sp y Pestalotia sp. Se demostrd en este
estudio la diversidad de hongos endéfitos asociados a las raices de orquideas epifitas.
Estos son microorganismos, muchos de ellos son reportados como patdgenos,
descomponedores de materia organica o simplemente como hospederos de las
plantas. Para disminuir la contaminacion con estos microorganismos, se puede aplicar
el método utilizado por Suarez (2006), que se fundamenta en la remocion del velamen

y esterilizacion de las partes externas de las raices.

La contaminacion presente en medio FIM y PDA es mayor en comparacion con las dos
tesis también desarrolladas en el Orquideario y que forman parte del proyecto “Estudio
de la relacion simbiética orquidea-micorriza en la provincia del Azuay, Ecuador”,
debido a que en nuestra determinacion fueron descartadas ciertas cajas de hongos
gue no presentaban caracteristicas morfolégicas como potenciales Rhizoctonia de

acuerdo a nuestra bibliografia. Por tal motivo creemos que algunos hongos que fueron
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desechados como contaminantes, podrian haber sido del genero Rhizoctonia. Sin
embargo, la separacion entre cepas viables y contaminadas, podria haber sido la
correcta, ya que al final de nuestro estudio se encontr6 mayor cantidad de hongos
potencialmente micorrizicos y dos colonias que fueron caracterizadas como hongos
contaminantes. En contraste con los dos estudios realizados donde se present6é una
mayor cantidad de colonias que fueron descartadas por no presentar las
caracteristicas propias de Rhizoctonia. En estas investigaciones se incorpora

conocimientos en base a la experiencia, ademas de utilizar una bibliografia diferente.

Las caracteristicas microscopicas y macroscoépicas analizadas en cultivos in vitro no
siempre resultan ser precisas (Rasmussen, 2002), y en general no permiten
determinar grupos establecidos concretos, debido a que los hongos generan similares
tipos de hifas, igual coloracién, entre otros. Por estas razones se requiere una
investigacion mas especifica como un analisis sistematico molecular (Carling et al.,
1999; Kristiansen et al., 2001, 2004). Por lo cual, con los hongos potencialmente
micorrizicos aislados en esta investigacion se realizara la identificacion molecular, por
medio de secuenciacion de la regién ITS, esto nos permitird discriminar cuales
corresponden a Tulasnella y Ceratobasidium, y en base de estos resultados se pueden
utilizar estos hongos para futuras investigaciones como son ensayos de germinaciéon
invitro, en presencia del hongo. Siendo de relevancia ya que se puede aplicar para

reinsercion de las orquideas a su habitat.

4. CONCLUSIONES

La metodologia descrita por Zettler, ha sido la apropiada para el aislamiento y
mantenimiento de las colonias de hongos potencialmente micorrizicos. De esta
manera se pudo identificar por medio de caracteristicas microscopicas Yy

macroscopicas como hongos pertenecientes al género Rhizoctonia.

En esta investigacion se aislaron un total de 28 colonias con hongos potencialmente
micorrizicos del género- forma Rhizoctonia, presentes en las raices de Pleurothallis
sp, Edipendrum spl, Edipendrum sp2, Odontoglossum hallii, Cyrtochilum macranthum

y Odontoglossum pardinum.

Los patégenos fueron identificados como Penicillum sp, Aspergillus sp y Pestalotia sp.
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Para la identificacion de caracteristicas micro y macroscoépicas, la poca informacién
relacionada a este tipo de investigacion, dificulta en gran medida, ya que los estudios
realizados anteriormente no se presentan este andlisis, en su lugar dan un resultado

mas concreto por medio de andlisis molecular.

El mayor nimero de hongos potencialmente micorrizicos fueron aislados de las raices

de Epidendrum sp, Odontoglossum hallii y Pleurothallis sp.

La seccion apical de la raiz (C), presento el mayor nimero de aislamientos de hongos

potencialmente micorrizicos, respecto a los tres fragmentos de raices analizados.

5. RECOMENDACIONES

El muestreo es preferible que se realice cuando las orquideas estan en su etapa de

floracién, de manera que se pueda identificar claramente a la especie que pertenecen.

Para obtener buenos resultados de aislamiento de hongos potencialmente

micorrizicos, se debe realizar con raices jovenes y sanas.

Para la identificacién de asociaciones micorrizicas es preferible realizar la tincion de
las raices y mediante cortes histol6gicos, se puede observar y reconocer la diversidad

fungal presente por medio del microscopio éptico.

En nuestro trabajo de titulacién la caracterizacion fue realizada en cuanto a género,
debido a que la identificacion morfolégica de especies dentro del género- forma
Rhizoctonia es compleja. Es por esto que se deben realizar analisis mediante técnicas
de sistematica molecular, para tener resultados claros del tipo de especies al que

corresponden.

La simbiosis entre las orquideas y los hongos micorrizicos es decisiva en el
mantenimiento de esta especie en el medio silvestre, debido a que la orquidea se
considera especialista y la desaparicion de este tipo de hongos conllevara también a la
perdida de orquideas. Por lo cual el sostenimiento de los ecosistemas, debe ser crucial

si se busca conservar a esta vulnerable y diversa familia.
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7. ANEXOS

Anexo 1.

Nitrato de sodio...........c...c...... 0,3 gr

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

Fosfato acido de potasio........ 0,2 gr

Sulfato de magnesio............... 0,1gr

Extracto de levadura............... 0,1 ar

AZUCAr. ... 2,5qar

Agar... oo 8 gr

Estreptomicina...................... 0,5ml

Aguanormal............coveienene. 1000ml

Llevar a pH 6,8 Se prepara una solucion madre de

estreptomicina con 2, 67 gr de la misma en 200ml de

agua.
Figura 27. Receta de medio de cultivo FIM.
Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero

Anexo 2.

Agar......ccooeeiiiiiinannn. 20gr -

Puré de papa............. 10gr ;

Glucosa.................... 20gr \

Agua destilada........... 1000ml -

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

MEDIO PDA

Figura 28. Receta de medio de cultivo PDA.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero
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Anexo 3.

Tabla 11. Cultivos de respaldo en tubos de agar inclinado.

PASO 1: Verter el medio PDA en los tubos.

PASO 2: Colocar los tubos en un angulo para obtener
un agar inclinado.

== 3

PASO 3: Esterilizar el asa en el mechero y tomar la
porcién de muestra con el asa.

G —

PASO 4: Retirar la tapa y flamear la boca del tubo de
ensayo en el mechero.

) D

PASO 5: Introducir el asa con la muestra en el tubo, a continuacion se desliza el asa desde el fondo hacia arriba en

forma longitudinal.
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i

PASO 6: Finalizada la siembra se flamea y se tapona el
tubo. Ademas se Rotula las claves de identificacion.

PASO 7: Los tubos se los incuba en una estufa a 25°c
hasta la obtencion de resultados.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero

Anexo 4.

Tabla 12. Identificacién de hongos contaminados mediante la prueba de la cinta.

PASO 1: Cortar un pedazo de cinta menor al tamafo de un
portaobjetos.

PASO 2: Colocar una pequefia cantidad de azul de
metileno en un portaobjetos.

PASO 3: Colocar el pedazo de cinta sobre la colonia.

m—

PASO 4: Pegar la cinta sobre la gota de azul de

metileno del portaobjetos.

-
PASO b5: Observar la estructura de la colonia al
microscopio para su identificacion.

PASO 6: Obtencién de resultados.

Elaborado por Blanca Le6n y Santiago Romero
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8. GLOSARIO

Anamorfos: Fase conidica, imperfecta o asexual en los ascomicetos y algunos

basidiomicetos, en la que se producen conidios.

Axénicas: Un cultivo axénico consiste en una sola especie microbiana, proveniente de
una sola célula. Los cultivos axénicos son muy extrafios en la naturaleza. En los
medios naturales como por ejemplo, en el suelo, agua, o en el cuerpo humano. Existen

cultivos mixtos.
Callo: Prominencia o protuberancia dura en el labelo.

Columna: Cuerpo central especializado en la flor de una orquidea, formado por la

unién de estambres y pistilos.
Deforestar: Despojar un terreno de plantas forestales.

Embrion: En las plantas fanerégamas, esbozo de la futura planta, contenido en la

semilla.
Endémico: Propio y exclusivo de determinadas localidades o regiones.

Endospermo: Tejido del embrion de las plantas faner6gamas, que les sirve de

alimento.

Epifita: Planta que crece naturalmente sobre otra planta, pero que no depende de ella

para su nutricion u obtencion de agua.

Especie: Nivel taxonémico de un grupo de plantas que muestran una interrelacion
entre sus individuos y una o méas caracteristicas en comuan, las cuales las separan

definitivamente de otros grupos.

Fotosintesis: Proceso a través del cual, la planta fabrica carbohidratos o azlcar a
partir del agua y diéxido de carbono. Este proceso ocurre en las partes verdes de la

planta, que poseen clorofila.
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UNVERSDAD 0 CIENCA

Labio, labelo: Pétalo inferior de una flor de orquidea, especializado para ayudar en la
polinizacion de la planta por insectos. Tiene una forma distinta, generalmente mas

grande, de los otros pétalos de la flor.
Litofita: Planta que crece sobre rocas.

Micorriza: Asociacion, generalmente simbibtica, entre la raiz de una planta y

determinados hongos.

Monocotiledoneo: Dicho de una planta, que tiene un embrién con un solo cotiledén;
p. €j., la palmera.

Nativo: Perteneciente o relativo al pais o lugar natal.
Perenne: Que vive méas de dos afios.
Plantula: Planta joven, al poco tiempo de brotar de la semilla.

Pseudobulbo: Porcién engrosada de la parte basal del tallo de muchas orquideas. Se

encarga de almacenar agua y nutrientes.

Polifilético: Perteneciente o relativo a un grupo taxonémico que consiste de miembros
que tienen en comln una caracteristica que evolucion6 separadamente en diferentes

lugares del arbol filogénico.

Rizoma: Tallo que crece horizontalmente, en forma indefinida, a partir del cual se

forman raices adventicias, hojas y/o ramas.

Simbiosis: Asociacion de individuos animales o vegetales de diferentes especies,

sobre todo si los simbiontes sacan provecho de la vida en comun.

Sustrato: Material en el cual se hace crecer una planta; puede ser organico, como

corteza de arbol, o inorganico, como piedras de lava.
Testa: Cubierta externa de la semilla.

Tubérculo: Parte de un tallo subterrdneo, o de una raiz, que engruesa
considerablemente, en cuyas células se acumula una gran cantidad de sustancias de

reserva.

Velamen: Tejido que cubre las raices aéreas de las orquideas epifiticas, encargado de

absorber agua y de evitar la evaporacion excesiva de agua desde el tejido radical.
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