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RESUMEN

El objetivo principal de este estudio fue identificar hongos micorrizicos de
orquideas de los géneros Dracula y Epidendrum mediante técnicas morfologicas y
moleculares, para lo cual se aislaron en un medio de cultivo PDA hongos
micorrizicos de muestras de raices de 17 especies de orquideas, 9 especies del
género Dracula y 8 del género Epidendrum , mediante la técnica de Screening, los
cuales fueron empleados en estudios de identificacion; posterior a ello se determind
las especies de hongos micorrizicos aislados mediante la observacion de su
morfologia y anélisis molecular de las secuencias ITS, con lo cual se pudo estudiar
la relacidon que existe con cada especie de orquidea estudiada. Con la ayuda de la
herramienta informaética Blast se identificaron 19 hongos del filo Ascomiceto, 1
hongo del filo Basidiomiceto y dos hongos no clasificados taxonomicamente. Para
finalizar se sometieron los hongos micorrizicos a pruebas de degradacion de
celulosa empleando el método de DNS con la finalidad de conocer si las especies
aisladas podrian degradar materia organica y de esta manera otorgar los nutrientes
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necesarios a las especies de orquideas con quienes se relacionan. Destaca la especie
Cantharellales sp. como la cepa con mayor capacidad de desdoblamiento de
materia organica.

Palabras Clave. Simbiosis, micorriza, ITS, screening, degradacion

ABSTRACT

The main objective of this study was to identify mycorrhizal fungi of orchids of the
genera Dracula and Epidendrum by means of morphological and molecular
techniques, for which mycorrhizal fungi were isolated in a PDA culture medium
from root samples of 17 orchid species, 9 species of Dracula genus and 8 of the
genus Epidendrum, using the Screening technique, which were used in
identification studies; Subsequently, the isolated mycorrhizal fungi species were
determined by observing their morphology and molecular analysis of the ITS
sequences, which allowed us to study the relationship that exists with each species
of orchid studied. With the help of the Blast computer tool, 19 fungi were identified
from the Ascomiceto phylum, 1 basidiomycete fungus and 2 non-taxonomically
classified fungi. To finish, the mycorrhizal fungi were subjected to cellulose
degradation tests using the DNS method in order to know if the isolated species
could degrade organic matter and in this way provide the necessary nutrients to the
orchid species with which they are related. The Cantharellales sp. as the strain with
the greatest capacity for splitting organic matter.

Keywords. Symbiosis, mycorrhiza, STI, screening, degradation

INTRODUCCION

Las orquideas de belleza enigmatica pertenecen a unas de las familias mas
numerosas en el reino vegetal con 25000 especies distribuidas por todo el mundo,

excepto en los polos y algunos desiertos!. Este grupo de plantas posee flores que
demoran en desarrollarse, ademads sus semillas son diminutas y con escasa reserva
de nutrientes; por esta razon requieren una asociacion simbiotica con hongos

micorrizicos 2-3. La distribucion de orquideas estéd influenciada por la
disponibilidad de hongos especificos para inducir a la germinacion, siendo un factor

determinante en el desarrollo del protocormo y de la plantula 43 De acuerdo con

Duran et al, (2007) 6 s imprescindible realizar estudios sobre aislamiento,
identificacidn, aprovechamiento y conservacion de hongos micorrizicos para la



creacion de planes de propagacion de orquideas in situ 6. La identificacion
morfoldgica de especies fungicas tiene limitaciones y no permite identificar con
exactitud el taxon al cual pertenecen. En la actualidad una prueba de identificacion
mas especifica hace referencia a la identificacion molecular cuyos parametros

permiten establecer la taxonomia de cada microorganismo .

MATERIALES Y METODOS

Coleccion de raices de Orquideas de los géneros Dracula 'y Epidendrum

Raices fueron proporcionadas por el Jardin Botanico “Orquideas de Sarina”
(Patente de manejo de vida silvestre N° 005-2017-FLO-DPAP-MA), ubicado en la
parroquia El Quinche, canton Quito, las muestras se tomaron de plantas que
mantienen el sustrato original de su punto de coleccidon y que no han sido sometidas
a tratamientos quimicos. Se cortaron segmentos de raiz de 5 cm, fueron
almacenados en sobres de papel y etiquetados con un codigo de coleccion del libro
de campo de Marco Cerna 2017, en el cual se registrd los datos del origen de cada
espécimen, taxonomia, morfologia y fenologia ocasional.

Desinfeccion de muestras colectadas

Se utiliz6 el protocolo descrito por Hoyos y Rodriguez (2013)8, los segmentos de
raiz fueron lavados con agua potable, luego con agua destilada estéril, a
continuacion, se retir6 la capa externa denominada velamen empleando pinzas y
bisturi. Los segmentos limpios fueron colocados en microtubos Eppendorf de 1,5ml
con una solucion de megacilina Life a una concentracion de 20 ppm durante 24
horas a 24 °C en una incubadora modelo Memmert. Después las muestras fueron
lavadas con agua destilada estéril por 2 minutos, alcohol al 70% por 2 minutos,
agua destilada estéril por 2 minutos, hipoclorito de sodio marca Clorox al 2.5% por

1 minuto y finalmente agua destilada estéril por 2 minutos °.

Siembra de raices y aislamiento de hongos

Las raices desinfectadas fueron cortadas en segmentos de 0,2 cm y sembradas en
caja Petri plasticas de 90 x 15 mm marca Citotest, conteniendo medio PDA (potato
dextrose agar) marca Difco, las muestras fueron incubadas entre 7 y 10 dias a 25



°C, procedimiento descrito por 10, Transcurrido el tiempo de incubacion y
visualizando la presencia de micelios se tom6 una muestra del cultivo empleando
una asa de platino marca HiMedia y se inocul6 en nuevas cajas con medio de
cultivo PDA, hasta obtener nuevamente cultivos con micelios, esto repitid 5 veces
para obtener material fingico puro y homogéneo.

Identificacion Morfologica de hongos aislados

En base la técnica descrita por Lopez et al,(2014) 1 para obtener muestras de
micelios se uso cinta adhesiva transparente de 2 cm de grosor marca FanTap,
misma que fue colocada sobre el cultivo y luego pegada sobre un vidrio porta
objetos que contenia una gota de lactofenol marca HiMedia. Las muestras fueron
observadas en un microscopio modelo Micros Austria con aumentos de 40X y
100X, los micelios Fueron fotografiados y comparados con las muestras
presentadas en el libro Illustrated Genera of Imperfect Fungi.

Extraccion de ADN e identificacion molecular

Se extrajo ADN de los cultivos de hongos puros empleando el método Fenol-

Cloroformo descrito por Raeder y Broda (1985) 12.paredes y Yugsi (2016) 13 en
un microtubo de 1.5 ml se coloc6 50mg de material celular Umesha et al, (2016) 14
luego se afiadié 500 puL de buffer de lisis (200 mM Tris - HCI pH 8.5; 250 mM
NaCl; 25 mM EDTA; SDS al 0.5%), se homogeniz6 la mezcla empleando un
agitador de vidrio y luego en el vortex Mixer 502000 por un minuto, a continuacion
se incubd las muestras en el termo bloque Accu Block por 20 minutos a 37 °C;
después se agregd 500 puL de una solucion a 4 °C de fenol-cloroformo 1:1 Fisher
scientific y se homogeniz6 en el vortex por 5 minutos. Luego se centrifugo a 13000
rpm por 30 minutos, el sobrenadante fue transferido a un tubo de 1.5 mL y se
afiadio 400 pL de cloroformo a -20 °C, se mezcld un 1 minuto por inversion y

b

nuevamente se centrifugd a 13000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante se transfiere
a un nuevo tubo junto con 4 uL. de ARNasa (10mg/mL) Invitrogen, se lo incub6 a
37 °C por 30 minutos en un termo bloque. Después se agrego 500 uL de
isopropanol Merck a 4°C, se mezclo por inversion durante 1 minuto y se incubd a
-20 °C por 15 minutos en un congelador modelo Templow. A continuacion se
centrifugd por 5 minutos a 13000 rpm, se desecho el sobrenadante conservando el
pellet formado, el cual fue lavado afiadiendo 500 pL de etanol al 70% AppliChem a
-20 °C y mezclando por inversion 1 minuto, finalmente se centrifugd por 5 minutos
a 13000 rpm y el sobrenadante fue desechado conservando el pelet con ADN, este



fue suspendido en 50 uL. de TE y almacenado a -20 °C. La presencia de ADN se
determin6 mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa Caisson al 1%, con
5 uL de Sybr safe Invitrogen por cada 50 mL de TBE 1X, el proceso se desarrollo
en una camara electroforética Enduro Gel XL.

Usando el ADN obtenido se amplifico la region ITS, empleando los primers ITS1
(5’CCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5'TCCTCCGCTTATTGATATGC-3
"), mediante la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR, utilizando un
termo ciclador Multi Gene, bajo los siguientes parametros: Desnaturalizacion inicial
a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto,
annealing a 53°C por 1 minuto, extension a 72°C por 1 minuto y una extension final
a 72°C por 10 minutos.

Los productos de PCR fueron secuenciados por la empresa Macrogen de Corea,
bajo la técnica de Sanger. La validez de las secuencias fueron determinadas
empleando el software FinchTV version 1.4.0. La identificaciéon molecular se la
realizd6 mediante la herramienta BLAST del National Center for Biotechnology
Information NCBI y finalmente se compararon las secuencias entre si alineandolas
con el algoritmo Muscle, y elaborando un arbol filogenético con el método
Neighbor- joining del programa Mega 7.

Analisis del potencial degradador de celulosa

Se identificé a aquellos hongos con capacidad degradadora de materia organica y
determinar su pasible uso en cultivos simbioticos. Para ello en base a la técnica
descrita por Jacome et al, (2009) 13 se cultivaron los hongos micorrizicos en
matraces Erlenmeyer que contenian medios de cultivo compuestos de 10 g de
peptona Acumedia, 10 g de NaCl y 1 g de extracto de carne BD para 1 L de agua

suplementado con celulosa 1% obtenida de bagazo de cafa previamente secado,

pulverizado y tamizado a 1 mm de didmetro 16, la mezcla de llevo a pHa5.5
mediante adicion de HCI 0.1N Merck. Se incub6 por 5 dias a 26 °C y agitacion de
120 rpm en un agitador TE-420. Se tomaron muestras cada 24 horas para
cuantificar los azucares reductores liberados a partir de la degradacién de celulosa,
empleando el método de Acido 3,5-Dinitrosalicilico DNS Panreac. Se realizaron

lecturas en espectrofotometro Jasco a una longitud de onda de 540 nm 17

RESULTADOS



Se obtuvieron 22 cultivos de hongos puros y posterior al anélisis de secuencias se

determino que pertenecen a 20 especies diferentes de hongos micorrizicos.

A nivel morfolédgico 5 especies se las identifico a nivel del género Alternaria,
Aspergillus, Phoma y Trichoderma, mientras que 17 especies no esporularon y se
las ubicé dentro de los grupos: 8 en Rhizoctonia, 4 en Sclerotium y 5 en

Papulospora de acuerdo a lo recomendado por Barnett y Hunter (1955) 18

Alternaria sp.,
conididforos oscuros con
conidios ovoides
separados
longitudinalmente por
septos, soportada
acropetalmente en un

apéndice apical.

Aspergillus fumigatus.,
conidioforos terminados
en estructura globosa en
masa con fialidas en el

apice.

Mylariaceae sp., Ausencia
de comdios, esclerocios
oscuros e irregulares,

micelio delgado.

e
gl

Ilyonectria protearum.,
conidioforos rectos
hialinos, apice inflado,

conidios hialinos ovoides.

Colletotrichum
gloeosporioides,

esclerocios marron e

uregular.

Fungal sp 1, micelio color
marron claro, estructuras
similares a esclerotio en
grupos compactos a

manera de bulbils.




Figura 1. Identificacion microscopica de micorrizas aisladas. La clasificacion
taxonomica se incluyé en la tabla una vez realizada la identificacion. Fuente:
(Barnett y Hunter, 1955)

Figura 2. Identificacion microscopica de micorrizas aisladas. A) Phoma sp., B)
Daldinia cf. loculatoides, C) Neopestalotiopsis sp.2, D) Phomopsis sp., E)
Xylariaceae sp., F) Aspergillus fumigatus

El ADN obtenido fue utilizado para amplificar la region ITS mediante la técnica
PCR convencional y se obtuvieron bandas con una media de 525 pb, lo cual indica
que corresponde al tamafo normal a la region ITS, siendo su tamafio variable entre
500 y 750 pb de acuerdo a lo mencionado por Poczai y Hyvdnen, (2010) 19
Mediante identificacion molecular, se pudo llegar a nivel de filo en 1 especie, a
nivel de orden en 1 especie, a nivel de género en 9 individuos, a nivel de especie 9
y en dos individuos no existe informacion en la base de datos del NCBI ver tabla 1.



Codigo  Especie de orquidea Identificacion Identificacion Molecular

Morfologica
3400  Dracula simia ' Forma: Sclerotium - Ascomycota sp. (98%)
3401 | Dracula simula ‘ Forma: Rhizoctonia | Cantharellales sp. (95%)
3402  Dracula vampira ' Forma: Rhizoctonia Ilyonectria liliigena (99%)
3403 I'Dmcufa sodiroi i'Gé'nero: Alternaria .I Alternaria sp. (100%}

3408  Dracula gigas (Rosada) ~ Género: Aspergillus | Aspergillus fumigarus (100%) |

3409 I Dracula navarrorum :“Fonna: Sclerotium :X}:ﬁmce{re Sp. (99%5 3

3419  Dracula gigas ' Forma: Populospora  Sordariomycetes sp. (99%) ‘
3420 | Dracula benedettii Forma: Populospora | Ilyonectria protearum (99%)
3431  Dracula Gorgona - Género: Phoma ' Phoma sp. (100%)
“Forma: Rhizoctonia | Daldinia cf. Loculatoides (96%) |
3365 i.Epfdendf'Hm sp.1 ' Forma: Rhizoctonia | Neopestalotiopsis sp.1 (100%)
3454 Epidendrum sp.2 Forma: Populospora | Ilyonectria sp. (99%)
‘Forma: Rhizoctonia | Phomopsis sp. (100%)
3459 ‘ Epidendrum sp.3 Forma: Sclerotium Neopestalotiopsis sp.2 (100%)
3460  Epidendrum sp.4 ' Forma: Rhizoctonia  Pestalotiopsis microspora
(100%)
Forma: Papulospora | Calosphaerialis sp. (80%)
3461 Epfden??um sp.S_ Forma: Rhizoctonia | Trichoderma fonf;fg;opsis
(100%)
' Forma: Sclerotium | Colletotrichum gloeosporioides
(99%)
3462 | Epidendrum sp.6 Forma: Rhizoctonia | Fungal sp.1 (99%)
3468 | Epidendrum sp.7 Forma: Papulospora IF ungal sp.2 (99%)
‘Género: Trichoderma | Trichoderma viride sp.1 (99%)
3470 | Epidendrum sp.8 Género: Trichoderma | Irichoderma viride sp.2 (100%)

Elaborado por: Los autores

Tabla 1. Hongos micorrizicos aislados de especies pertenecientes a los géneros
Dracula y Epidendrum ORCHIDACEAE.

En 12 especies de orquideas se logro aislar 1 especie de micorriza, mientras que en
5 especies de orquideas se pudo aislar 2 micorrizas distintas.



Hoyos y Rodriguez (2013) 8 estudiando los géneros Oncidum, Pleurothallis, Stelis,
Prostechea y Epidendrum también encontraron una sola especie de micorriza para
cada orquidea, lo cual es un indicador de que algunas especies de orquideas realizan

simbiosis especificamente con algunas especies de hongos. Girlanda et al, (2011) 20
encontraron que la especies Ophrys fuciflora, Anacamptis laxiflora, Orchis
purpurea 'y Serapias vomeracea poseen especificidad fungica correlacionada,

mientras que Pecoraro et al. (2017) 21 aislaron 9 taxones de hongos en raices de
Cephalanthera damasonium 'y 9 tipos de hongos para Cephalanthera longifolia
mencionado que estas especies de orquideas son generalistas en sus asociaciones
micorrizicas.

Dentro de las especies aisladas e identificadas se encuentra hongos que son

2

patogenos para otras especies vegetales pero benéficas para orquideas 22 como lo

son Aspergillus fumigatus y Phoma sp que han sido aisladas en raices de Vanilla

panifolia 23,

Vanegas et al, (2014) 24 mencionan que cultivos in vitro de hongos no esporulan
haciendo dificil su identificacion morfologica siendo clasificados como Mycelia
sterilia.

Se formo dos grupos, el primero comprendido por hongos del filo Ascomiceto y el
segundo por una micorriza Basidiomiceto. Los sub grupos fueron formados en
funcion de los géneros a los que pertenecian las especies de micorrizas. Dearnaley

et al, (2012) 25 indican que las orquideas hacen simbiosis del tipo micorriza con
basidiomicetos y ascomicetos.

Las especies identificadas con el software BLAST como Fungal sp.1 y Fungal sp.2
se agrupan con un soporte de rama alto, sugiriendo que pertenecen a un mismo
genero, que incluye también a la especie Daldinia cf. Loculatoides; este grupo se
ubicaria dentro del orden Xylariales.

Finalmente, los hongos micorrizicos se agruparon en funcién de su similitud
genética y no presentan relacion entre las especies de orquideas hospederas ver
figura 3.

El género Ilyonectria también fue aislado por Han, Xiao y Gao (2016) 26 4 partir de

raices de la orquidea china en peligro de extincion Paphiopedilum spicerianum.



Respecto a la degradacion de materia organica, se encontraron 20 especies de
hongos micorrizicos degradadores de celulosa, las especies Cantharellales sp.,
Ascomycota sp., Trichoderma koningiopsis, Aspergillus fumigatus y Phoma sp.,
presentaron niveles de degradacion de celulosa superior al promedio, ver tabla 2.

ESPECIES Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia §

cCeg CEL  CEgn C@EgLn @ CcEn

Cantharellales sp. 1135 1651 | 1067 | 117L | 5579
Trichoderma 0091 | 2508 | 2313 | 1702 | 5.464
koningiopsis
Aspergillus fumigatus | 0.651 2.857 0.45 2786 | 4.81
Ascomycota sp. 1631 | 2944 | 2607 | 2052 | 4.734
Phoma sp. 0 0639 | 0738 | 4433 4313
Fungal sp. 2 0.54 1.127 E352 0409 | 4.179
Daldinia loculatoides 0.21 1.433 0.889 0 | 4.143
Ilyonectria sp. | 0345 | 2627 | 1492 | 0 4.103
- -S‘ordériamyceres Sp- | 0425 108 | 1472 | 21836 | 4
Ilyonectria liliigena s 3997 || 2015 | 1798 | 39013
Fungal sp. 1 1.512 1.143 | 0651 2242 | 3.829
Alternaria sp. 0 1.536 1.341 3 3817
Neopestalotiopsis sp. 1 1.27 3.163 | 2302 0.107 3.306
Trichodermaviride ~ 0,1845 = 1984 | 0831 = 2363 32225
valor medio de concentracién de aziicar en gramos/litro = 3,2 183
Colletotrichum 0.389 221 0.968 1.425 3.107
gloeosporioides
Ifyonecfria protearum | 0258 | 1714 | 0679 2929 | 3.067
Xylariaceae sp. 1242 1.028 0.131 2.48 2.948
Neopestalotiopsis sp. 2 | 0 0.925 0.341 1611 | 2.877
Pestalotiopsis 0 | 0659 1512 | 1.603 2.675
microspora
Phomapsis sp. 0.575 1048 | 0317 1266 | 2.306

Cuantificacion de azicares reductores por espectrofotometria durante 5 dias. C(g/L)

=concentracion de azucares en valores de gramos por litro



Tabla 2. Degradacion de celulosa en base a la cuantificacion de aziacares
reductores

Resultados similares fueron obtenidos por Chaparro y Rosas (2006) 27 quienes
estudiando la actividad enzimatica de hongos descomponedores de madera,
demostraron que la concentracion de azicares reductores producidos por la
degradacion de celulosa aumenta y disminuyen su concentracion en el medio de
cultivo en cada dia de medicion.

Trichoderma viride también ha sido reportada por Ayala y Romero (2013) 28 como
productora de celulasas, Pestalotiopsis microspora fue identificada como

)29

degradadora de poliuretano por Rodriguez y Rodriguez (2015) <7, el género Phoma

también fue reportado con capacidad celulolitica por Castillo et al, (2015) 30 1a
especie Aspergillus fumigatus ha sido descrita por Alvarez, Osorio, Diez y Marin
(2014) 31 como con alta capacidad celulolitica y finalmente, Rodriguez (2009) 32
también menciona que los hongos basidiomicetos tienen capacidad celulitica
secretando enzimas extracelulares que degradan residuos vegetales en tiempos

cortos.
CONCLUSIONES

En las raices de las orquideas pueden estar presentes mas de una especie fungica
asociada, pero el método de aislamiento descrito en este trabajo puede haber
excluido a especies presentes no ubicadas visualmente, para solventar este
problema se deberia usar otra técnica basada en secuenciamiento de ultima
generacion.

Mediante la técnica de identificacion morfologica muchas especies de hongos no
pueden ser identificadas a nivel de especie o género debido a que un elevado
numero de hongos cultivados in vitro no esporulan, las técnicas de identificacion
moleculares basadas en el analisis de la region ITS permiten discriminar las
especies pero al no existir bases de datos completas no se puede determinar el
nombre cientifico de todas los ejemplares.

Tradicionalmente se consideraba que la asociacion tipo micorriza se daba solo con
hongos del filo Basidiomiceto, pero resultados obtenidos tanto en este trabajo como
en otros similares, demuestran que puede existir relacion con hongos del filo
Ascomiceto.



En base al arbol filogenético elaborado demuestra que no existe correlacion entre la
filogenia de las micorrizas y la filogenia de las orquideas, observandose géneros de
micorrizas que estan presentes en diferentes géneros de orquideas.

_2,: 3459 Necopestaliopsis sp.2 Epidendrum sp.3

Pestalotiopsis gracilis. Grupo externc

o L 3460-1 Pestaliopsis microspora Epidendrum sp.4
3365 Neopestaliopsis sp. 1 Epidendrum 5p.1

43 3460-2 Calosphaerniales sp. Epidendrum sp.4
3409 Xylaraceae sp. Dracula navanonum

3431-2 Daldinia cf. loculaloides Dracula gorgona

a5
£ 3488-1 Fungal sp.2 Epidendrum sp.7 (Xylariales sp. 2)
3400 Ascomycota sp. Dracula simia (Eurotiales sp.)
15 ——— 3408 Aspergillus furmigatus Dracula gigas (Rosada)
17 _[: 3403 Alternaria sp. Dracula sodiroi
" 3431-1 Phoma sp. Dracula gorgona
— 3454-2 Phomopsis sp. Epidendrum sp.2
= 13— 3419 Sordariomycetes sp. Dracula gigas
_za: 3402 yonectria liligena Dracula vampira
= 3420 liyonecina protearum Dracula benedetiil

85 Iiyoneatria levocepearmi. Grupo externo

3454-1 liyonectria sp. Epidendrum sp.2

L Trichoderma vincsum. Grupo externo

3470 Trichoderma viride $p.2 Epsdendram 5p. 8

&8 3461-1 Trichoderma koningiopsis Epidendrum sp.5
—94[: 3468-2 Trichoderma viride sp.1 Epkdendrum sp.7

34612 Colletotrichum gloeosponoides Epsdendrum $p.5
— 3401 Canthareilales sp. Dracula simula

wnl Tulasnella viclease. Grupo externo

Figura 3. Arbol filogenético elaborado a partir de las secuencias de la regién
ITS de las especies aisladas.

En este trabajo se pudo determinar que existe especificidad fungica en las
orquideas, es decir cada especie de orquidea tiene su propia especie de micorriza,
no se identifico una especie de micorrizas que estén presente en varias especies de
orquideas.

En este trabajo se demostré la capacidad degradadora de celulosa al producir
azucares reductores que tienen los hongos micorrizicos, existiendo especies con
mayor capacidad degradadora, estos pueden ser usados para desarrollar cultivos
simbiontes con las especies vegetales de donde fueron aislados, ademaés tienen
potencial para la produccion de biofertilizantes y produccion de etanol.
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