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Resumen:

En este estudio se aislaron 19 cepas de potenciales hongos formadores de micorriza (HFM) del
sistema radicular de tres especies de orquideas nativas en el Bosque Protector Aguarongo: Cyrtochilum
sp, Odontoglossum pardinum y Pleurothalis sp. Las muestras de raices fueron recolectadas en la estacion
lluviosa en un rango de altitud entre 3183-3218 m s.n.m. El procesamiento de las muestras y posterior
aislamiento de las colonias se realizd considerando diferentes criterios que permiten una mayor
probabilidad de presencia de HFM. Se recolectaron 20 fragmentos de raices por especie, obteniéndose 60
muestras considerando tres secciones radiculares: basal (A), media (B) y apical (C). Se empled el medio
de cultivo Fungi Insolation Medium para evaluar el crecimiento de las colonias de potenciales HFM que
posteriormente fueron seleccionadas, aisladas y purificadas en medio Papa Dextrosa Agar. Los cultivos
viables y libres de contaminacién se sometieron a una evaluacion macroscopica y microscépica para
identificar caracteristicas morfol6gicas que permitan definirlos como colonias de potenciales HFM.
Aunque se observaron mayor cantidad de pelotones de la seccién A (basal) de la raiz, la mayor cantidad
de cepas de posibles HFM resultaron de la seccion B (media). Finalmente, se logro el aislamiento de tres
posibles géneros de hongos micorrizicos: Ceratobasidium, Tullasnella y Sebacina, siendo el primero el
posible género mas abundante entre las cepas aisladas. La mayor cantidad de potenciales HFM fueron
aislados de la epifita Odontoglossum pardinum. Los resultados de esta investigacion permitiran impulsar
un banco de especies de hongos potencialmente micorrizicos Utiles para mejorar los protocolos de

propagacion simbidtica de orquideas.

Palabras claves: Orquideas epifitas. Aislamiento. Micorrizas. Caracterizacion Morfoldgica.
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Abstract:

In this study, 19 strains of potential mycorrhizal fungi (MF) were isolated from the root system of three
native orchid species in the Aguarongo Protected Forest: Cyrtochilum sp, Odontoglossum pardinum and
Pleurothalis sp. Root samples were collected during the rainy season at an altitude range between 3183-
3218 m a.s.l. The processing of the samples and subsequent isolation of the colonies was carried out
considering different criteria that allow a higher probability of the presence of MF. Sixty samples were
obtained by collecting 20 root fragments per species three root sections: basal (A), middle (B) and apical
(C). Fungi Insolation Medium was used to evaluate the growth of potential MF colonies, which were then
selected, isolated and purified on Potato Dextrose Agar medium. Viable and contamination-free cultures
were subjected to a macroscopic and microscopic evaluation to identify morphological characteristics that
define them as potential MF colonies. Although a greater number of pelotons were observed from section
A (basal) of the root, the greatest number of potential MF strains resulted from section B (middle). Finally,
the isolation of three possible genera of mycorrhizal fungi was achieved: Ceratobasidium, Tullasnella
and Sebacina, the first being the most abundant possible genus among the isolated strains. The greatest
number of potential MF were isolated from the epiphyte Odontoglossum pardinum. The results of this
research will allow the promotion of a potentially mycorrhizal fungal species bank, useful for improving
orchid symbiotic propagation protocols.

Keywords: Epiphytic orchids. Isolation. Mycorrhizae. Morphological characterization.
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INTRODUCCION

La familia Orchidaceae pertenece a uno de los mayores grupos de plantas con flor comprendiendo
aproximadamente 32000 especies en unos 800 géneros, con una media de un centenar de descubrimientos
de nuevas especies cada afio (Alghamdi, 2017). Debido a las caracteristicas topogréficas y la gran
variedad de zonas climéticas, Ecuador corresponde a uno de los paises con mayor diversidad de orquideas
registradas en el mundo (Gutiérrez et al., 2014; Del Corral et al., 2017). Dentro de su territorio es posible
encontrar una de cada cinco especies de orquideas del globo, y se han registrado méas de 4302 especies,
de las cuales 1741 son catalogadas como endémicas (Cerna, 2019).

A pesar de la mega diversidad de la familia Orchidaceae, el proceso de extincion de orquideas en el pais
se estd intensificado por la destruccion de habitats en consecuencia del cambio de uso de suelo, la
deforestacion, la erosion y el tréfico ilegal de las especies (Jaramillo-Tapia, 2018). Segun Miranda (2014),
el 62 % de las especies de orquideas registradas en Ecuador se distribuyen principalmente en las
estribaciones de la cordillera de los Andes, a lo largo de la regién interandina en bosques nublados (Zhang
et al., 2015). Sin embargo, estos bosques estan reducidos a remanentes discontinuos a lo largo de la
cordillera, pues han sido principalmente afectados por las actividades antropicas (Roman-Rodriguez,
2021). Esto ha provocado que cerca del 83 % de las especies de la familia Orchidaceae en nuestro pais se

encuentren amenazadas (Paredes, 2012).

Por otro lado, la afectacion de las orquideas no solamente es consecuencia de la actividad antropica, sino
que su propagacion es también limitada por la particularidad de sus semillas de no poder germinar con
facilidad (Apolo-Moreno, 2021). Es por ello, que estas plantas durante la etapa de germinacion, y algunas
durante todo su ciclo de vida, tienen la necesidad de asociarse a un simbionte conocido como hongo
micorrizico (Delgado-Castro, 2019). La presencia de las estructuras micorrizicas favorece potencialmente
el desarrollo correcto de las plantas, proporcionando a la planta los nutrientes necesarios para su
crecimiento (Moina-Quimi et al., 2018). Desafortunadamente, alin se conoce muy poco sobre cuéles son
los simbiontes mas apropiados para las especies de orquideas epifitas, siendo crucial realizar
investigaciones méas profundas que permitan identificar diferentes hongos que estimulen la germinacién
de estas especies (Herrera et al., 2019). Es por ello, que actualmente se esté trabajando en desarrollar
metodologias de germinacion bajo condiciones in vitro que permitan una conservacion efectiva

estableciendo alternativas para el desarrollo y crecimiento de la familia Orchidaceae (Chavez et al., 2014).
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El Bosque Protector Aguarongo (BPA), es uno de los hotspots méas importantes en el Ecuador (Delgado
et al., 2021). Dentro de su diversidad de flora vascular se han registrado 37 especies de plantas
monocotileddneas distribuidas en 8 familias y 28 géneros, siendo Orchidaceae una de las familias con
mayor riqueza con 9 especies descritas dentro del bosque. Este ecosistema corresponde a bosque hiumedo
montano y es uno de los pocos remanentes de bosque andino en la cordillera de los Andes (Loyola, 2019).
A pesar de que la riqueza floristica y faunistica del BPA ha sido afectada por varios factores antropicos,
aun representa una fuente de diversidad biolégica que amerita esfuerzos de conservacion (Farfan et al.,
2017). Por ello, en los ultimos afios se han realizado numerosas investigaciones sobre flora y fauna,
permitiendo la proteccion de la biodiversidad del bosque del que también forman parte la familia
Orchidaceae y su microbiota.

El presente trabajo pretende contribuir a suplir los vacios de conocimiento relacionados a las orquideas
epifitas y su simbiosis fingica, a través del aislamiento de potenciales HFM de especies de orquideas
nativas del BPA. Este proceso es fundamental para la posterior propagacién in vitro de las especies de
orquideas, sobre todo de aquellas que se encuentran en un estado de amenaza en la naturaleza. Con esta
investigacion se espera mejorar los protocolos de propagacion simbidtica de las orquideas, facilitando un
banco de especies de hongos potencialmente formadores de micorriza Gtiles para su uso futuro.
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OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS

Objetivo General

Identificar la presencia de especies de hongos potencialmente micorrizicos en el sistema radicular de tres
especies de orquideas epifitas nativas en un piso altitudinal sobre los 3100 m s.n.m en el cantén Gualaceo,
Provincia del Azuay, Ecuador.

Obijetivos especificos

e Seleccionar y extraer fragmentos radiculares de tres especies de orquideas epifitas nativas del
canton Gualaceo.

e Obtener cultivos puros de hongos potencialmente formadores de micorrizas encontrados en
especies de orquideas epifitas identificadas en campo.

e Caracterizar morfol6gicamente las colonias potencialmente micorrizicas de los hongos aislados.
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CAPITULO |
1. ORQUIDEAS

1.1. Generalidades de las orquideas
El término orquidea se origina del latin “orchis” o testiculo, referente a la forma de los pseudobulbos de
algunas de las especies (Castellanos & Torres, 2018). Estas plantas pertenecen a la familia Orchidaceae,
siendo la que posee mayor numero de especies entre los vegetales (Sedano et al., 2015). En la actualidad
se reconocen 736 géneros con alrededor de 25000 a 30000 especies a nivel mundial (Chase et al., 2015).
Su distribucion es diversa, encontrandose en todos los continentes a excepcién de la Antartida; sin
embargo, su mayor abundancia se concentra en las regiones tropicales y subtropicales en paises como
Ecuador, Colombia, Per( y Brasil (Salazar, 2009). Segin Rivera (2002) la dominancia de las orquideas
depende de su distribucion altitudinal y condiciones climaticas, siendo el rango de 100 a 4800 m s.n.m en
donde existe mayor diversidad. Ademas, varias especies de orgquideas toleran condiciones de estrés, en

donde puede existir elevados grados de sequia junto con deficiencia en nutrientes (CONABIO, 2011).

Las orquideas pertenecen a la clasificacion taxonémica descrita en la tabla 1. Se caracterizan por una
variedad de flores, aromas y colores, ademas de presentar interacciones ecoldgicas importantes con
algunos agentes polinizadores y hongos con los que forman micorrizas (Rivera, 2002; Sedano et al.,
2015). Las orquideas poseen varios habitos de crecimiento, la mayor parte de estas plantas son epifitas
usando como soporte a los arboles para acceder a mejores condiciones luminicas (Castellanos & Torres,
2018). Sus hojas son engrosadas en la base formando pseudobulbos, necesarios para almacenar nutrientes
y agua (Kromer et al., 2018). Las orquideas terrestres crecen directamente sobre el suelo, produciendo
tubérculos como 6rganos de reserva para almacenar agua y sustancias que permiten a estas plantas
sobrevivir en periodos criticos (Troiani et al., 2017). Asimismo, existen orquideas litofitas que se

caracterizan por vivir sobre rocas, y algunas pocas especies son acuaticas (Kunakhonnuruk et al., 2019).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de las orquideas

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Monocotyledonae
Orden Orchidales
Familia Orchidaceae

Fuente: Rivera (2002)
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En estas plantas, se distinguen cuatro tipos de 6rganos florales: sépalos, pétalos, columnay carpelos (Wang,

et al., 2019). Uno de los tres pétalos se encuentra modificado y se denomina labelo (figura 1).

Figura 1. Flor de la Orquidea Epipactis helleborine, que atrae el néctar. Abreviaturas: An, antera; G, ginostemo o columna; L, labelo; P, pétalo;
Pol, polinio; Ro, Rostelo; Sl, sépalo lateral; Sm, sépalo medio; St, estigma.
Fuente: Cozzolino & Widmer, 2005

1.2. Distribucion global de las orquideas

Las orguideas se encuentran ampliamente distribuidas en los tropicos y subtrdpicos, particularmente en
elevaciones medias, encontrandose ausentes solamente en regiones polares y desérticas (Zhang et al.,
2018). Mayoritariamente la familia Orchidaceae esta conformada por especies epifitas que representan un
70 %, aunque también existen diversas comunidades terrestres en regiones tropicales y templadas (Phillips
et al., 2020). Debido a que tienen una especificidad micorrizica, una polinizacion especializada y tasas de
germinacion limitadas, la mayoria de estas especies se distribuyen en habitats especificos, y a
comparacion de otras plantas, las orquideas son extremadamente susceptibles a alteraciones del habitat
(Zhang et al., 2015).

Estas plantas poseen una alta capacidad de adaptacién climética, por lo que se encuentran distribuidas en
un 90 % en zonas tropicales de América, Asia y Africa (Ochoa, 2003). Por lo que es de crucial importancia
comprender de mejor manera sobre como la riqueza de las especies, amplitud de los nichos y tamafio de
area de distribucion se encuentran asociados a los gradientes geograficos y ambientales, esto permitira
una mejor conservacion de las especies, ademas de servir de ayuda para predecir diferentes efectos del
cambio global (Stipkova & Kindlmann, 2021).

Ecuador, Colombia y Pert poseen una amplia distribucion de especies de orquideas principalmente en

regiones andinas. Sin embargo, al considerar la cantidad de especies respecto a su superficie geografica,
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nuestro pais cuenta con el mayor nimero de especies de orquideas abarcando cuatro de las cinco
subfamilias existentes en el mundo (Guevara, et al., 2019). Ecuador es el hogar de mas de 4000 especies
de orquideas que se distribuyen desde la Costa del Pacifico hasta los 4500 m s.n.m y representan
aproximadamente un 20 % del total de la flora del pais. Los bosques de la serrania ecuatoriana concentran
mas del 50 % de la diversidad de orquideas, sobre todo en altitudes comprendidas entre 1500 a 2500 m
s.n.m (Durén et al., 2019). Por su lado, las especies endémicas se concentran entre los 1500 a 3000 m
s.n.m, en ecosistemas de bosques montanos bajos y de neblina montanos (Endara, 2009).

1.3. Importancia de las orquideas en el ecosistema

La familia Orchidaceae posee gran trascendencia desde el punto de vista ecolégico, ya que mantiene el
equilibrio dindmico del ecosistema cumpliendo importantes funciones (CONABIO, 2011). De esa forma,
las llamativas flores de estas plantas mejoran las posibilidades de atraccién de los diferentes polinizadores
contribuyendo a mantener una estabilidad en el habitat (Granados-Sanchez et al., 2003). Del mismo modo,
ayudan con la generacion, mantenimiento y flujo de algunos servicios ecosistémicos (Blanco, 2020). La
importancia ecolégica de las orquideas epifitas radica en su capacidad de formar grandes masas vegetales
en las regiones superiores de los bosques. Las orquideas permiten mantener funciones de barrera
interceptando la neblina y nubes bajas, esto facilita el almacenamiento e infiltracion de agua en el suelo,
reduciendo el impacto del escurrimiento del agua y de la erosion (Castellanos & Torres, 2018).
Adicionalmente, las orquideas contribuyen al ecosistema al estar asociadas con hongos formadores de
micorrizas, cumpliendo importantes funciones en el ciclo de nutrientes y brindando refugio y alimento a
insectos, aves y mamiferos (CONABIO, 2011; Londofio & Villanueva, 2021).

Las orquideas no sélo contribuyen a un equilibrio ecolédgico, su importancia también se enmarca debido
a la ventaja econdmica que supone su venta para diferentes fines. En la actualidad, la belleza de sus flores,
las ha convertido en motivo de cultivo por particulares e industriales como plantas de uso ornamental
(Ruiz et al., 2016). Segln Hadi et al. (2015) la orquidea de mayor importancia econdmica es la Vanilla
planifolia, la cual es frecuentemente utilizada como saborizante. A mas del valor ornamental, muchas
orquideas tienen importancia medicinal y terapéutica, estas plantas por su potencial curativo estan siendo
investigadas como fuentes de tratamiento a diferentes tipos de enfermedades (Hossain, 2011). Sus
caracteristicas principales de belleza y fragilidad permiten que la familia Orchidaceae tenga un alto valor
econémico en la industria ornamental, no obstante, esto conduce a su disminucién por la rapida
sobreexplotacién, los cambios climaticos y la deforestacion (Kang, Won-Kang, Hwan-Kim, & Sivanesan,
2020).
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1.4. Importancia de las orquideas en Ecuador

Ecuador fue declarado pais de las orquideas en el afio 2016, pues se encuentra dentro de uno de los
hotspots de biodiversidad global de mayor importancia, conocido como Andes Tropicales. En nuestro
pais existe una gran diversidad de estas plantas, con mas de 3550 especies, siendo un tercio de ellas
endémicas (Sanchez & Rodriguez, 2018; Vaca et al., 2019). Ademas, en nuestro pais como en el resto del
mundo, la industria de comercializacién de orquideas actualmente tiene alta rentabilidad, debido a que
son valoradas por la gran variedad que exhiben con respectos a sus flores, tamafio, color, fragancia y
textura. Sin embargo, pese a su gran importancia ecolégica y comercial, la deforestacion, la expansion de
la frontera agricola y el comercio ilegal, estan reduciendo considerablemente la diversidad de especies de
orquideas silvestres ecuatorianas (Duran et al., 2019). Segun Jiménez (2014), de la poblacion de orquideas
en el Ecuador, 1455 especies presentan algin tipo de amenaza, el 2 % se encuentran en Peligro Critico
(CR), y la gran mayoria en estado Vulnerable (VU). Por ello, nuevas iniciativas locales, provinciales y
nacionales se enmarcan dentro del Plan de Accién Nacional para la conservacién y aprovechamiento
sostenible de estas especies incluyendo una produccion sostenible a través de viveros y una
comercializacion controlada (Sanchez & Rodriguez, 2018; Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion
Ecoldgica, 2022).

1.1. Caracteristicas de las orquideas

1.1.1. Tipo de habitat

La forma de vida de las orquideas puede ser terrestre, epifita, litofita o sapréfita (Zhang et al., 2018). Las
orquideas con diferentes formas de vida se caracterizan por diferentes estructuras adaptativas y rasgos
funcionales; sin embargo, todas poseen asociaciones con hongos micorrizicos de gran importancia para

su crecimiento y desarrollo desde la germinacién hasta la edad adulta (Qin et al., 2020).

Orquideas epifitas. - Aproximadamente un 70 % de todas las especies de la familia Orchidaceae
pertenecen a este grupo. Las orquideas epifitas crecen principalmente en arboles, arbustos y plantas de
hoja caduca sirviendo como excelentes indicadores bioldgicos sobre cambios en el ecosistema (Timsina
et al., 2021). Se encuentran principalmente en bosques tropicales y se caracterizan a menudo por tener
hojas suculentas con paredes celulares gruesas y estomas hundidos, sus raices aéreas pueden tener méas de
un metro de largo y su crecimiento en las copas de los arboles garantiza un entorno con mayor suministro

de luz. Para las orquideas epifitas, la rapida absorcion de agua por el velamen y su almacenamiento en los
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pseudobulbos y hojas contribuyen al equilibrio hidrico de la planta y su tolerancia al estrés por sequia
(Zhang et al., 2018).

Orquideas terrestres. - Son aquellas que germinan bajo la tierra y representan alrededor del 25 % de la
totalidad de las especies de orquideas registradas. Estan ampliamente distribuidas en biomas de bosques
y pastizales y se caracterizan por tener rizomas, bulbos o tubérculos ademas de raices gruesas con funcion
de almacenamiento (Alghamdi, 2019). La abundancia y distribucién de las orquideas terrestres se ven
afectadas por cambios en el equilibrio del ecosistema y factores climéticos, entre los més importantes se
destacan los gradientes de luz, humedad, sustratos geoldgicos y precipitaciones (Djordjevi¢ & Tsiftsis,
2019). Este tipo de orquideas eventualmente emergen del suelo después de meses e incluso afios,
sintetizan clorofila y se vuelven fotosintéticas (Zhang et al., 2018).

Orquideas litéfitas. - Se caracterizan por crecer sobre las rocas, es decir, su sustrato se encuentra asociado
a lechos rocosos (Qin et al., 2020). Este tipo de orquideas se nutren de los musgos de la roca y los
nutrientes disueltos en el agua de Iluvia, ademas de sus propios tejidos muertos (Nauray et al., 2017).

Orquideas saprdfitas. - Son aquellas que nacen y crecen sobre desechos vegetales en descomposicion.
Este tipo de orquideas obtienen su alimento de las micorrizas, son fertilizadas por insectos y sus semillas
son propagadas a través del viento. Las orquideas sapréfitas constituyen un porcentaje muy pequefio del
total registrado (Horich, 1982; Kendon et al., 2020).

1.1.2. Ciclo Vegetativo

Una orquidea es capaz de producir miles de semillas en una temporada reproductiva; sin embargo, debido
a que carecen de endospermo pocas son las que se convertiran en plantas capaces de sobrevivir hasta la
edad adulta (Shefferson et al., 2020). Por esta razon, las orquideas son dependientes de los hongos
micorrizicos que les brindan nutrientes para su germinacion, convirtiendo a las etapas de formacion del
embrién y plantula en las mas cruciales de su ciclo de vida (Cozzolino & Widmer, 2005; Chavez et al.,
2015). La primera fase de germinacion de las semillas conduce a la formacion del protocormo, en este
periodo transcurre las etapas de semilla en polvo y plantula, teniendo una duracion de meses o afios

dependiendo de la especie (Shefferson et al., 2020).

La floracién de esta planta depende de factores climaticos como la precipitacién y temperatura, por lo
que, no todas las especies de orquideas florecen en la misma época (Gastelbondo & Castellanos, 2018).

En el ciclo de polinizacién, la mayor parte de las especies de orquideas agrupan los granos de polen en
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una sola estructura llamada polinario, siendo suficiente un solo evento de polinizacion exitoso para
producir miles de semillas (Hernandez et al., 2011). Segun Cozzolino & Widmer (2005),
aproximadamente el 60 a 70 % de las orquideas tienen una sola especie de polinizador. Los principales
polinizadores de las orquideas son insectos; sin embargo, existen especies que pueden ser polinizadas por

aves especialmente en zonas tropicales, siendo el viento otro factor que contribuye a este proceso.

1.2. Descripcidn de las especies de orquideas utilizadas en el estudio

1.2.1. Género: Pleurothallis

Etimologia: El nombre se deriva del griego pleuron que significa costilla y thallos brote o tallo, en alusién
a los muchos tallos como costillas que emergen con una hoja solitaria (Fernandez et al., 2018).

Caracteristicas: Las plantas de este género pueden ser perennes, epifitas o terrestres, presentan tallos
aéreos, unifoliados, delgados similares a peciolos, denominados ramicuales. Poseen hojas coriéceas,
duplicadas y articuladas (Fernandez et al., 2018). En Ecuador el género Pleurothallis es uno de los grupos
gue mas aporta a la diversidad de especies de orquideas endémicas del pais (65 % de especies de la
subtribu Pleurothallidinae) (Endara, 2018). En la figura 2 se puede observar un ejemplar de la orquidea

descrita.

Distribucién:  América tropical y subtropical desde América Central hasta Bolivia, Argentina y
Paraguay, crecen en alturas de hasta 3500 m s.n.m (Zelenko & Bermudez, 2009).

Pleurothallis sp.

Clasificacion taxonémica:
Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Epidendroideae
Tribu: Epidendreae
Subtribu: Pleurothallidinae
Género: Pleurothallis

Estado de amenaza
Vulnerable (VU) - Apéndice Il de
CITES.

Figura 2. Ejemplar de orquidea Pleurothallis sp.
Fotografia: Evelyn Chamba y Gabriela Palacios
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1.2.2. Género: Odontoglossum

Etimologia: EI nombre se deriva del griego odonto que significa diente y glossa, lengua; haciendo

referencia a la estructura dentada del callo, y a la lamina del labelo en forma de lengua (Posada, 2020).

Caracteristicas: Este género es comunmente epifito, sin embargo, ocasionalmente puede crecer de forma

terrestre 0 en estratos rocosos (Ferndndez et al., 2018). Sus pseudobulbos estan pegados y tienen sus

bordes marcados (Loyola, 2019).

Posee alrededor de 80 especies, encontrandose en las regiones montafiosas de América Central y América

del Sur, principalmente entre los 1500 a 2700 m s.n.m, no obstante, se han encontrado especimenes a

3660 m s.n.m (Cavero et al., 1991). En la figura 3 se aprecia un ejemplar de la orquidea Odontoglossum

pardinum.

Distribucién: Alturas andinas de Sudamérica, en climas frios o frios/intermedios como en Bosques

Lluviosos (Zelenko & Bermudez, 2009).

Odontoglossum pardinum

Figura 3. Ejemplar de orquidea Odontoglossum pardinum.
Fotografia: Evelyn Chamba y Gabriela Palacios

Clasificacion taxonémica:
Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Orchidales
Familia: Orchidaceae
Género: Odontoglossum
Especie: Odontoglossum
pardinum

Estado de amenaza:
Vulnerable (VU) - Apéndice Il
de CITES.
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1.2.3. Género: Cyrtochilum

Etimologia: EI nombre proviene del griego kyrtos que significa “recurvo, hinchado” y cheilos “labio” en

alusion a los gruesos y curvos labios de algunas especies. En nuestra regién es cominmente conocida

como Urcubucu (Loyola, 2019).

Caracteristicas: Es categorizada como especie nativa dentro del Bosque Protector Aguarongo, el género

se distingue por la presencia de pseudobulbos, generalmente muy grandes gue terminan en una o dos

hojas. La mayoria de las plantas de este género crecen entre los 1500 y los 3000 m s.n.m, y son

principalmente epifitas, pero algunas especies pueden crecer de forma terrestre en taludes (Fernandez et

al., 2018). Se presenta en la figura 4 un ejemplar de Cyrtochilum sp.

Distribucion: Sury Centro de América a elevadas altitudes en los Andes. Se encuentran en Venezuela,

Colombia, Ecuador, Pert y Bolivia (Zelenko & BermUdez, 2009).

Cyrtochilum sp.

Figura 4. Ejemplar de orquidea Cyrtochilum sp.
Fotografia: Evelyn Chamba y Gabriela Palacios.

Clasificacion taxonomica:
Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae
Subfamilia: Vandoideae
Tribu: Cymbidieae
Subtribu: Oncidiinae
Género: Cyrtochilum

Estado de amenaza:
Vulnerable (VU) - Apéndice Il de
CITES.
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CAPITULO 1
2. MICORRIZAS

2.1. Formacion de micorrizas

El término micorriza proviene de los vocablos griegos mike: hongo vy rizha: raiz, y ha sido asignado a la
asociacion simbiotica entre un hongo y la raiz de una planta (Cazar 1za & Pérez Reyes, 2019). Dicha
simbiosis generalmente se considera como mutualista, aungue se exceptlan ciertos casos (Suarez-
Galarza, 2016). En esta interaccion ambos organismos se benefician pues, por un lado, el hongo
proporciona a la planta nutrientes, agua y fosfatos que toma del suelo a través de su micelio, y por otro
lado la planta brinda al hongo el carbono organico necesario para su desarrollo y multiplicaciéon (Smith
& Read, 2008). Ademas, la planta proporciona un microhabitat adecuado para que el hongo pueda
completar su ciclo de vida (Camargo et al., 2012).

La existencia de micorrizas se evidencia desde hace aproximadamente 400 millones de afios, lo que
demuestra que son tan antiguas como las propias plantas (Perez et al., 2011). En el ambiente natural,
aproximadamente entre el 80 % y 85 % de todas las plantas del mundo manifiestan tener una relacién con
micorrizas formando arbusculos, vesiculas o hifas y pelotones en las raices de las plantas (Suarez-Galarza,
2016; Pickles et al., 2020).

2.2. Importancia ecoldgica de las micorrizas

La importancia de las micorrizas no s6lo se debe al hecho de que pueden representar la mayor fraccion
de biomasa del suelo. Su funcién clave radica en la capacidad de interconectar, subterraneamente, a las
raices de plantas de la misma especie o de diferentes especies a través del micelio. Esto permite un libre
flujo de nutrientes hacia las especies interconectadas (Blanco & Salas, 1997; Camargo et al., 2012). El
micelio extra-radical en especial, es capaz de extenderse mas alla de los 9 cm de la raiz, lo que permite
ampliar la esfera de influencia de la poblacion microbiana asociada a la rizésfera y beneficiar la
transferencia de carbono hacia zonas de estrés de las plantas (Pulido-Delgado et al., 2002; Rojas et al.,
2015).

La presencia de las estructuras micorrizicas favorece potencialmente algunas funciones que permiten el
desarrollo correcto de las plantas. Asi, pueden favorecer la absorcion, solubilidad y la disponibilidad de
nutrientes como son el zinc, potasio, hierro y calcio. Ademas, ayuda a la asimilacion del nitrégeno, y

permiten la captacion de iones moviles de fosforo (Moina-Quimi et al., 2018). Gracias a su capacidad de
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sintesis de metabolitos especificos, otorgan mayor resiliencia ante estrés biético y abidtico actuando como
una especie de proteccién contra posibles dafios externos o microorganismos patégenos de especies
vegetales (Cazar-lza & Pérez-Reyes, 2019). Asi mismo, las micorrizas son capaces de limitar la absorcién
de metales toxicos (atrapandolos en sus hifas) y aumentar el area de exploracién de la raiz en el suelo
(Camargo et al., 2012).

Por otro lado, la presencia de estructuras micorrizicas es beneficiosa para el suelo debido a que
contribuyen a la formacién de agregados por medio de la exudacion de glomalina, una proteina producida
por el micelio que permite la adherencia de particulas (Noda, 2009). De esta manera, se confiere mejores
caracteristicas de porosidad y permeabilidad para el flujo de agua y aire en el sustrato, y mejora sus
propiedades fisicas y quimicas mediante el enriquecimiento de materia organica (Pérez et al., 2011). La
formacion de la micorriza altera la fisiologia y exudacion radicales, lo que a su vez estimula y transforma
la poblaciéon de microorganismos circundante a las plantas, incrementando la actividad microbiana
benéfica para el suelo y las plantas, logrando conectar los componentes bidticos y abidticos entre si
(Pulido-Delgado et al., 2002).

2.3. Clasificacién de hongos micorrizicos

Segun la clasificacion dada por Harley y Smith en 1983, y sustentada por Smith y Read en 1997, existen
siete diferentes tipos de micorrizas. Esta clasificacién se ha definido considerando sus caracteristicas
estructurales, el grupo taxonémico del hongo o la planta involucrada y las alteraciones morfoldgicas que

la relacion provoca (Andrade-Torres, 2010).

2.3.1. Endomicorrizas

Las endomicorrizas o micorrizas arbusculares abundan en la naturaleza, debido a que los hongos de la
simbiosis, perteneciente a la clase de los Glomeromycetes, son capaces de colonizar a aproximadamente
el 74 % de plantas terrestres entre las que incluyen arboles, arbustos, herbaceas, Bryophytas y
Pteridophytas (Fernandez, 2008; Moina-Quimi et al., 2018). En la formacién de esta micorriza las hifas
penetran desde la rizodermis hasta las células corticales de la planta, para formar minusculas
arborescencias muy ramificadas llamadas arblsculos (Cando & Cardenas, 2017). Este grupo no forma
manto fangico y prevalece en comunidades de clima calido seco, célido himedo y templado-frio,
dominadas por herbaceas y lefiosas (Camargo et al., 2012). Por otro lado, las especies de endomicorrizas

no tienen especificidad en la eleccion de sus hospederos; sin embargo, dependiendo de los efectos que las
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especies fungicas causen sobre el crecimiento de los individuos vegetales, estas responden a especies

especificas de hongos arbusculares (Prieto-Benavides et al., 2012).

2.3.2. Ectomicorrizas

Las ectomicorrizas presentan un manto hifal rodeando a la raiz, pero el hongo no penetra més alla de los
espacios intercelulares de la corteza. Los hongos capaces de formar este tipo de asociacién son
Basidiomycotina, Ascomycotina, y raramente los Zygomycotina, los hospederos corresponden a arboles
y arbustos (Ferndndez, 2008; Cando & Cardenas, 2017). Las especies ectomicorrizogenas predominan en
ecosistemas forestales con gran acumulacién de materia organica, ubicados en latitudes y altitudes

intermedias de clima templado-frio (Camargo et al., 2012).

2.3.3. Ectendomicorrizas

Estas asociaciones se caracterizan por la formacion o no de un manto hifal en la raiz del hospedero,
observandose una pequefia penetracion de las hifas dentro de sus células estructurando enrollamientos
(Yuan et al., 2009). Las principales especies formadoras de ectendomicorrizas pertenecen a la clase

Ascomycetes y Basidiomycetes quienes establecen relacién con éarboles y arbustos (Fernandez, 2008).

2.3.4. Micorrizas de orguideas

Las micorrizas de orquideas u orquideoide no presentan un manto hifal pero se observa una penetracién
del hongo en las células radicales para formar estructuras de “ovillos” conocidos como pelotones (Cando
& Cardenas, 2017). Principalmente en las orquideas, los hongos que forman la micorriza pertenecen a
tres familias de Basidiomycetes: Tulasnellaceae, Sebacinaceae y Ceratobasidiaceae, aunque también se
han encontrado especies fangicas de Ascomycetes en esta relacion (Fernandez, 2008; Mujica-Pérez,
2019). En esta simbiosis, a diferencia de otras, se observa que la especie vegetal es muy dependiente del
hongo, ya que éste estimula la germinacién de sus semillas y el crecimiento inicial de la plantula
(Andrade-Torres, 2010).

2.3.5. Micorriza ericoide

La micorriza ericoide también forma haustorio sin ramificacion u ovillos espirales dentro de las células y
como otras carece de manto hifal. Sin embargo, esta simbiosis solamente se da entre especies vegetales
del orden Ericales y hongos Ascomycetes (Fernandez, 2008). Aunque este tipo de micorriza se ha

observado también en algunas briofitas, del grupo de los musgos (Andrade-Torres, 2010). Este tipo
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predomina en suelos localizados en altas latitudes y elevadas altitudes de clima frio (Camargo et al.,
2012).

2.3.6. Micorriza arbutoide

Este tipo de micorriza presenta un manto externo con hifas que penetran a las células para formar los
ovillos espirales o rulos, y similar al grupo anterior solo forman la asociacién con especies de Ericacea:

Arbutus, Arctostaphylos, y de Pyrolaceae: Pyrola, Orthilia (Neri & Villarreal, 2012).

2.3.7. Micorriza monotropoide

Las micorrizas monotropoides presentan un manto hifal y penetran en las células radicales formando
haustorios sin ramificacion. Se diferencia del grupo precedente por ser especificas de las especies
vegetativas de Monotropaceae (Neri & Villarreal, 2012).

2.4.  Caracteristicas de hongos micorrizicos

El complejo fungico tipo Rhizoctonia, al que pertenecen la mayoria de hongos micorrizicos, no produce
esporas sexuales por lo que no suelen ser fértiles, de manera que su clasificacion se basa en algunas
caracteristicas vegetativas morfoldgicas generales (Montes, 2016). Sin embargo, los analisis morfol6gicos

se deben completar con estudios moleculares de secuencias de ADN (Beltran-Nambo et al., 2018).

Los caracteres morfolégicos tipicos en los que se basa la clasificacion del complejo fingico tipo
Rhizoctonia incluyen caracteristicas microscopicas (figura 5) como: ramificacion hifal de 90°,
constriccion en el punto de ramificacion, tabique en las hifas cerca del punto de crecimiento, aparicion de
células monillioides y esclerocios, y nimero de ndcleos (uni - bi- o multinucleadas). Por otro lado, las
caracteristicas macroscépicas (figura 6) identificables en cultivos in vitro de este tipo de hongos incluyen
morfotipos como: crecimiento radial y aspecto de anillo micelial, aunque también irregular y sumergido.
Una apariencia ligeramente algodonosa o alfelpada y ocasionalmente granular, con esclerocios cerosos
glabros y aspecto costroso. En cuanto al color las colonias presentan un color blanco durante los primeros
10 dias de crecimiento, y amarillo pélido en colonias de 20 dias 0 méas (Steinfort et al., 2010; Beltran-
Nambo et al., 2018).
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d)

Figura 5. Caracteres morfoldgicos microscopicos de hongos micorrizicos: a) Constriccién en el punto de ramificacion (flecha roja) y septo cerca
del punto de ramificacién; b) angulo cercano a los 90° entre hifa principal y secundaria, hifas binucleadas (flechas rojas); c) hifas
multinucleadas (flechas); d) células monillioides.
Fuente: Montes, 2016.

Figura 6. Caracteres morfoldgicos macroscdpicos de hongos micorrizicos: a) crecimiento irregular y sumergido; b) esclerocios cerosos y
aspecto costroso; ¢) crecimiento radial y formacion de anillos de micelio, colonias algodonosas; d) Micelio algodonoso y formaciones en
forma de tiras; €) esclerocios sumergidos de color sepia y sin formacion de costras; f) crecimiento radial uniforme y colonias de aspecto

ceroso Yy esclerocios de aspecto granular.
Fuente: Beltran-Nambo et al., 2018.
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2.5.  Asociaciones micorrizicas con orquideas

Al carecer de 6rganos y sustancias de reserva fundamentales para el crecimiento y desarrollo del embrion,
las orquideas establecen una interaccion simbiotica con hongos para formar micorrizas. Debido a la falta
de endospermo y la presencia de carbohidratos complejos, las semillas de estas plantas forman una
estructura denominada protocormo (Valadares et al.,, 2021). Los protocormos al ser O6rganos
completamente heterdtrofos requieren un compafiero fungico especifico, para asi recibir carbono y otros
nutrientes de los hongos micorrizicos asociados, una estrategia denominada micoheterotrofia (Kaur,
2020). Debido al crecimiento de la raiz y el intercambio nutritivo, la planta es quien controla la intensidad
de esta simbiosis y por ende quien limita el proceso de colonizacion (Calva & Amari, 2017).
Probablemente el hongo es el organismo que recibe poco o casi nada desde la planta. Ademas, la
dependencia de las orquideas hacia sus socios simbi6ticos fungicos es considerada estricta en todas las
etapas del ciclo de vida de la planta, desde la germinacion hasta la edad adulta (Valadares et al., 2021).
Puesto que, aunque los protocormos eventualmente dan lugar a plantulas que tienen la capacidad de
desarrollarse como plantas adultas con hojas verdes fotosintéticas, alrededor de 200 especies de orquideas
son aclorofilas y por ende siguen dependiendo del carbono derivado de hongos (Hynson et al., 2013).
Ademas, en este tipo de asociacion existe un alto grado de especializacion, en donde la especificidad es
diferente entre especies de orquideas y socios flngicos, y cambia segln las regiones geograficas (Beltran-
Nambo et al., 2018; Valadares et al., 2021).

En esta asociacion simbiotica el hongo forma una estructura denominada “peloton” al penetrar intracelular
e intercelularmente en las células corticales de la raiz y en las semillas, produciendo enrollamientos
hifales, tal como se ilustra en la figura 7 (Calva-Cabrera & Amari-Malla, 2017). Las micorrizas de
orquideas son consideradas Unicas y de tipo endétrofo, puesto que las hifas viven y colonizan el interior
de las células (Guzméan-Salinas & Moreno Coronado, 2014). Las especies flngicas tipicas de esa relacién
pertenecen al complejo fangico tipo “Rhizoctonia ”, un conjunto de especies asignadas taxonémicamente
a Agaricomycetes en los drdenes Cantharellales (Tulasnellaceae y Ceratobasidiaceae) y Sebacinales
(Serendipitaceae). Aungue la mayoria de las orquideas micoheterotréficas y mixotréficas se asocian con
basidiomicetos y ascomicetos (Cazar-l1za & Pérez-Reyes, 2019; Suarez-Galarza, 2016). Varias de las
especies de hongos simbiontes de orquideas actian como parésitos y patdégenos para otras especies de
plantas o incluso para diferentes especies de orquideas. Se ha demostrado que los socios fungicos de
orquideas causan pudriciones en raices de guisantes, soja y pino, y crean efectos patégenos en coliflor y
rabano, pero estimulan la germinacion y el crecimiento de las plantulas de Orchidaceae (Sathiyadash et
al., 2020).
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Existen una serie de factores biodticos y abioticos que afectan la estructura de las comunidades de hongos
formadores de micorriza que colonizan a las orquideas. Por un lado, estan las diferentes especies vegetales
y por otro, el sitio, la variacion temporal, la elevacion y las condiciones ambientales y estacionales del
area en donde se estad dando la interaccidn (Cevallos et al., 2018). Sin embargo, las combinaciones
particulares de factores ambientales pueden influir particularmente en las comunidades locales de
micorrizas de orquideas, por lo que es dificil generalizar los factores ecoldgicos que modifican las
estructuras de esta simbiosis (Peay et al., 2010). En todo caso, las asociaciones con micorrizas han
permitido que las orquideas sobrevivan en diversos habitats alrededor del mundo (Sathiyadash et al.,
2020).

Figura 7. Colonizacién micorrizica de raices de Laelia autumnalis: a) Cilindro central sin presencia de pelotones, ni hifas con lente 40x, b) corte
transversal con presencia de pelotones, c) Pelotones e hifas tefiidos con fucsina acida en diferentes estados de digestion, d) acercamiento de
pelotones a 100x.
Fuente: Jiménez et al., 2018.
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2.6. Estados de digestidn de los pelotones

Los pelotones se consideran como la caracteristica mas distintiva de las micorrizas orquideoides. Estos
enrollamientos hifales son digeridos por la planta de una manera controlada, sirviendo como fuente de
carbono y suministrando nutrientes tales como: azlcares, vitaminas, proteinas, aminoacidos, acidos
nucleicos y minerales (Ordofiez-Castillo, 2006). Los pelotones se encuentran en tres estados de digestion
dentro de la raiz de la orquidea: a) pelotones digeridos: con apariencia colapsada sin observarse hifas
individuales; b) pelotones parcialmente degradados en proceso de digestion: se reconoce algo de la
estructura celular o de la pared del hongo en los extremos; c) pelotones sin digestion aparente:

observandose en la totalidad de la estructura las paredes de las hifas (figura 8).

Figura 8. Diferentes estados de los pelotones: a), pelotones digeridos o colapsados, b) pelotones en proceso de digestion, y c) pelotones sin
digestion.
Fuente: Moreno, 2013.
Aungue no se conoce bien el mecanismo que controla la degradacion del peloton (Kunga et al., 2014),
esto puede depender de la fenologia de la planta, la edad de la raiz, su distribucién y posicion en la raiz,

e incluso la estacionalidad climética (Beltran, 2010).

2.7.  Proceso de colonizacion de una micorriza de orquidea
La colonizacion de hongos micorrizicos en orquideas se produce en las células corticales de las plantas,
pudiendo ocurrir en raices, rizomas u otras estructuras (Steinfort et al., 2010; Nurfadilah et al., 2016). En
este proceso, el hongo formador de micorriza penetra a la raiz de la planta bien a través de los pelos de la
raiz, o directamente atravesando las células epidérmicas (Sathiyadash et al., 2012). Asi, las hifas fngicas
atraviesan el velamen y entran en la corteza de la raiz a través de las células de paso de la exodermis.

Desde aqui el hongo se propaga intracelularmente para formar las estructuras altamente enrolladas
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llamadas pelotones. La colonizacion concluye cuando el nicleo de las células corticales es empujado
hacia la periferia en las células invadidas y, como en otros tipos de micorrizas, el hongo nunca traspasa
la endodermis (Sathiyadash et al., 2012; Sathiyadash et al., 2020). Una vez dentro de la célula, el hongo
es separado del citoplasma por la membrana celular, donde se produce la transferencia de nutrientes
(Steinfort et al., 2010).

Los hongos formadores de micorrizas transfieren nutrientes a su huésped orquidea desde diferentes
sustratos. Para el caso de las orquideas epifitas, el hongo a través de su micelio se encarga de descomponer
la corteza o sustrato que lo contiene, para dejar a disposicion de la planta la materia organica y los
nutrientes que lo componen (Zhang et al., 2018). La translocacién de nutrientes, principalmente carbono,
nitrégeno y fosforo, se da de forma unidireccional o bidireccional. Se habla de un flujo unidireccional
cuando hay ausencia de translocacion de nutrientes del huésped al hongo, por el contrario, el flujo es
bidireccional cuando los nutrientes una vez transferidos y asimilados por el rizoma de la planta se dirigen

al micelio del hongo (Cameron et al., 2007; Sathiyadash et al., 2020).

Los patrones de colonizacion se generalizan en este tipo de simbiosis, aunque pueden diferir
significativamente si se trata de orquideas epifitas, lit6fitas o terrestres. Asi, en las especies epifitas, la
colonizacién fungica se considera de tipo irregular puesto que solamente la porcién radicular que esta
adherida a la corteza de los arboles o al sustrato, esta en simbiosis con micorrizas. Las raices que no estan

adheridas al sustrato l6gicamente no estaran en interaccion con hongos (Muthukumar & Kowsalya, 2017).

Evelyn Chamba Valarezo
Gabriela Palacios Padrén 33



UCUENCA

CAPITULO 111
3. MEDIOS DE CULTIVO PARA EL AISLAMIENTO DE HONGOS MICORRIZICOS

3.1. Fungi Insolation Medium (FIM)

Este medio es uno de los mas empleados para el aislamiento y mantenimiento de los cultivos de hongos
micorrizicos (Raya, 2009). Se considera como una excelente fuente de nutrientes para los hongos, pues
proporciona oligoelementos, aminoacidos y vitaminas. A su composicion se afiade estreptomicina para
evitar la contaminacién bacteriana, ademas de extracto de levadura, fosfato &cido de potasio, sulfato de
magnesio, cloruro de potasio, nitrato de sodio, azlcar y agar (Anexo 1 - tabla 5) (Mursidawati, 2004). El
crecimiento de los hongos se acelera llevando el medio a un pH de 5.5 (Kendon et al., 2020).

3.2. Papa Dextrosa Agar (PDA)

El medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) se considera uno de los medios fungicos universales mas
comunes (Hasanin & Hashem, 2020). Este medio se prepara con una infusion de papa (ingrediente
natural), dextrosa y agar (materiales sintéticos), por lo que se considera como un medio semisintético
(Anexo 1 - tabla 6). Cada uno de los tres componentes es esencial para el crecimiento y reproduccion de
microorganismos, especialmente hongos. El pH bajo, entre 4.5 a 5.6, inhibe el crecimiento de bacterias,
lo que favorece el desarrollo de colonias fungicas en laboratorio. En el medio PDA la papa constituye una
fuente de carbono, vitaminas y energia, y adicionalmente, como fuente de azlcar y energia esta la dextrosa
(Octavia & Wantini, 2017).
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CAPITULO IV
4. MATERIALES Y METODOS

4.1.  Areade estudio
El area de estudio corresponde al Bosque Protector Aguarongo (BPA). Esta4 ubicado en el cantén
Gualaceo, provincia del Azuay con coordenadas UTM: 744404,2 - 9681773,1 y 742867,2 - 9669885
(figura 9). Este bosque andino se encuentra entre los 2271 y 3242 m s.n.m, ademas, es de gran importancia
para varias comunidades del cantén Gualaceo, Sigsig y Cuenca al ser la principal fuente de abastecimiento
de agua (Duque et al., 2019). Debido a sus caracteristicas climaticas, se encuentra catalogado dentro de
las areas de bosque y vegetacién protectora del Ecuador, bajo el amparo del Ministerio del Ambiente,
Aguay Transicion Ecoldgica (MAATE), manteniendo una alta diversidad de especies de flora y fauna en

su territorio (Loyola, 2019).

El BPA es considerado parte del ecosistema bosque siempreverde montano del sur de la Cordillera
Oriental de los Andes, representados por alta abundancia y diversidad de plantas epifitas. Este ecosistema
ocupa el primer lugar dentro de los cinco con mayor numero de especies de flora en categoria de amenaza,
por lo que, se caracteriza por ser fragil y tener alta prioridad de conservacion (Ministerio del Ambiente,
2018).

El muestreo se llevé a cabo en el periodo de estacion Iluviosa perteneciente al mes de marzo del 2022, a
una altitud comprendida entre los 3183 m s.n.m y 3218 m s.n.m. La georreferenciacién de los sitios de
muestreo se realizé con un receptor GPS de mano de alta sensibilidad (GPS-72H) marca Garmin. En la
tabla 2 se presentan las coordenadas geograficas de cada uno de los puntos de muestreo, con la respectiva

especie de orquidea y estado de madurez.

Tabla 2. Ubicacion geogréfica de las especies muestreadas.

Coordenadas geograficas de los puntos de muestreo en el BPA
X Y Altura (m s.n.m) Especie Estado de madurez
739722 9674338 3218 Cyrtochilum sp. Madura - presencia de flores
739940 9674438 3210 Pleurothallis sp. Madura - presencia de flores
740304 9674428 3183 Odontoglossum Joven — sin presencia de flores
pardinum

Fuente: Elaboracion Propia
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Figura 9. Ubicacion geogréfica provincial, cantonal y parroquial del Area de estudio correspondiente al Bosque Protector Aguarongo

Fuente: Elaboracion propia
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4.2. Métodos
Este estudio de tipo experimental consistio en aislar colonias de potenciales hongos formadores de
micorrizas (HFM) de orquideas epifitas nativas, utilizando el procedimiento propuesto por Zettler et
al. (2013). Se recolectaron fragmentos de raices de tres especies de orquideas epifitas nativas del

BPA: Cyrtochilum sp., Pleurothallis sp., y Odontoglossum pardinum, respectivamente.
4.2.1. Recoleccion de raices de orquideas epifitas

La toma de los fragmentos de raices se realiz6 considerando ciertas caracteristicas de las orquideas
como su estado de madurez y abundancia. Segun Zettler et al. (2007), para tener una mayor
probabilidad de aislar hongos micorrizicos de las orquideas, es recomendable trabajar con raices
jévenes, caracteristicas por su color amarillento u opaco, con notable abundancia de pelotones activos.
Asi mismo, se considerd que la planta tenga una apariencia sana y esté en contacto directo con la
corteza del arbol hospedero, lo que asegura una mayor probabilidad de la presencia de hongos

micorrizicos (Vargas & Victorino, 2015).

Por cada especie de orquidea se recolectaron 10 fragmentos de raices, de entre 3 a 7 centimetros de
longitud, con su respectiva réplica. Los fragmentos se cortaron con un bisturi estéril sin ocasionar
dafios a la planta ni comprometer su sistema radicular. Se obtuvieron un total de 60 fragmentos de
raiz (20 fragmentos por especie). Las muestras se colocaron en bolsas de plastico etiquetadas y se
trasladaron al laboratorio de micropropagacion de orquideas en el Campus Balzay de la Universidad

de Cuenca para el posterior analisis.

4.2.2. Preparacion de medios de cultivo

Para la preparacion de medios de cultivo, tanto del Medio Fungi Isolation (FIM) como del Papa
Dextrosa Agar (PDA), se emplearon los componentes y reactivos en las concentraciones presentadas
en el Anexo 1. Se regularon las condiciones de pH 6ptimas para el crecimiento de hongos, controladas
a través de un pHimetro modelo PHS-3C, y posteriormente, se esterilizaron los medios a 120°C y a
0,15 MPa de presion en una autoclave vertical modelo BK-24HDD vy se almacenaron a 4°C hasta su

posterior uso.
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4.2.3. Preparacion de las raices y siembra en el Medio Fungi Insolation (FIM)

La preparacion de las muestras consistio en un proceso de lavado y desinfeccion establecido por
Zettler et al. (2013) y Ordoiiez et al. (2012), con el fin de eliminar restos de materia organica u otros
elementos en las raices recolectadas. Asi, se aplicd el método de lavado estdndar que emplea agua
corriente para limpiar superficialmente las raices. Posteriormente, se realiz6 una desinfeccion
sumergiendo las raices en una solucion de agua destilada, etanol al 98 % e hipoclorito de sodio 90:5:5
durante 10 minutos para finalmente enjuagar de dos a tres veces con agua estéril. Las raices
desinfectadas fueron transferidas a cajas Petri estériles para la respectiva siembra.

Los fragmentos de raiz fueron divididos en tres secciones de aproximadamente 1 cm de longitud,
considerando la seccion basal (A), seccion media (B) y seccion apical (C) (figura 10). Este trabajo se
realiz6 en condiciones de asepsia, bajo camara de flujo laminar. Posteriormente, cada una de las
secciones fueron trasladadas a una caja Petri plastica estéril para ser trituradas sobre una gota de agua
estéril hasta obtener un “picadillo” de raiz. Una vez triturada la raiz, se vertio el Medio Fungi
Insolation (FIM), uno de los medios mas utilizados para el aislamiento de hongos a partir de raices
de orquideas (Crespo-Santander & Ortega-Guaricela, 2015; Cando-Naula & Céardenas-Pugo, 2017;
Ledn-Chufiir & Romero-Jiménez, 2017). Por ultimo, las cajas Petri se sellaron con un film plastico

para finalmente etiquetar las muestras segun su codigo de identificacién respectivo (tabla 3).

Figura 10. Definicién de la seccion basal (A), media (B) y apical (C) de las raices de orquideas
Fotografia: Gabriela Palacios & Evelyn Chamba
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Tabla 3. Cddigos asignados para cada especie de orquidea epifita segun tipo de muestra, nimero

de muestra y seccion radicular

Tipo de Numero de
Especie Cadigo muestra muestra Seccién de raiz
Cyrtochilum sp. Csp. Muestra (M), 1-10 basal (A) media (B) apical (C)
Muestra
Réplica (MR)
Pleurothallis sp. Psp. Muestra (M), 1-10 basal (A) media (B) apical (C)
Muestra
Réplica (MR)
Odontoglossum 0S Muestra (M), 1-10 basal (A) media (B) apical (C)
pardinum Muestra
Réplica (MR)

Fuente: Elaboracién propia

Del cultivo de las muestras sobre medio FIM se obtuvieron 180 fragmentos de raiz cultivados: 60
correspondientes a Pleurothallis sp., 60 a Odontoglossum pardinum y 60 a Cyrtochilum sp. De
manera mas especifica, del total de fragmentos sembrados para Pleurothallis sp., 20 pertenecieron a
la seccion A (basal), 20 a la seccién B (media), 20 a la seccion C (apical). La misma distribucion se

obtuvo para Odontoglossum pardinum y Cyrtochilum sp.

Los cultivos se incubaron a 25°C durante aproximadamente tres dias, y luego se clasificaron con base
a dos categorias: 1) Cajas Petri con presencia de pelotones, y 2) Cajas Petri descartadas, que incluyen
cajas sin pelotones y cajas contaminadas por hongos ambientales y/o propios de la microbiota.
Ademas, se realizd un control diario para identificacion y separacion de cultivos contaminados. El
proceso de preparacion de las raices y siembra en el Medio Fungi Insolation (FIM) se presenta en la

figura 11.
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Figura 11.

Proceso de recoleccion, preparacion y siembra en el medio FIM de las raices de orquideas nativas del Bosque Protector Aguarongo

Recoleccion de la raiz de orquidea epifita

2. Traslado de las raices al Laboratorio en 3.

condiciones estériles

Aplicacion de método de lavado estandar
con agua corriente

e

Desinfeccion de la raiz mediante
solucion de lavado.
T

Traslado de las raices desinfectadas cajas
Petri esterilizadas

—

6. Cortes de 1 cm seccién: basal (A), media 7.

(B), apical (C)

cada seccion de la raiz

Colocacion de 1 gota de agua estéril en

Realizacién de picadillo a través de un
bisturf esterilizado

Vertimiento de medio FIM sobre el picadillo
de raiz

10. Rotulacion de las claves para su 11.

identificacion

Has i =

o

Incubacion de las muestras a 25°C hasta la obtencion de resultados
] e

Fuente: Elaboraci6n propia
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4.2.4. Observacion de pelotones en Medio Fungi Insolation (FIM)

El analisis microscopico del cultivo de raices en medio FIM se realizé luego de 48 horas de
incubacion, con el objetivo de visualizar la formacion de pelotones en las células corticales
radiculares. Para la observacion de pelotones se empleo el lente 10x de un microscopio marca Nikon.
Cabe mencionar que, para las tres especies de orquideas muestreadas, la aparicion de pelotones fue
mas notoria entre los 6 a 12 dias después de la siembra. Al cabo de este tiempo se identificaron
elaboradas estructuras enroscadas colonizando las células corticales de la raiz (figura 12) y
formaciones de ovillos espirales (figura 13). Dichas estructuras fueron caracterizadas como posibles
pelotones que fueron marcados para su posterior aislamiento en PDA.

Figura 12. Observacion de posibles pelotones bajo el lente 10x. Estructuras de posibles pelotones dentro de las células
corticales de la raiz.
Fotografia: Evelyn Chamba y Gabriela Palacios.

Figura 13. Observacion de posibles pelotones bajo el lente 10x. Posibles pelotones sanos con presencia de hifas pequefias o
enrollamientos espirales.
Fotografia: Evelyn Chamba y Gabriela Palacios
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4.2.5. Aislamiento de los hongos potencialmente micorrizicos en medio Agar
Papa Dextrosa (PDA)

Los hongos con potencial de ser micorrizicos poseen una coloracion de micelio blanco-amarillento
junto con una consistencia cremosa-algodonosa (Zettler et al., 2013). Por lo tanto, las colonias que
presentaron caracteristicas macroscopicas adecuadas, y aquellas que presentaron las estructuras
identificadas como pelotones, se repicaron en el medio Agar Papa Dextrosa (PDA) con el fin de
purificar y mantener las colonias. Cabe recalcar que el proceso de aislamiento se efectio en
condiciones de esterilidad, trabajando bajo una camara de flujo laminar. El procedimiento de
aislamiento en PDA se detalla en la figura 14.

Luego de la incubacion durante 8 dias a 25°C, los resultados de la siembra en PDA se clasificaron en
tres categorias diferentes: 1) Cajas Petri aptas para microcultivo por presentar caracteristicas
macroscépicas adecuadas de potenciales HFM; 2) Cajas Petri contaminadas en las que se incluyen
cajas con presencia de hongos ambientales y cajas con hongos propios de la microbiota de la raiz, y

3) Cajas Petri sin crecimiento de micelio fingico.
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Figura 14. Proceso de seleccion de pelotones con adecuado crecimiento en medio FIM y su replante en medio PDA

1. Observacion de pelotones y colonias con crecimientos 2.
adecuados en medio FIM

Seleccion de colonias con potencial para ser aisladas
en PDA

3.

Extraccion de una seccion de colonias o pelotones
seleccionados

4. Siembra de colonias o pelotones sobre medio PDA
solidificado 5.

Rotulacion de cultivos con los codigos respectivos

]

6.

Incubacion de cultivos a 25°C hasta obtener
resultados

Fuente: Elaboracion propia

Evelyn Chamba Valarezo
Gabriela Palacios Padrén

43




UCUENCA

4.2.6. Microcultivo de colonias de hongos potencialmente micorrizicos

Aquellos hongos cultivados en PDA y seleccionados como potencialmente micorrizicos, por
presentar las caracteristicas macroscopicas tipicas del complejo fungico tipo Rhizoctonia sp., se
sometieron a una técnica de microcultivo con el fin de poder observar sus estructuras microscopicas.
Las cepas con micelio de coloracion blanca o parda, textura algodonosa y crecimiento radial, se
observaron bajo un lente de 40x, a través del microcultivo, con el fin de identificar caracteristicas
como constriccion de los puntos de ramificacién de las hifas que forman angulos rectos y ausencia
de conidios (Zettler et al., 2013; Moreno et al., 2014).

El procedimiento consistié en colocar papel filtro humedecido con agua estéril en una caja Petri, sobre
este se dispuso una lamina portaobjetos con tres gotas de medio PDA para la siembra de la colonia
seleccionada. Finalmente, la colonia fue cubierta con una ld&mina cubreobjetos para su incubacién a

25°C por aproximadamente 8 dias. En la figura 15 se puede observar el procedimiento respectivo.
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Figura 15. Proceso de aplicacion de la técnica de microcultivo a colonias fingicas con caracteristicas macroscopicas adecuadas a HFM

de la caja Petri
' o I

1. Colocacién de un pedazo de papel filtro estéril dentro 2.

Colocacion de gotas de agua estéril para humedecer el
papel filtro

3.

Colocacion de una lamina portaobjetos sobre el
papel filtro humedecido

lamina portaobjetos

4. Aplicacion de tres gotas de medio PDA sobre la 5.

Corte de una seccion de la colonia seleccionada

6.

Traslado de la colonia al medio PDA dentro de la
caja Petri

sembrada

7. Colocacion de la lamina cubreobjetos sobre la colonia 8.

9.

Incubacion a 25°C hasta la obtencion de resultados

.

Fuente: Elaboracién propia
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4.2.7. Caracterizacién de hongos potencialmente micorrizicos

La caracterizacion de hongos potencialmente micorrizicos se baso en la observacién macroscopica y
microscopica de las colonias con crecimiento adecuado. Segun Fan et al. (2021) es necesario tomar en
cuenta caracteristicas macroscépicas como textura del micelio, coloracién y morfologia de la colonia e hifas
que definen a este tipo de hongos. En general, los hongos con potencial de ser micorrizicos presentan un
crecimiento circular concéntrico del micelio y en algunos casos sumergido, color blanquecino, textura
algodonosa o cremosa, aspecto costroso y presencia de esclerocios, caracteristicas que se ilustran en la figura

6. Asi, cada uno de los cultivos se comparo con los rasgos morfolégicos antes mencionados.

Para la caracterizacion microscépica de los hongos potencialmente micorrizicos, se observaron bajo un lente
de 40x las colonias microcultivadas a partir de los 9 dias de incubacion. Se consideraron las caracteristicas
microscopicas presentadas en la figura 5, como: ramificacion de las hifas en angulos rectos (90°), hifas
gruesas, presencia de nucleos, constriccion y septo cerca del punto de ramificacién (Barnett & Hunter, 2003;

Alomia, 2014) para la identificacion respectiva.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion macroscopica y microscopica de hongos potencialmente

micorrizicos se presentan en la figura 26.

4.2.8. ldentificacidn y descarte de hongos no micorrizicos

La identificacion de hongos no micorrizicos se realizd a través de una prueba de cinta, con ello se confirmé
el descarte de colonias que macroscépicamente no mostraron caracteristicas de hongos micorrizicos. La
metodologia se basé en colocar un pedazo de cinta adhesiva transparente sobre el micelio de la colonia, esta
muestra fue colocada sobre una lamina portaobjetos con una gota de azul de metileno diluido (1 %),
finalmente se identificé con el lente objetivo adecuado (40x) las posibles colonias con caracteristicas

inadecuadas para el fin del estudio. Este procedimiento se puede observar en la figura 16.
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Figura 16. Proceso de descarte de hongos no micorrizicos a través de la prueba de cinta

1

Seleccion de colonias con caracteristicas
macroscépicas de hongos no micorrizicos

2.

Adhesion de un pedazo de cinta sobre hifas de hongo
seleccionado

3.

Colocacion de una gota de azul de metileno
sobre un portaobjetos

4.

Colocacion de la cinta adhesiva con hifas de
hongos sobre el portaobjetos

5.

Ubicacion de la muestra sobre la platina y enfoque
con el lente adecuado

6.

Observacion de caracteristicas microscépicas de
hongos no micorrizicos

Fuente: Elaboracion propia
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CAPITULO V
5. RESULTADOS

5.1. Cultivo de raices de las tres orquideas muestreadas sobre medio FIM

5.1.1. Colonizacion de pelotones extraidos desde las raices de las Pleurothallis sp.,
Odontoglossum pardinum, Cyrtochilum sp. en medio de cultivo FIM

El 37,28 % de todos los cultivos en cajas Petri en medio FIM (n=180) presentaron pelotones flngicos,
por lo que fueron seleccionados para el realizar un replante posterior en medio PDA. El 62,72 %
restante de cultivos en cajas Petri con FIM fue descartado por no presentar colonizacion de pelotones

fangicos o por presentar colonias de hongos con caracteristicas diferentes a los HFM (tabla 4).

Tabla 4. Cantidad de cajas Petri con colonizacion de estructuras de posibles pelotones extraidos de las raices de las
orquideas epifitas y cajas Petri descartadas

, Cajas con Cajas descartadas
Especie de Orquidea Ntmero de fragmentos presencia de i ias si

radiculares sembrados * Cajas Cajas sin

pelotones contaminadas pelotones
Pleurothallis sp. 60 28 16 16
Odontoglossum 60 20 28 12

pardinum

Cyrtochilum sp. 60 19 37 4
TOTAL 180 67 81 32

Fuente: Elaboracién Propia
* En el nimero de fragmentos radiculares sembrados estan consideradas las réplicas por especie

La tendencia en los resultados muestra que en las tres especies de orquideas existidé un descarte de
cajas mayor al 50 % por no contar con estructuras de pelotones o por presentar hongos que no entran
en el objetivo del estudio. Los cultivos extraidos desde la especie de orquidea Pleurothallis sp (n=60)
tuvieron mayor porcentaje de cajas Petri con establecimiento de pelotones, mientras que los cultivos
extraidos desde la especie de orquidea Cyrtochilum sp (n=60) tuvieron el menor porcentaje (figura
17).
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@ Cajas con presencia de pelotones @ Cajas descartadas

Pleurothallis sp. 46,67% 53,33%

Odontoglossum pardinum 33,33% 66,67%

Cyrtochilum sp. 68,33%

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Figura 17. Porcentaje de cajas Petri con colonizacion de pelotones en medio FIM y cajas descartadas por

especie de orquidea epifita
Fuente: Elaboracion propia

5.1.2. Secciones radiculares colonizadas por pelotones extraidos desde las raices
de las tres especies de orquideas epifitas en medio de cultivo FIM

La seccion A (basal) de la raiz tuvo el mayor porcentaje de cultivos con presencia de pelotones (27
cajas), en comparacion con la seccion B (media) y seccion C (apical) con 25 y 15 cajas
respectivamente (figura 18). Es decir, mientras mas cerca del pseudobulbo se tome la muestra de
raiz, mayor es la colonizacién de pelotones. Ademas, se puede apreciar que la diferencia del
porcentaje de cajas con presencia de pelotones es minima entre la seccion A (basal) y B (media).

27
25

B 40,30%
37.31%
20 35%
15

15

22.39% S5
10
3 25%
[

Seccién A (basal) Seccion B (media) Seccion C (apical)

Figura 18. Porcentaje de cajas Petri con colonizacién de pelotones por seccion radicular: seccion A (basal), seccion B (media) y
seccion C (apical)
Fuente: Elaboracion propia
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Los resultados de la caracterizacion de los hongos potencialmente micorrizicos se dividen en dos
etapas. En primer lugar, se presentan los resultados de la caracterizacion macroscopica de las
potenciales cepas de HFM aislados de las tres especies de orquideas (aptas para microcultivo)
(seccidn 5.2), para luego proceder a un analisis conjunto de sus caracteristicas macroscopicas y
microscopicas que permita definir en efecto las cepas de potenciales HFM (seccion 5.3).

5.2. Cultivo de hongos con caracteristicas macroscopicas adecuadas de hogos
formadores de micorriza en medio PDA

5.2.1. Colonizacion de hongos con caracteristicas macroscépicas de potenciales
especies fungicas formadoras de micorrizas aislados de las raices de las
orquideas Pleurothallis sp., Odontoglossum pardinum y Cyrtochilum sp. en
medio de cultivo PDA

El 49,25 % de los replantes tuvo caracteristicas macroscépicas de hongos micorrizicos por lo que
fueron considerados como aptos para microcultivo (figura 19). El porcentaje restante se dividio6 entre
cajas sin crecimiento de micelio y cajas contaminadas o con presencia de hongos sin caracteristicas

macroscépicas adecuadas a potenciales HFM.

33

21

31.34%

13

Cajas aptas para Cajas sin crecimiento Cajas contaminadas
microcultivo

Figura 19. Porcentaje de cajas Petri aptas para microcultivo por tener colonizacién de hongos con caracteristicas
macroscopicas de potenciales HFM en medio PDA
Fuente: Elaboracion propia
La orquidea Cyrtochilum sp. fue la especie que proporcioné la mayor cantidad de cajas aptas para
microcultivo, seguido de la especie Odontoglossum pardinum con una diferencia minima. Si bien la
especie Pleurothallis sp. obtuvo la mayor cantidad de replantes en PDA por presentar el porcentaje
de pelotones mas alto, la mayoria de cultivos no tuvieron crecimiento flngico, por lo que no resultaron
hongos con caracteristicas macroscopicas adecuadas (figura 20) Mas de la mitad de los replantes en
PDA realizados para Cyrtochilum sp. y Odontoglossum pardinum, resultaron apropiados para

microcultivo por presentar un crecimiento de micelio fungico adecuado. En cuanto al porcentaje de
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cajas contaminadas, se puede observar que las tres especies de orquideas presentaron una tendencia
similar (figura 20).

® Cajas aptas para microcultivo ®Cajas sin crecimiento ® Cajas contaminadas
Cyrtochilum sp. 10,53% 21,05%

Odontoglossum pardinum 20,00% 20,00%

Pleurothallis sp.

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 20. Porcentaje de cajas Petri aptas para microcultivo por colonizacién de hongos con caracteristicas adecuadas de
HFM, cajas Petri sin crecimiento y cajas Petri contaminadas, para cada especie de orquidea epifita
Fuente: Elaboracién propia

5.2.2. Secciones radiculares con colonizacién de hongos macroscopicamente
adecuados como potenciales especies fungicas formadoras de micorriza
aislados de las raices de las tres especies de orquideas epifitas en medio de
cultivo PDA

El mayor porcentaje de cajas aptas para microcultivo se obtuvo de la seccién B (media), aun cuando
la seccion A (basal) tuvo ligeramente la mayor cantidad de cajas con presencia de pelotones. Sin
embargo, la diferencia entre el porcentaje de cajas con crecimiento de micelio adecuado para

microcultivo entre la seccion A (basal) y B (media) no es muy significativa (figura 21).

a0%

. 36.36%

18,18% £

0 15%

Seccion B (media) Seccion A (basal) Seccion C (apical)
Figura 21. Porcentaje de colonizacion de hongos macroscopicamente adecuados como HFM por

seccion radicular: seccion A (basal), seccion B (media) y seccion C (apical)
Fuente: Elaboracién propia
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5.3. Cultivo de hongos con caracteristicas macroscopicas y microscépicas adecuadas
de hongos formadores de micorriza

5.3.1. Colonizacion de potenciales hongos formadores de micorriza aislados de las
especies de orquideas Pleurothallis sp., Odontoglossum pardinum vy

Cyrtochilum sp.
Luego del analisis morfoldgico de las caracteristicas microscOpicas a través de la técnica de
microcultivo se logré discernir entre aquellas cepas que, aunque macroscopicamente tenian aspecto
del complejo fungico tipo Rhizoctonia, microscopicamente sus caracteristicas no eran las adecuadas
(Anexo 2 - tabla 7). Asi, de las 33 cajas Petri analizadas en microcultivo, el 57,57 % (19 cajas) resultd
ser cepas de hongos potencialmente micorrizicos, mientras que el porcentaje restante fue descartado.

Al realizar el analisis macroscopico y microscépico de forma conjunta, la especie Odontoglossum
pardinum resulté ser la orquidea con mayor cantidad de posibles HFM con 47,36 % (9 cajas). Por el
contrario, la especie Pleurothallis sp. fue la orquidea con menor nimero de cepas de hongos aisladas
con un 15,80 % correspondiente a 3 cajas (figura 22).

® Hongos potencialmente Micorrizicos ® Hongos Descartados

9

Odontoglossum Cyrtochilum sp. Pleurothallis sp.
pardinum
Figura 22. Cantidad de potenciales hongos formadores de micorriza y hongos descartados por especie de orquidea epifita
Fuente: Elaboracién propia
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5.3.2. Secciones radiculares con colonizacién de potenciales hongos formadores de
micorriza aislados de las tres especies de orquideas epifitas

El mayor porcentaje de potenciales HFM (47,37 % o0 9 cajas) proviene de la seccion B (media). Lo
que coincide con los resultados anteriores, en los que la mayor cantidad de cepas aptas para
microcultivo se originaron de esta seccion. El 31,58 % (6 cajas) de cepas de hongos resultaron de la
seccién A (basal) y el 21,05 % (4 cajas) de la seccidn C (apical) (figura 23). Es decir, existe mayor
colonizacién de potenciales HFM, evidenciado por la presencia de pelotones en estado activo, en la

zona de la raiz que se encuentra en contacto directo con el sustrato.

9

:

31,58%

Seccion B (Media) Seccion A (Basal) Seccion C (Apical)

Figura 23. Porcentaje de potenciales hongos formadores de micorriza aislados por seccién radicular: seccién A
(basal), seccion B (media) y seccién C (apical) de las orquideas epifitas
Fuente: Elaboracion propia

54. Posibles géneros de las cepas con caracteristicas de HFM encontradas en las
raices de las orquideas epifitas

Se emplearon las pautas de caracterizacion macroscopica y microscopica definidas por Fan et al.
(2021), Barnett & Hunter (2003) y Alomia (2014) para determinar los posibles géneros micorrizicos
a los que pertenecen las cepas aisladas. Los resultados de la caracterizacion de las 19 cajas Petri con
potenciales HFM, demuestran que el mayor nimero de especies de hongos aislados pertenecen al
posible género Ceratobasidium con un 47,36 % (9 cajas). El 42,10 % (8 cajas) de cepas aisladas
posiblemente pertenecen al género Tulasnella y el 10,54 % (2 cajas) al género Sebacina (figura 24).
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Posibles Posibles Tulasnella Posibles Sebacina
Ceratobasidium

Figura 24. Porcentaje de posibles géneros de las cepas con caracteristicas de HFM aislados de
las tres especies de orquideas epifitas
Fuente: Elaboracion propia

En los cultivos examinados (n=19) se encontraron colonias correspondientes a tres géneros de
microorganismos con caracteristicas de HFM, siendo posiblemente estos Ceratobasidium, Tulasnella
y Sebacina. Las colonias con aspecto de los géneros Ceratobasidium y Tulasnella estuvieron
presentes en las raices de las tres especies de orquideas. Mientras que las colonias con aspecto del
género Sebacina estuvieron presentes exclusivamente en las raices de las especies de orquidea
Cyrtochilum sp (figura 25). En la figura 26 se presenta la caracterizacion microscépica y
macroscopica de las 19 cepas de hongos potencialmente micorrizicos aislados de las tres orquideas

epifitas.
® Posibles Tulasnella ® Posibles Ceratobasidium © Posibles Sebacina

6

w

~

0 0

Qdontoglossum Cyrtochilum sp. Pleurothallis sp.
pardinum

Figura 25. Cantidad de posibles géneros de hongos micorrizicos aislados de las raices de las orquideas Pleurothallis sp.,
Odontoglossum pardinum y Cyrtochilum sp.
Fuente: Elaboracién propia
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Figura 26. Caracteristicas microscépicas y macroscopicas de hongos potencialmente micorrizicos aislados de las raices de orquideas Pleurothallis sp.,

Odontoglossum pardinum y Cyrtochilum sp

Cyrtochilum sp.
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Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: presencia de células monillioides e hifas muy septadas (a), se aprecian hifas
Blanco septadas binucleadas y multinucleadas (b), con punto de constriccion en las ramificaciones en dngulos de 45° y
Posible género micorrizico: 90° (c).
Ceratobasidium sp. Descripcion Macroscopica: colonia grande con textura muy algodonosa y crecimiento radial y formacion de
anillos.
Especie:

Coloracion del micelio:
Coloracion Parda
Posible género micorrizico:
Sebacina sp.

Descripcion Microscopica: hifas cortas y muy septadas (a), gran presencia de células monillioides (b), con
angulos de 90° en algunas ramificaciones (c).

Descripcion Macroscopica: colonia grande con limite definido, textura cremosa y de coloracion
parda, con crecimiento radial.
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Especie:
Cyrtochilum sp.

Cyrtochilum sp.

Caddigo
Csp-MI1R-A

Cadigo:
Csp-M7-B
Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: constriccion en el punto de ramificacion (a), con angulos de 90° y 45° en las
Blanco ramificaciones (b), con hifas largas y septadas (c),
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscopica: colonia pequefia con limite muy definido y textura cremosa en el micelio.
Sebacina sp.
Especie:

Coloracion del micelio:
Blanco
Posible género micorrizico:

Tulasnella sp.

Descripcion Microscopica: angulos de 90° en las ramificaciones (a), constriccion y septo cerca del punto de
ramificacion (b), hifas largas y septadas (c).

Descripcion Macroscopica: colonia grande con micelio de textura algodonosa y crecimiento con formacién
de tiras.
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Especie:
Cyrtochilum sp.

Cyrtochilum sp.

Cadigo:
Csp-M6R-B

Codigo:
Csp-M6R-A
Coloracion del micelio: Descripcion Microscoépica: hifas cortas y con angulos de 90° en puntos de ramificacion (a), hifas con presencia
Blanco de septos (b) y constriccion y septos cerca del punto de ramificacion (c).
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscopica: colonia grande con micelio de textura algodonosa, con crecimiento de tipo
Ceratobasidium sp. radial.
Especie:

Coloracién del micelio:
Blanco - Pardo
Posible género micorrizico:
Ceratobasidium sp.

Descripcion Microscépica: hifas largas y septadas con septos cerca del punto de ramificacion (a), con angulos
de aproximadamente 90° y 45° (b) y presencia de células monillioides (c).
Descripcion Macroscopica: colonia grande con micelio de textura algodonosa y de crecimiento irregular.
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Especie:
Cyrtochilum sp.

Cadigo:
Csp-MI9R - A
Coloracion del micelio: Descripcion Microscdpica: hifas con angulos de aproximadamente 90° en puntos de ramificacion (a), hifas
Blanco — Pardo largas y septadas (b) y septos multinucleados con constriccion en el punto de ramificacion (c).
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscopica: colonia grande con crecimiento radial y sumergido, aspecto ceroso y esclerocios
Ceratobasidium sp. de aspecto granular.
Especie:

Pleurothallis sp.

Cadigo:
Psp-M1-B

Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: ramificaciones en angulos de 90° (a), presencia de punto de constriccion y septo
Blanco — Pardo cerca del punto de ramificacion (b) e hifas septadas (c).
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscdpica: colonia grande ligeramente algodonosa con bordes irregulares, presenta un
Tulasnella sp. crecimiento en anillos y ligera formacion de costras.
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Especie:
Pleurothallis sp.

Codigo:
Psp-M2-B
Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: hifas alargadas con gran cantidad de septos (a y c), y ramificaciones con angulos
Blanco — Pardo de 90° (b). Se observa punto de constriccion en las ramificaciones de las hifas (c), presencia de nicleos (a).
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscopica: colonia grande de textura aterciopelada con crecimiento irregular sin bordes
Ceratobasidium sp. definidos.
Especie: a)

Pleurothallis sp.

Cadigo:
Psp-M9-B
Descripcion Microscoépica: hifas muy septadas (c) con angulos de ramificacion de 90° y 45° (b y c). Se observa
Coloraciéon del micelio: Blanco constriccion y septo cerca del punto de ramificacion y presencia de células monillioides (a)
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscopica: colonia grande de textura algodonosa, bordes ligeramente definidos con
Ceratobasidium sp. crecimiento radial.
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Especie:
Odontoglossum
pardinum
Codigo:
OS-M1-A
Coloracion del micelio: Descripcion Microscépica: hifas largas binucleadas (a) con gran cantidad de septos (c), y angulos de
Blanco- Pardo ramificacion de 90° (b). Se observa punto de contriccién y septo cerca de las ramificaciones.
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscopica: colonia grande blanquecina en la parte central y color amarillento en los extremos.
Tulasnella sp. Posee una textura algodonosa con bordes irregulares y se observa esclerocios de aspecto granular.
Especie:
Odontoglossum
pardinum
Cadigo:
OS-M1-B
Coloracion del micelio: Blanco Descripcion Microscopica: hifas largas muy septadas (b y ¢) con angulos de ramificacion de 90°(a) y 45° (c).
Posible género micorrizico: Se observa punto de constriccion y septos cerca de las ramificaciones (a)
Ceratobasidium sp. Descripcion Macroscopica: colonia grande con textura algodonosa, posee un crecimiento regular con bordes
definidos.
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Especie:
Odontoglossum
pardinum
Codigo:
OS-M3-B
Coloracién del micelio: Blanco Descripcion Microscépica: hifas septadas (a), presencia de septo cerca del punto de ramificacion (b),
Posible género micorrizico: ramificaciones curveadas y algunas presentan angulos de 90° (c) y 45°.
Tulasnella sp. Descripcion Macroscopica: colonia de tamafio medio con textura ligeramente algodonosa en los bordes. Se
observa un tipo de crecimiento radial con esclerocios de aspecto granular.
Especie: T \ oy
. )
Odontoglossum o L \ 4
pardinum R b
Cadigo:
OS-M3-C
-:" . - / o
Coloracién del micelio: Blanco Descripcion Microscopica: hifas alargadas con gran cantidad de septos (a), y ramificaciones con angulos de
Posible género micorrizico: 90° (b). Se observan constricciones en el punto de ramificacion (c).
Ceratobasidium sp. Descripcion Macroscopica: colonia muy grande de textura algodonosa principalmente en el extremo superior.
Presenta un crecimiento en anillos sin bordes definidos, muestra un color amarillento en la parte central y posee
esclerocios de aspecto granular.
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Especie:
Odontoglossum
pardinum
Cadigo
OS-M5-A
e s .
Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: hifas largas con presencia de septos (c) y ramificaciones con angulos de 90° (b),
Parda se observa la existencia de células monillioides (a). Se aprecia en las hifas constricciones y septos cerca de las
Posible género micorrizico: ramificaciones (a)

Tulasnella sp. Descripcion Macroscdpica: colonia grande con bordes ligeramente definidos y textura ligeramente
algodonosa, posee una coloracién amarillenta en los bordes y blanquecina en la parte central y un crecimiento
de tipo radial.

Especie: a) s <)
Odontoglossum -
pardinum
" e
Cadigo
OS-M5-B &
\\~
~ S o
Coloracion del micelio: Descripcion Microscdpica: hifas largas y septadas (c) y ramificaciones con angulos de 90° (a) y 45°. Presencia
Blanco de constriccion en el punto de ramificacion (b).
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscopica: colonia pequefia de textura ligeramente algodonosa. Posee bordes levemente
Tulasnella sp. marcados y un crecimiento radial no bien definido.
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Especie:
Odontoglossum
pardinum
Codigo:
OS-M3R-B
Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: hifas septadas (c) con punto de constriccion en las ramificaciones (b). Se observan
Blanco algunos angulos de ramificacion de las hifas de 90° (a).
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscopica: colonia de tamafio mediano con bordes definidos, se aprecia un crecimiento de
Tulasnella sp. tipo radial uniforme en anillos concéntricos.
Especie:
Odontoglossum
pardinum
Cddigo:
OS-M6R - A
L o -
1 o -
Coloracion del micelio Descripcion Microscopica: hifas largas y septadas con angulos de aproximadamente 90° en los puntos de
Blanco ramificacion (a) y (b), con septos multinucleados (c).
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscdpica: colonia mediana con bordes definidos y ligeramente algodonosa, crecimiento
Ceratobasidium sp. radial uniforme y formacion de anillos de micelio
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Especie:
Odontoglossum
pardinum

Cadigo:
0OS-M7R-C

Coloracion del micelio

Blanco
Posible género micorrizico: Descripcion Macroscopica: colonia mediana con bordes definidos y micelio de textura muy algodonosa y
Tulasnella sp. esponjosa, crecimiento radial uniforme.

Descripcion Microscdpica: hifas largas con septos cerca del punto de ramificacion (a), presencia de células
monillioides (b) y dngulos de aproximadamente 90° entre hifas principales y secundarias (c).
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5.5. Identificacion y descarte de hongos no micorrizicos

Los resultados de la prueba de identificacion de hongos no micorrizicos, basada en las caracteristicas

macroscépicas y microscépicas, arrojaron la presencia de cepas de género Penicillium, Trichoderma,

Fusarium y Aspergillus.

Se observo que, dentro de la microbiota de las raices de las orquideas, existen otras especies fungicas
diferentes al género Rizochtonia, clasificadas como no micorrizicas. En la figura 27 se presentan los

resultados de algunas cepas encontradas.

Figura 27. ldentificacion macroscopica y microscopica de hongos descartados como micorrizicos y contaminados.

Cédigo Observacion Macroscopica Observacion Microscépica
Especie:
Cyrtochilum sp. b
Yy p ~
Codigo:
Csp-M7-A
.
Color del micelio: Descripcion macroscopica: colonia grande
Color mixto: gris muy pigmentadoy | con aspecto ligeramente algodonoso vy
blanco. crecimiento muy irregular.
Posible género identificado: Descripcion microscopica: hifas largas y en
Aspergillus sp. espiral con presencia de septos.
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Especie:
Odontoglossum
pardinum
Cddigo:
OS-M4R-C
Color del micelio: Descripcion macroscopica: colonia grande con
Verde oscuro textura granulosa y formacion de especie de
Posible género identificado: costras de crecimiento irregular.
Aspergillus sp. - Penicillium sp. Descripcion microscopica: hifas largas con
presencia de células cortas, de formal oval.
Especie:
Pleurothallis
sp.
Cadigo:
Psp-M3-A
Color del micelio: Descripcion  macroscopica:  colonia  de
Verdoso crecimiento radial y aspecto ligeramente
Posible género identificado: algodonoso.
Thicoderma sp. Descripcion microscépica: hifas largas con
presencia de clamidosporas. Estructuras de
fialides.
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CAPITULO VI
6. DISCUSION
Con respecto a los géneros de hongos micorrizicos con mayor porcentaje de aislamiento en Ecuador,
se han reportado a Ceratobasidium y Tulasnella (Ochoa & Guaman, 2016; Bermeo & Sarmiento,
2017). Estos resultados coinciden con los géneros que probablemente se obtuvieron en este estudio,
a partir de 19 cepas aisladas, y puede atribuirse a que, en nuestro pais, existe una alta riqueza de
hongos micorrizicos de la familia Tulasnellaceae y Ceratobasideaceae principalmente en orquideas
epifitas (Guzmén & Moreno, 2014; Li et al., 2021). Por el contrario, el género Sebacina es poco
frecuente en Ecuador, con una baja diversidad en ecosistemas montanos y subandinos como en donde
se ubica el BPA (Sigisfred et al., 2013), lo que explica que solo se hayan obtenidos dos cepas con

caracteres morfolégicos acordes al género fingico mencionado.

Dearnaley et al. (2012) mencionan que aun se continta investigando si las comunidades de hongos
formadores de micorrizas (HFM) exhiben determinadas tendencias respecto a los gradientes
altitudinales. Las posibles cepas de Ceratobasidium, Tulasnella y Sebacina obtenidas en este estudio
se aislaron de tres especies de orquideas epifitas a una altura superior a los 3000 m s.n.m. Los
resultados concuerdan con los de Herrera et al. (2019), quienes reportan los mismos tres géneros del
complejo tipo Rhizoctonia en el Parque Nacional El Cajas, a una altitud similar. A pesar de que, en
general, hay muy pocos estudios publicados sobre la distribucion de HFM en diferentes elevaciones
(Geml, 2017), se ha reportado que no existen diferencias significativas respecto a las comunidades
de hongos simbiontes con las especies de orquideas ubicadas en zonas entre los 3000 - 3500 m s.n.m
(Cevallos et al., 2018).

Adicionalmente, las propiedades de los arboles hospederos de orquideas epifitas juegan un importante
papel en la abundancia y diversidad de estas plantas y por ende en su microbiota (Orozco et al., 2017).
Si bien la mayor parte de la cobertura vegetal del BPA se encuentra dominado por matorral, existen
remanentes de bosque con arboles pequefios con un dosel de entre 5y 10 metros de altura (Loyola,
2019), en donde las epifitas existentes se caracterizan por estar adaptadas a una intensidad luminica
muy baja. Algunos géneros de la subtribu Pleurothallidinae, como Pleurothallis, ha sido encontrada
en ambientes muy himedos y con baja intensidad luminica (Chaparro-Sierra, 2018). Asi mismo, los
géneros Cyrtochilum y Odontoglossum, se han encontrado a niveles de dosel similares a los del BPA
(Hurtado-1za, 2017; Loyola, 2019).
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De esta manera, las condiciones ambientales del entorno pueden favorecer la actividad de ciertos
HFM permitiéndoles obtener mas carbono para apoyar el crecimiento de las orquideas (Shefferson et
al., 2019). En el presente trabajo, las raices fueron recolectadas en el mes de marzo que corresponde
a laestacion lluviosa, que favorece significativamente la colonizacién de algunos HFM y la formacion
de pelotones frescos (Kartzinel et al., 2013; Bertolini et al., 2014). No obstante, Jasinge et al. (2018)
reconocen la complejidad de la colonizacion de diversos géneros fungicos en diferentes periodos
estacionales. Al respecto se menciona que la abundancia de la familia Tulasnellaceae aumenta
conforme incrementan las precipitaciones, mientras que los hongos del género Ceratobasidium son

dominantes en habitats secos (Li et al., 2021).

Otro factor que incide en la presencia de HFM es la etapa de desarrollo de la planta. Estos hongos no
solo suministran carbohidratos a los protocormos durante la germinacion, sino que también brindan
nutrientes e inhiben el desarrollo de patégenos en las plantas adultas (De-Yun et al., 2021; Valadares
et al., 2021). En este estudio se muestrearon ejemplares jovenes de Odontoglossum pardinum;
mientras que para Cyrtochilum y Pleurothallis fueron plantas adultas, pues en este periodo aln existe
cierto grado de micotrofia con hongos micorrizicos (Beltrdn-Nambo et al., 2018). Por el contrario,
también existe evidencia sobre la ausencia de HFM en muestras de raices de orquideas maduras, pues
estas ya han desarrollado sistemas de raices bien asociados con su sustrato, volviéndose
completamente autosuficientes en este estadio (Yokoya et al., 2021). Sin embargo, el anélisis de la
interaccion de los HFM durante todo el ciclo de vida de la planta, sigue siendo complejo (Jaramillo-
Tapia, 2018).

La mayor cantidad de hongos potencialmente micorrizicos fueron aislados de Odontoglossum
pardinum, en segundo lugar, Cyrtochilum sp., siendo Pleurothallis sp. la especie de orquidea epifita
con menor porcentaje de aislamiento. Observaciones similares fueron obtenidas por Bermeo &
Sarmiento (2017), en donde se analizaron seis especies de orquideas epifitas de la provincia del
Azuay, incluyendo las empleadas en esta investigacién. Dichos autores encontraron la mayor cantidad
de hongos con caracteristicas potencialmente micorrizicas en el género Odontoglossum. En cuanto al
menor porcentaje de potenciales HFM aislados de Pleurothallis sp., nuestro resultado se asemeja al
de Salazar et al. (2020), que compararon la riqueza de hongos asociados a raices de orquideas epifitas

en dos bosques andinos del sur de Ecuador y obtuvieron porcentajes menores en Pleurothallis sp.

Del total de muestras de raices analizadas, se logré aislar unicamente 19 cepas de potenciales HFM,

pues aun se desconoce cuanto tiempo los pelotones pueden permanecer viables en las raices después
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de separarlas de la planta. Sin embargo, existen indicios de que las hifas en los tejidos corticales de
las orquideas pierden viabilidad incluso después de una noche de almacenamiento en el laboratorio
(Suérez et al., 2016). Ademas, encontrar pelotones en condiciones viables es un desafio durante el
aislamiento de potenciales HFM (Yokoya et al., 2015). Las 19 cepas aisladas con potenciales HFM
aisladas en el presente estudio, resulta ser minimo en comparacion al nimero de muestras de raices
tratadas, lo que coincide con los trabajos de Suarez (2016), Novotna et al. (2018) y Cazar & Pérez
(2019), que obtuvieron pocas cepas de potenciales HFM aislados de orquideas epifitas en bosques
ecuatorianos. Estos autores también indican que las especies flngicas mas abundantes durante el

aislamiento de potenciales HFM, corresponden a miembros de Ascomycota (Trichoderma sp.).

Respecto a la colonizacion micorrizica en las especies de orquideas estudiadas, se observd mayor
presencia de pelotones en la seccién basal de la raiz. Estos resultados son similares a los encontrados
por Rendén Lara (2018), Jiménez et al. (2018) y Moreno Martinez (2011), quienes indican que la
cantidad de pelotones se incrementa al aumentar la madurez de la raiz concentrandose en la regién
basal. Otros autores mencionan que la colonizacién depende directamente del contacto con la materia
organica, por lo que los pelotones en las raices de orquideas epifitas se ubican en la regién que toca
el sustrato; mientras que las raices aéreas no presentan colonizacion (Jiménez et al., 2018; De-Yun et
al., 2021).

Por otro lado, a pesar de encontrar mayor cantidad de pelotones en la seccion basal, la mayoria de las
cepas de potenciales HFM se aislaron de la seccion media, en todas las especies de orquideas. Estos
resultados coinciden con los de Renddn Lara (2018) en donde los hongos micorrizicos no se
desarrollaron a partir de los pelotones aislados, pues posiblemente los pelotones se encontraban
digeridos o en proceso de digestion, lo que disminuye su viabilidad de reproduccién por la ausencia
de hifas (Kunga et al., 2014).

Generalmente, la identificacion de hongos en el complejo flngico tipo Rhizoctonia ha sido
problemética debido a que no es comdn que los aislamientos en cultivo in vitro produzcan micelio
reproductivo (Zettler & Corey, 2018). La tasa de crecimiento y el aspecto de las colonias resultaron
ser factores diferenciadores importantes entre los principales géneros de potenciales HFM aislados
en nuestro estudio, puesto que permitio clasificarlos en sus posibles géneros del complejo tipo
Rhizoctonia. Los mismos caracteres morfologicos han sido empleados por Beltran-Nambo et al.
(2018), Montes, (2016) y Mosquera et al. (2010) para la asignacion de géneros micorrizicos a cepas

de hongos aisladas de diferentes orquideas.
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En cuanto al andlisis del porcentaje de cajas contaminadas principalmente para Odontoglossum
pardinum y Cyrtochilum sp., es correcto atribuir la supuesta contaminacién y presencia de endofitos
no micorrizicos a la propia microflora de las raices de orquideas (De-Yun et al., 2021).
Especificamente los géneros Trichoderma y Fusarium, encontrados durante el aislamiento de
potenciales HFM, también han sido reportados en los estudios de Bermeo & Heras, (2019), Cueva,
(2014), Novotna et al. (2018) y Yokoya et al. (2021) como endéfitos no micorrizicos de orquideas.
Se ha demostrado que estas especies flngicas promueven la germinacion temprana de semillas de
ciertas especies de orquideas (Li et al., 2021), contribuyen a tolerar el estrés hidrico y generan
proteccidn ante otros patdgenos (Teixeira-Da Silva et al., 2015; Salazar, 2017). Por ende, las cepas
obtenidas para los géneros Trichoderma, Fusarium, Aspergillus y Penicillium, catalogadas como
contaminacion al no entrar en el objetivo del presente estudio, son méas bien cultivos de hongos

propios de las raices de orquideas.
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CAPITULO VII
7. CONCLUSIONES

La metodologia propuesta por Zettler. (2013) permitio el aislamiento e identificacion morfolégica de
cepas puras de hongos potencialmente micorrizicos de las raices de tres especies de orquideas epifitas:
Odontoglossum pardinum, Cyrtochilum sp. y Pleurothallis sp., nativas del Bosque Protector
Aguarongo. Los posibles géneros aislados del complejo fungico tipo Rhizoctonia fueron
Ceratobacidium y Tulasnella de las tres plantas epifitas, mientras que el posible género Sebacina

Unicamente fue aislado de Cyrtochilum sp.

El mayor porcentaje de hongos potencialmente micorrizicos fue aislado de raices de plantas de la
especie Odontoglossum pardinum. Esto puede atribuirse a que, al estar en sus primeras etapas de
crecimiento, tienen mayor dependencia del socio fungico para su adaptacion y desarrollo. Este hecho
sugiere que existe una relacion directa entre la abundancia fungica de las raices de las orquideas y su
etapa de ciclo de vida.

Se encontré mayor colonizacidén micorrizica, evidenciada por la presencia de pelotones, en la seccién
basal (A) de las raices; sin embargo, de la seccion media (B) se obtuvo el méas alto nimero de cepas
potencialmente micorrizicas. Esto puede ser el resultado de una densa acumulacion de pelotones en
avanzado estado de digestion en la parte cercana a la base del pseudobulbo. Mientras que la seccién

media, aungue con una menor colonizacién, los pelotones se encontraron intactos.

Los resultados encontrados en esta investigacion aportan al conocimiento de la biodiversidad fangica
del BPA, uno de los hotspots mas biodiversos de Ecuador. Lo que evidencia que esta zona alberga
taxones de hongos conocidos por ser beneficiosos para la vida de las orquideas y por ende su

proteccion es de suma importancia para la conservacion de estas especies cominmente amenazadas.

Finalmente, los hongos potencialmente micorrizicos aislados en esta investigacién impulsan a la
diversificacion de banco de hongos micorrizicos de la provincia del Azuay contribuyendo a las

técnicas de conservacion ex situ de especies de orquideas.
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CAPITULO VIII
8. RECOMENDACIONES

La fase de recoleccion de las raices de orquideas, asi como su posterior desinfeccion y lavado
constituye una importante etapa previa al aislamiento eficaz de hongos potencialmente micorrizicos.
Por ende, se recomienda trabajar bajo altas condiciones de esterilidad disminuyendo posibilidades de

contaminacién microbioldgica.

Debido a la influencia de las condiciones ambientales en la presencia de potenciales HFM en
orquideas, se recomienda replicar el estudio considerando dos épocas de muestreo (invierno y
verano). Lo que permitira conocer mas a profundidad el comportamiento de las comunidades fangicas

ante escenarios cambiantes de clima.

Es importante evaluar la eficacia de los hongos aislados en el presente estudio en la germinacion
simbidtica con semillas viables de orquideas. Se recomienda que se compruebe la eficacia de
germinacion con especies de orquideas que estén en alto grado de amenaza, para con ello promover

Su recuperacion y conservacion.

Se recomienda para futuras investigaciones emplear técnicas que apliquen la filogenia molecular que

confirmen la presencia de las cepas aisladas pertenecientes al complejo fungico tipo Rhizoctonia.
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CAPITULO X
10. ANEXOS

Anexo 1. Formulacién de medios de cultivo empleados para 1 litro

Tabla 5. Componentes Medio de cultivo FIM.

Componente o reactivo Concentracion
Nitrato de sodio 0,3 gr
Cloruro de potasio 0,1gr
Fosfato 4cido de potasio 0,2 gr
Sulfato de magnesio 0,1gr
Extracto de levadura 0,1qr
Azlcar 2,5qr
Agar 8gr
Estreptomicina 0,5 ml
Agua 1000 ml
pH de ajuste 6,8

Nota: Se prepar6 solucion una madre con 2,67 de estreptomicina en 200 ml de agua

Tabla 6. Componentes Medio de cultivo PDA

Componente o reactivo Concentracion
Agar 20 gr
Puré de papa 10 gr
Glucosa 20 gr
Agua Destilada 1000 ml
pH de ajuste 5,6
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Anexo 2. Caracterizacion morfol6gica de hongos potencialmente micorrizicos descartados microscopicamente.

Tabla 7. Caracterizacion morfologica de potenciales HFM descartados

COLONIA MEDIO PDA

CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Especie:

Cyrtochilum sp.

Cyrtochilum sp.

Cadigo:
Csp-M4-C

Cadigo:
Csp-M3-A
Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: hifas largas en mayoria con ramificaciones de 45° presencia de posible
Blanco Descripcion Macroscépica: colonia grande de textura algodonosa y coloracidn blanquecina, con crecimiento
formando tiras largas.
Especie:

Coloracion del micelio:
Blanco

Descripciéon Microscopica: hifas muy septadas y con apariencia curvada-espiral, hifas cortas portadoras de
esporangios, angulos de 45° entre la hifa principal y secundaria.

Descripciéon Macroscopica: colonia grande con micelio de textura algodonosa y crecimiento de forma de tiras
largas.
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Especie:
Cyrtochilum sp.

Cyrtochilum sp.

Cédigo:
Csp-M8-C

\
NN
\:3 B "
Codigo: ’,\
Csp-M8-A 5
- 1
.': ’
“\
{ )
A%
Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: hifas cortas muy septadas, con angulos de 45° en las ramificaciones.
Blanco — Pardo Descripcion Macroscopica: colonia grande de textura algodonosa en el micelio y crecimiento en forma de tiras.
Especie:

Coloracion del micelio:
Blanco

Descripcion Microscopica: hifas largas y muy septadas, presencia de células monillioides.
Descripcion Macroscopica: colonia grande con micelio de textura algodonosa y color blanco caracteristico.
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Especie:
Cyrtochilum sp.

Cyrtochilum sp.

Cadigo:
Csp - M4R -B

Cédigo:
Csp-MI1R-B
Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: hifas largas y septadas con angulos agudos entre hifas primarias y secundarias.
Blanco Descripcion Macroscopica: colonia grande de textura muy algodonosa con crecimiento irregular.
Especie:

<’

Coloracion del micelio:
Blanco

Descripciéon Microscopica: hifas largas con angulos de 45° en las ramificaciones.
Descripcion Macroscopica: colonia con borde definido y de textura ligeramente algodonosa, crecimiento radial
y formacién de anillos de micelio.
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Especie:
Pleurothallis sp.

Cédigo:
Psp-M2-A
Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: hifas largas con presencia de conidios y angulos de 45°.
Blanco Descripcion Macroscopica: colonia grande con crecimiento irregular y textura algodonosa, no posee bordes
definidos.
Especie:

Pleurothallis sp.

Cadigo:
Psp-M5-A

Coloracion del micelio: Descripcion Microscépica: hifas alargadas con ramificaciones cortas. Posee ramificaciones con angulos
Blanco principalmente de 45°.
Descripcion Macroscopica: colonia pequefia de textura cremosa con crecimiento irregular con bordes
definidos.
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Especie:
Pleurothallis sp.

Cédigo:
Psp-M5-B
Coloracion del micelio: Descripcion Microscépica: hifas en punta y segmentadas a grandes intervalos, hifas curveadas. Posee
Blanco ramificaciones con angulos principalmente de 45°
Descripcion Macroscopica: colonia pequefia de textura cremosa con bordes definidos
Especie:

Pleurothallis sp.

Cadigo:
Psp- M3R - A

Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: hifas angulos de ramificacion en 45° y con presencia de conidios.
Blanco — Pardo Descripcion Macroscopica: colonia grande sin bordes definidos, posee una textura de tipo algodonosa con un
crecimiento irregular.
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Especie:

Cédigo:
Psp-M9R -B

Pleurothallis sp.

Coloracion del micelio:
Blanco — Pardo

Descripcion Microscopica: hifas cortas con nula cantidad de septos, y dngulos de ramificacion de 45°. No se
observaron angulos rectos. Con presencia de conidios.
Descripcion Macroscopica: colonia pequefia blanquecina de textura cremosa. Posee un borde definido.

Especie:
Odontoglossum
pardinum

Cadigo:
0S-M8-B

Coloracion del micelio:
Blanco

Descripcion Microscopica: hifas largas con ramificaciones cortas, se encontraron pocos septos y
ramificaciones con angulos principalmente de 45°.

Descripciéon Macroscopica: colonia pequefia de textura ligeramente algodonosa, se aprecia un leve crecimiento
radial y presencia de esclerocios.
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Especie: \
Odontoglossum ) 5 ) :
pardinum b i » &
v 4
Cadigo: g - ; o
0S-M9-A : A o . {
' /
X ' /
\ ‘:~> ‘- \ 6 — / —_—
S \ ~— f
\ J
B g
7 o
\. 'l\
Coloracion del micelio: Descripcion Microscopica: hifas largas septadas con &ngulos de ramificacion de 45°.
Blanco Descripcion Macroscopica: colonia grande sin bordes definidos y textura algodonosa con crecimiento de tipo
radial formando anillos de micelio y formando tiras.
Especie:
Odontoglossum
pardinum
Cddigo
0OS-M4R -B
Ay =
Coloracion del micelio Descripcion Microscopica: hifas septadas y largas con dngulos de 45° entre hifas primarias y secundarias.
Blanco — Amarillento Descripcion Macroscopica: colonia grande algodonosa con crecimiento ligeramente radial formando anillos
de micelio.
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