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Resumen 

Ecuador es uno de los países más biodiversos del mundo, gracias a su ubicación, 

geología, topografía, clima y múltiples factores biológicos. Entre su gran diversidad de 

flora destacan las orquídeas, las que son cotizadas comercialmente debido a su gran 

belleza, lo cual vuelve vulnerables al tráfico ilegal. Adicionalmente, existe interés 

científico por la relación entre las orquídeas y sus huéspedes fúngicos, lo que permite 

que sus semillas puedan germinar. Los hongos micorrízicos proveen a los embriones 

de macronutrientes importantes como el fósforo y nitrógeno que extraen del suelo; 

mientras los hongos obtienen beneficio del carbono orgánico en forma de azúcares, 

producidos en la fotosíntesis. De esta manera, es fundamental comprender la relación 

simbiótica entre orquídeas y hongos. En el presente trabajo, se identificaron 

molecularmente diez cepas fungales aisladas de tres especies de orquídeas nativas del 

cantón Gualaceo, se aplicó la técnica molecular de reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), para amplificar parte del ADN ribosomal mediante los cebadores ITS y NL, con 

el fin de identificar hongos micorrízicos aislados de raíces de orquídeas. Estos productos 

de PCR fueron secuenciados y la secuencia obtenida se comparó con la base de datos 

GenBank del NCBI para identificar las especies de los hongos analizados. Se identificó 

una cepa de hongo micorrízico perteneciente a Ceratobasidium sp. que podrá 

emplearse en posteriores ensayos de germinación simbiótica. 

Palabras clave: orquídeas epífitas, hongos micorrízicos, identificación 

molecular 
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Abstract 

Ecuador is one of the most biodiverse countries in the world, thanks to its location, 

geology, topography, climate, and multiple biological factors. Among its great diversity 

of flora, orchids stand out, which are commercially valued due to their great beauty, 

making them vulnerable to illegal trafficking. In addition, there is scientific interest in the 

relationship between orchids and their fungal hosts, which allows their seeds to 

germinate. Mycorrhizal fungi provide the embryos with important macronutrients such as 

phosphorus and nitrogen that they extract from the ground; while fungi benefit from 

organic carbon in the form of sugars produced in photosynthesis. Thus, it is essential to 

understand the symbiotic relationship between orchids and fungi. In the presents work, 

ten fungal strains isolated from three native orchid species from the Gualaceo canton 

were molecularly identified, the polymerase chain reaction (PCR) molecular technique 

was applied to amplify part of the ribosomal DNA using the ITS and NL primers, in order 

to identify mycorrhizal fungi isolated from orchid roots. These PCR products were 

sequenced and the sequence obtained was compared with the NCBI GenBank database 

to identify the species of fungi analyzed. A strain of mycorrhizal fungus belonging to 

Ceratobasidium sp. was identified that can be used in subsequent symbiotic germination 

assays. 

Keywords: epiphytic orchids, mycorrhizal fungi, molecular identification  
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Introducción 

Ecuador, uno de los países más biodiversos del mundo, alberga una gran diversidad de 

especies nativas de orquídeas; estas se encuentran en microhábitats diferentes, que 

van desde zonas montañosas hasta zonas altas y bajas de la Amazonía. La familia 

Orchidaceae, perteneciente a la clase Magnoliophyta, destaca como la más numerosa 

en el reino vegetal, comprendiendo alrededor de 32000 especies y, aproximadamente, 

800 géneros (Alghamdi, 2019). Estas fascinantes plantas se encuentran en diversos 

ecosistemas terrestres, aunque su mayor diversidad se concentra en climas tropicales. 

A pesar de ello, las orquídeas también han demostrado su capacidad de adaptación en 

entornos con limitada disponibilidad de agua, gracias a órganos especializados capaces 

de almacenarla y administrar nutrientes para asegurar su supervivencia (Fernández-

Fernández et al., 2018). 

La reproducción de las orquídeas involucra un ciclo complejo, debido a las 

peculiaridades de sus semillas. Estas semillas son extremadamente pequeñas y 

carecen de endospermo y cotiledones, lo que implica que dependen de nutrientes 

externos para su germinación y desarrollo (Salgado y Peñaranda, 2019). Para obtener 

estos nutrientes, se establece una relación simbiótica con hongos específicos, lo que se 

conoce como micorriza. A través de la fotosíntesis, la planta brinda a los hongos carbono 

orgánico, en forma de azúcares; mientras que, los hongos, le proporcionan a las plantas, 

agua y nutrientes esenciales como fósforo, cobre y zinc (Arancibia et al., 2022). Entre 

los hongos micorrízicos más comunes se encuentran los pertenecientes a la división 

Basidiomycota, con órdenes como Tulasnellales, Sebacinales, Ceratobasidiales y 

Atractielalles (Alghamdi, 2019). 

Desafortunadamente, la familia Orchidaceae se ve afectada por problemas como la 

sobreexplotación de recursos naturales, falta de compromiso respecto a proyectos de 

protección y conservación de fauna y flora, entre otros. El 44,1 % de la superficie de la 

provincia del Azuay tiene algún tipo de intervención por actividades humanas, 

incluyendo la deforestación y crecimiento poblacional (Prefectura del Azuay, 2022). 

Además, el cultivo de orquídeas se ha convertido en una fuente económica relevante, 

lo que, lamentablemente, ha impulsado su tráfico ilegal (Baquero y Galarza Verkovitch, 

2019). 

Se han establecido proyectos a nivel cantonal y provincial para la conservación de la 

biodiversidad, sin embargo, la falta de control y seguimiento de estos proyectos los ha 

vuelto vulnerables. A esto se suma la ausencia de un plan provincial de forestación y 
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reforestación, por parte del Gobierno provincial del Azuay, así como la falta de 

priorización de áreas para la recuperación, protección y conservación forestal. Es crucial 

ejecutar este tipo de proyectos y de este modo evitar la pérdida de recursos ambientales 

y contribuir con su conservación (Prefectura del Azuay, 2022). 

En este sentido, las técnicas moleculares, como la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR), desempeñan un papel fundamental. Entre numerosas aplicaciones, la PCR 

permite obtener información precisa para la identificación taxonómica de los hongos, a 

nivel molecular. Al combinar la PCR con herramientas informáticas, que contienen 

información de secuencias de ADN generadas en laboratorios de todo el mundo, es 

posible establecer con mayor certeza la especie de hongo objeto de estudio (Fuertes-

Flores et al., 2018). Estas herramientas brindan una perspectiva más completa y 

confiable sobre la diversidad fúngica, lo cual es crucial al momento de implementar 

estrategias efectivas de conservación y de manejo de recursos naturales. 

Con este proyecto se busca aportar información crucial sobre la diversidad fúngica, a 

través de la identificación molecular de diez cepas de hongos, potencialmente 

micorrízicos, que fueron aislados de tres especies de orquídeas epífitas, nativas del 

cantón Gualaceo. Este estudio permitirá conocer los tipos de hongos micorrízicos que 

se encuentran asociados a estas raíces, sirviendo como una herramienta invaluable 

para investigaciones futuras sobre la conservación de orquídeas nativas, a través de 

asociaciones micorrízicas. Estas asociaciones desempeñan un papel fundamental al 

promover, mejorar y preservar especies únicas de la región. Mediante este proyecto, se 

prevé generar conocimiento científico que respalde estrategias efectivas de 

conservación y manejo de orquídeas nativas, garantizando así su protección y 

preservación a largo plazo. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
12 

 

Pamela Fernanda Abril Cuesta 
 

Objetivo general y específicos  

Objetivo General  

Identificar hongos potencialmente micorrícicos aislados de tres especies de orquídeas 

nativas del cantón Gualaceo por medio de herramientas moleculares. 

Objetivos específicos  

● Identificar especies fungales de hongos micorrízicos mediante amplificación de 

regiones de ADN y comparación de secuencias con bases de datos específicas.  

● Incorporar al cepario fungal del Orquideario de la Facultad de Ciencias Químicas, 

hongos micorrízicos identificados a nivel de género y especie. 
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Capítulo I 

1. Orquídeas 

1.1. Generalidades de las orquídeas 

El término "orquídea" se deriva del vocablo griego "orchis", que significa "testículo", 

debido a la forma de los pseudobulbos presentes en algunas especies (Castellanos y 

Torres, 2018). Las orquídeas pertenecen a la familia Orchidaceae, la que por su gran 

capacidad de adaptación se distribuye en una amplia gama de hábitats, especialmente 

en regiones tropicales. Esta familia, es una de las más diversas y numerosas, contando 

con alrededor de 800 géneros y más de 32000 especies en todo el mundo (Castro y 

Morales, 2018; Sedano et al., 2015).  

La morfología de las orquídeas se relaciona al hábitat, resultando en una extensa 

variedad de tamaños y formas; además, tienen la capacidad de crecer en la superficie 

de árboles, suelos y rocas (Fernández-Fernández et al., 2018; Santana y Alonso, 2021). 

Entre ellas, las orquídeas epífitas suelen crecer en árboles, se caracterizan por poseer 

tallos engrosados, también llamados pseudobulbos; además, exhiben una exuberante 

belleza floral con colores llamativos y fragancias intensas (Bonilla Loor y Solórzano 

Zambrano, 2019).  

Las orquídeas pueden tener raíces aéreas o terrestres; las aéreas, obtienen nutrientes 

y agua del aire y de la humedad; por otro lado, las terrestres, forman asociaciones 

simbióticas con hongos micorrízicos, obteniendo a través de ellos nutrientes adicionales 

(Vicción Esquivel et al., 2021). Sus órganos reproductivos femeninos se encuentran en 

una estructura llamada columna, donde los granos de polen forman masas compactas 

denominadas polinias, permitiendo así polinizar miles de óvulos. Mientras que, los frutos 

son cápsulas que contienen miles de diminutas semillas, constituidas por un embrión 

pequeño que generalmente carece de endospermo, haciendo difícil su germinación; por 

lo que para su desarrollo es necesaria la intervención de hongos micorrízicos (Bonilla 

Loor y Solórzano Zambrano, 2016). 

Debido a sus características morfológicas, en especial sus flores, aromas y colores, las 

orquídeas se consideran símbolos de belleza y siempre han despertado un gran interés 

comercial (Rivera, 2002). Estas características únicas han llevado a la explotación y 

comercialización de las orquídeas a lo largo de la historia, tanto en el ámbito ornamental 

como en la industria de la perfumería. 
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1.2. Importancia de las orquídeas  

Las orquídeas desempeñan un papel fundamental en los ecosistemas, ya que atraen a 

numerosos polinizadores como insectos y aves, colaborando en la estabilización y 

equilibrio del hábitat. Por otro lado, la presencia de las orquídeas en el ecosistema 

puede ser un indicador de su estado de conservación, debido a que la relación de las 

orquídeas junto con sus polinizadores es esencial para su perpetuación (Santana y 

Alonso, 2021). 

En la medicina tradicional, se utilizan diversas especies de orquídeas para tratar 

dolencias como la disentería, tos, problemas gastrointestinales, hemorragias, dolores 

de cabeza, fiebre y heridas (Emeterio-Lara et al., 2016). Según Beltrán Capote & 

Martínez Betancourt (1996), al menos ocho especies de la familia Orchidaceae, entre 

ellas Bletia purpurea, Cyrtopodium punctatum, Encyclia cochleata, E. phoenicia, 

Oncidium luridum, Vanilla dilloniana. V. phaeantha y V. planifolia, tienen propiedades 

antiasmáticas, parasitarias y estimulantes. 

Son de importancia económica en el área de la horticultura y floristería, pues sus 

distintivas flores, con variados colores y aromas, son motivos de interés comercial; 

adicionalmente, constituyen oportunidades de negocio en comunidades que tengan 

invernaderos, ya que pueden emplearse como atractivo turístico (Téllez Velasco & 

Tejada Sartorius, 2017).  

1.2.1. Orquídeas en el Ecuador y sus amenazas 

Ecuador es uno de los países más biodiversos del mundo, en donde se encuentran tres 

de los diez puntos calientes de biodiversidad o hotspots. El Chocó Darién al occidente 

del Ecuador, es uno de estos hotspots, posee los bosques lluviosos más húmedos de la 

Tierra; otro, los Andes Tropicales, tiene la particularidad de constituir la región más rica 

y más diversa del planeta (Perfil de la biodiversidad, 2018).  

En esta diversidad destacan las orquídeas, pues Ecuador alberga el 16% de las 

orquídeas del mundo, aproximadamente 4500 especies, de las cuales 1700 son 

endémicas (Alvarado, et al., 2020; Suárez et al., 2016). Por tal motivo en 2013, fue 

declarado como “País de las orquídeas”, mediante un Acuerdo Ministerial en el que se 

resalta la presencia de cuatro de las cinco subfamilias de orquídeas a nivel global (Borja, 

2020).  

La sorprendente variedad de orquídeas que existe en el país se debe a su ubicación en 
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el Neotrópico. La gran actividad volcánica que originó la cordillera de los Andes, sumada 

a las corrientes fría de Humboldt y cálida de El Niño, originaron diferentes hábitats 

(Dodson, 2016). Siendo posible encontrarlas en las zonas montañosas de la Sierra 

ecuatoriana, entre los 1500-3000 m.s.n.m.; y, en las zonas altas y bajas de la Amazonia 

(Guamán Cobos, 2021).  

Una serie de problemas ponen en peligro la diversidad de las orquídeas, como la falta 

de planes de forestación y reforestación, tala indiscriminada de los bosques para 

expandir zonas ganaderas y agrícolas, incendios forestales, actividad minera, petrolera, 

construcción de carreteras, expansión territorial y sobreexplotación comercial (Montaño, 

2021).  

Ecuador es uno de los 177 países signatarios de la Convención sobre el Comercio 

Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestre (CITES), cuyo 

objetivo es instaurar un marco legal para regular la comercialización de especies en 

extinción. Las orquídeas ecuatorianas se encuentran en el Apéndice I y II de la CITES; 

en el Apéndice I se hallan especies en peligro de extinción por lo que prohíbe su 

comercialización; las orquídeas del Apéndice II no están en peligro de extinción, por lo 

que se pueden comercializar de forma regulada (Herrera, 2022). 

2. Hongos micorrízicos 

2.1. Generalidades 

Los hongos forman uno de los mayores grupos de organismos en la naturaleza, juegan 

un papel muy importante en la diversidad del suelo, debido a su capacidad de 

descomponer la materia orgánica y de reciclar nutrientes, permitiendo el mantenimiento 

de los ecosistemas. Algunos de estos organismos pueden formar relaciones simbióticas 

con las raíces de las plantas, llamadas micorrizas; constituyendo una estrategia para su 

supervivencia (Romero-Salazar et al., 2022). 

En 1885, el patólogo alemán B. Frank estableció el término “micorriza”, que proviene del 

griego “myces” que significa hongo y “rhiza” raíz, para referirse a la asociación simbiótica 

entre las raíces de las plantas con los hongos del suelo (Camarena Gutiérrez, 2011). 

Esta asociación permite obtener nutrientes útiles para su germinación y desarrollo, como 

el fósforo, cobre y zinc; además, actúa como agente protector frente a patógenos, 

sequías y elementos tóxicos. En ciertas ocasiones, las micorrizas se conservan hasta 

su estado adulto, especialmente aquellas que no son fotosintéticas (Romero-Salazar 

et al., 2022; Camarena Gutiérrez, 2011). 
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Los organismos más comunes en esta asociación son los de las clases Basidiomicetos, 

Ascomicetos y Zigomicetos. Las hifas septadas de los hongos forman ovillos 

intracelulares en las raíces, lo que permite el intercambio de compuestos carbonatados, 

entre la planta y el hongo, y la liberación de nutrientes. Estos hongos micorrízicos 

pueden influir en la biodiversidad, debido a que actúan en la regulación del ciclo del 

carbono, también en las propiedades físicas, químicas y biológicas del suelo (Camarena 

Gutiérrez, 2011). 

2.2. Fisiología de la simbiosis micorrícica  

Las micorrizas se forman cuando los hongos viven dentro de las raíces, rizomas o tallos 

de las plantas terrestres, acuáticas o epífitas; actúan como órganos de absorción, que 

permite a las plantas obtener agua y nutrientes útiles para su germinación y desarrollo, 

mientras que al hongo le proporcionan carbono orgánico (Arancibia et al., 2022).   

Alrededor del 80 % de las familias de plantas, son capaces de establecer micorrizas 

arbusculares. El establecimiento de esta simbiosis depende de la interacción entre el 

hongo, la planta y las condiciones ambientales (Carrillo Sánchez, 2015). La simbiosis 

inicia cuando la planta estimula al hongo, por medio de exudados radiculares, para que 

emita sus hifas y entre en contacto con la raíz, formando una especie de apresorio; a 

partir de esto se inicia la colonización, donde la hifa penetra la corteza y forma hifas intra 

e intercelulares, arbúsculos y vesículas (Harrison, 2012). Posteriormente, el micelio del 

hongo crece fuera de la raíz, extendiéndose por el suelo, para poder absorber nutrientes, 

y colonizar otras plantas (Lanfranco et al., 2016). 

2.3. Género Rhizoctonia 

La mayoría de hongos formadores de micorrizas orquidoides pertenecen al género 

Rhizoctonia, incluyendo Tulasnella, Ceratobasidium y Thenatephorus. El género 

Rhizoctonia se encuentra distribuido ampliamente en el mundo; muchos son patógenos, 

pero también tienen comportamientos saprobios y, como ya se mencionó, incluso son 

capaces de establecer relaciones simbióticas con otros organismos, como las orquídeas 

(Ordoñez et al., 2016).  

Se caracterizan por ser hongos filamentosos que no producen esporas asexuales y 

comparten caracteres morfológicos generales (Ordoñez et al., 2016). Presentan células 

multinucleadas en hifas, forman micelio de crecimiento rápido con coloración marrón 

clara y obscura, dependiendo de qué tan antigua sea su colonia; generalmente, su 
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coloración clara corresponde a hifas jóvenes aseptadas y finas, por el contrario, la 

coloración parda se asocia con esclerocios de estructura uniforme. Estas estructuras 

también pueden formarse a partir de micelios secundarios por el cruzamiento de hifas, 

originando un micelio diploide, ángulos rectos en las hifas principales y la ausencia de 

conidio (Romero-Salazar et al., 2022).  

La identificación de las especies del género Rhizoctonia es difícil, pues tiene pocos 

caracteres morfológicos distintivos y sus características son variadas entre individuos. 

Un punto importante para su determinación, es el número de núcleos en las células de 

las hifas jóvenes, las que pueden ser uni-, bi- o multinucleadas. Los parámetros más 

usados hasta ahora se basan en técnicas moleculares por amplificación de su ADN, con 

primers específicos, para distinguir los aislamientos de las especies dentro de este 

grupo (Cazar Iza & Pérez Reyes, 2019). 

2.4. Clasificación de las micorrizas  

La mayoría de hongos formadores de micorrizas se encuentran dentro del género 

Rhizoctonia, incluyen amorfos de Tulasnella, Ceratobasidium y Thanatephorus (Arditti, 

1992). Según su estructura pueden distinguirse tres formas: ectomicorrizas, 

endomicorrizas y ectendomicorrizas. 

2.4.1. Ectomicorrizas 

Las orquídeas establecen una simbiosis entre los hongos y sus raíces, formando una 

micorriza, la cual establece una red que cubre las células de la raíz sin penetrarlas. Esta 

relación simbiótica involucra estructuras como el micelio, manto fúngico, conocido como 

red de Hartig, y las hifas extrarradicales. El hongo, que envuelve la raíz, participa en el 

transporte de agua, nutrientes y minerales, así como en la protección contra metales 

pesados y organismos patógenos. Se encuentra comúnmente en diferentes climas y, 

por lo general, se asocia con árboles. Los hongos involucrados en esta simbiosis 

pertenecen a los grupos Basidiomycota y Ascomycota (García Rodríguez, 2018). 

2.4.2. Endomicorrizas 

Las micorrizas vesículo-arbusculares, son una forma de simbiosis entre las raíces de 

las plantas y los hongos del grupo Glomeromycota. Constituyen el grupo más abundante 

en la naturaleza, siendo comunes en selvas tropicales y suelos pobres, como las 

praderas (Aguirre Medina, 2022; Rivas et al., 2015). 
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A diferencia de las ectomicorrizas, las endomicorrizas colonizan intracelularmente el 

córtex radical, sin formar un manto de micelio visible (Rivas et al., 2015). Las hifas 

fúngicas se introducen dentro de las células de la raíz, formando vesículas alimenticias 

y arbúsculos, pero también se extienden fuera de la raíz, almacenando nutrientes y 

facilitando el intercambio entre el hongo y la planta hospedera (Aguirre Medina, 2022).  

2.4.3. Ectendomicorrizas 

Este tipo de micorriza tiene características similares a las dos anteriores; presenta hifas 

en forma de manto externo, como las Ectomicorrizas, y también, las hifas septadas 

penetran al interior de las células, como en las Endomicorrizas, sin embargo, no 

presentan vesículas o arbúsculos. Se presenta en hongos de la división Basidiomycota 

y Ascomycota, expresándose más en angiospermas que en gimnospermas (Vladés 

et al., 2020). 

2.5. Relación simbiótica entre hongos y orquídeas 

El proceso de germinación de las orquídeas es complejo y deficiente debido al tamaño 

minúsculo de sus semillas, ya que carecen de endospermo y cotiledones. De un millón 

de semillas, solo de 10 a 15 germinan por sí solas, de las cuales 1 o 2 llegan a la adultez. 

Adicionalmente, demandan de ciertas condiciones ambientales para obtener nutrientes 

que les ayuden a germinar y desarrollarse (J. M. Salgado y Peñaranda, 2019). 

Anteriormente se consideraba que esta relación simbiótica se daba de forma 

unidireccional, es decir, que solo las semillas de las orquídeas recibían beneficios de los 

hongos micorrízicos como agua, carbono y minerales; pero, ahora se conoce que el 

beneficio es mutuo, ya que también el hongo recibe carbono y nutrientes, cuando la 

orquídea se desarrolla y realiza la fotosíntesis (Dearnaley y Cameron, 2016; Yeh et al. 

2019). 

La asociación simbiótica entre hongos y plantas es importante para mantener el 

equilibrio ecológico (Billard et al., 2014). Los hongos micorrízicos les brindan ciertos 

beneficios a las orquídeas, como la provisión de nutrientes minerales como el fósforo, 

cobre, zinc y níquel, fijación de nitrógeno, incremento en los niveles osmóticos en 

tiempos de sequías, incrementan la resistencia a las plagas y al estrés ambiental 

(Arancibia et al., 2022). Los hongos son un punto clave para la absorción del fósforo, 

puesto que este mineral es inmóvil y solo una pequeña fracción se encuentra en el suelo, 

su absorción directa es lenta; por lo que los hongos les permiten a las plantas absorber 

cantidades suficientes de fósforo.  
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La asociación micorrízica se realiza, principalmente, con hongos Basidiomicetos del 

género Rhizoctonia. La identificación de este género se basa en el número de núcleos, 

binucleadas y multinucleadas, característica que permite distinguir entre diferentes 

especies. De acuerdo al número de núcleos, pueden ser teleomorfos binucleados 

Ceratobasidium spp. y Tulasnella spp. y en los multinucleados Thanatephorus spp. 

(Romero-Salazar et al., 2022). 

La reproducción del género Rhizoctonia consta de dos fases, asexual y sexual. La fase 

asexual se caracteriza por tener un micelio estéril, cuya asociación con el hongo forma 

células moniloides y permiten desarrollar esclerocios; por otra parte, existe una fase 

sexual, formada por basidiocarpos que desarrollan basidiosporas, esta clase de 

reproducción incluye a Ceratobasidium spp., Tulasnella spp., Rhizotonia sp., Sebacina 

y Thanatephorus (Romero-Salazar et al., 2022). 

2.6. Importancia de las micorrizas en las orquídeas 

Los hongos tienen un papel muy importante en el crecimiento y desarrollo de las 

orquídeas, ya que permiten que las semillas puedan germinar, también contribuyen con 

la resistencia de las plantas frente a estrés biótico y abiótico, facilitan la asimilación de 

nutrientes del suelo y absorben azúcares para poder transformar minerales como el 

fósforo, potasio, sodio, calcio, azufre, zinc, cobre etc. (Zak et al., 1995; Smith y Read, 

1997).  

Las hifas llegan hasta lugares donde las raíces no pueden, influyendo en la absorción 

de agua, mejorando la eficiencia de localización y absorción de este líquido, 

especialmente en lugares con condiciones ambientales difíciles. Pueden conectar sus 

raíces con otras plantas, estableciendo un sistema de transferencia de nutrientes. 

También, son importantes en la resistencia de las orquídeas para enfermedades, porque 

le permiten adquirir una mayor cantidad de nutrientes, incrementando su resistencia 

frente a organismos patógenos (Akhtar et al., 2008; Medina y Azcón, 2010). 

3. TÉCNICAS DE CARACTERIZACIÓN MOLECULAR  

3.1. Generalidades 

Existen diferentes formas para la identificación de hongos micorrízicos, entre ellas, las 

características morfológicas solo permiten clasificarlos en categorías, mientras que las 

técnicas de biología molecular posibilitan conocer su estructura genética y a través de 

esta, llegar a una clasificación taxonómica más detallada. Con las técnicas de biología 
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molecular se obtienen secuencias de regiones específicas del ADN del hongo, 

facilitando su comparación con bases de datos, logrando su identificación; en esta 

técnica no influyen factores ambientales o alteraciones de ciertas características 

morfológicas del hongo por la asociación simbiótica con la planta (Fuertes-Flores et al., 

2018). 

El ADN es una molécula que se puede encontrar en todos los seres vivos, se encuentra 

ubicada en el núcleo de la célula, específicamente en los cromosomas y, en menor 

medida, en las mitocondrias. El ADN está formado por una doble hélice enrollada entre 

sí, con una serie de nucleótidos constituidos por las bases nitrogenadas adenina, 

citosina, timina y guanina. Esta molécula contiene a los genes, siendo la unidad básica 

de información genética (Llorens et al., 1997). 

El ADN que se encuentra dentro de las mitocondrias se denomina ADN mitocondrial 

(mtDNA), contiene aproximadamente 16500 pares de bases; es una molécula pequeña 

ampliamente usada como marcador genético en relaciones taxonómicas y filogenéticas, 

especialmente en hongos. El ADN mitocondrial evoluciona a su propia tasa, en relación 

con el genoma nuclear, particularmente en animales y hongos que evolucionan más 

rápido que el ADN nuclear. Todos los genomas mitocondriales estudiados hasta la 

fecha, pertenecientes a hongos, poseen un número similar de genes (Pandiella, 2018) 

La mayor parte del ADN se sitúa dentro del núcleo de las células eucariotas, las que 

configuran a los animales, plantas y hongos. Su tamaño puede variar en algunos 

organismos, especialmente en plantas y hongos, desde unos pocos millones de 

nucleótidos en algunos hongos, hasta más de cien mil millones en ciertos tipos de 

plantas (Fuertes-Flores et al., 2018). 

En eucariotas, la secuencia más repetida en tándem es el ADN ribosomal, el cual 

codifica el ARN ribosomal (ARNr). El ARNr se puede encontrar en los ribosomas, en el 

núcleo y cloroplastos. El ADN ribosomal se divide en dos familias de genes: ADNr 5S y 

ADNr 45S; la región del ADNr 5S codifica para ARN 5S, junto con ARN 5,8S y 25S 

alrededor de 50 proteínas ribosomales, quienes constituyen la región grande de los 

ribosomas (Uribe y Khachatourians, 2007). Los genes de ARNr 5S se encuentran en 

grandes cantidades en el genoma nuclear, son de fácil uso para el diseño de primers 

universales, permitiendo comparar una amplia variedad de organismos y reconocer 

especies. La familia de ADNr 45S consiste en tres regiones codificantes 18S, 5,8Ss y 

(25S y 26S) para las plantas, junto con dos espaciadores intergénicos (Megías & 

Antonio, 2014). 
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3.2. Espaciadores transcritos internos (ITS) 

El espaciador transcrito interno (ITS por sus siglas en inglés), constituye un fragmento 

del ADN espaciador y se encuentra entre genes del ADN ribosómico. En eucariontes, 

se encuentran dos espaciadores internos transcritos (ITS1 e ITS2) que separan las 

subunidades 18S, 5,8S y 28S (Figura 1); ITS1 se localiza entre los genes de ARNr 18S 

y 5,8S, mientras que ITS2 entre los genes ARNr 5,8s y 28S en hongos y otros 

eucariontes (Rosero, 2012).  

El ITS es el locus más conocido en la investigación de microorganismos, siendo muy 

exitoso para la identificación de un gran número de hongos. Se ha designado como un 

marcador de ADN universal para hongos, debido a un alto grado de variación en su 

secuencia, siendo muy útil para analizar una gran diversidad genética e identificación 

taxonómica (Villalobos Arámbula et al., 2005). 

Figura 1.       

Representación gráfica de los dos espaciadores internos transcritos (ITS1 e ITS2). 

 

Nota. Horisawa,S., Sakuma, Y., & Doi, S. (2009) 

Las regiones de ADNr comúnmente estudiadas son tres genes codificantes: 18S 

(llamada subunidad pequeña SSU) 5.8S y, 28S (o subunidad grande LSU). Además, 

entre estas se encuentran dos espaciadores internos: ITS1 e ITS2. Este conjunto de 

regiones codificantes y espaciadores internos son lo que permiten realizar estudios 

filogenéticos (Rosero, 2012). Las subunidades SSU y LSU permiten la unión de 

cebadores universales para amplificar regiones espaciadoras y, el ITS1 e ITS2, 

intervienen para establecer relaciones filogenéticas (Quijada Mascareñas, 1988). 

White et al. (1990), manifiestan que los iniciadores específicos (ITS1 e ITS4) sirven para 

amplificar y secuenciar múltiples segmentos de ADNr mitocondrial y nucleico de hongos. 
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La región ITS es usualmente de una extensión entre 600 a 800 pb, puede amplificarse 

fácilmente con iniciadores universales, posibilitando su amplificación incluso con 

muestras de ADN pequeñas, diluidas o degradadas (Tabla 1). 

A través de la PCR es posible amplificar estas regiones, obteniendo una secuencia de 

nucleótidos; pero para poder compararla con otras conocidas y almacenadas en una 

base de datos, es necesario respaldarlas con otros cebadores. Se pueden presentar 

dificultades en la identificación de especies al usar únicamente los primers ITS, debido 

a una ambigüedad o una baja calidad de las secuencias al ingresar en la base de datos. 

En el presente trabajo, la identificación se basó fundamentalmente en el análisis de las 

regiones de ADN ribosómico: secuenciación de la región ITS (ITS1 e ITS2) con primers 

ITS1 e ITS4; y, la secuenciación de los dominios D1/D2 del extremo 5’ del gen rRNA y 

la subunidad LSU, con los primer NL1 y NL4.  

O'Donnell et al. (1998), mencionan que los cebadores NL1 y NL4 posibilitan identificar 

con mayor precisión la mayoría de especies de levaduras analizadas, en función de su 

secuencia de nucleótidos en LSU. El análisis de dos regiones del ADNr, refuerza la 

identificación genotípica de los hongos en estudio ya que, si se obtuviera ambigüedad 

en los resultados de ITS, se reforzaría el análisis obtenido con los primers NL y así 

verificar los resultados (Carvajal, 2008). 

Tabla 1.   

Iniciadores empleados para la amplificación. 

Iniciadores Secuencia Fragmentos de 

amplificación 

ITS-1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 600 a 800 pb 

 

 

600 a 800 pb 

ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

NL-1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAA 

AG 

NL-4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG 

Nota.  Por White & Bruns, (1990); O'Donnell et al. (1998) 
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3.3. PCR (Reacción en cadena de la Polimerasa)  

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), desarrollada 

por el Dr. Kary Mullis en 1985, es una reacción enzimática in vitro de síntesis del ADN. 

Es una técnica, se fundamenta en la obtención de múltiples copias del fragmento de 

ADN, a través de varios ciclos de periodos y temperaturas de incubación diferentes, en 

presencia de una enzima polimerasa termoestable, que tiene la capacidad de sintetizar 

naturalmente el ADN (Santana & Alonso, 2021).  

Los productos sintetizados, que se obtienen de la extensión de los cebadores en un 

ciclo, sirven como molde para el siguiente ciclo; por lo cual, la cantidad resultante de 

copias de ADN en cada ciclo se duplica para el siguiente (Bolívar et al., 2014). Además 

de la enzima de ADN polimerasa, en la reacción se usan elementos importantes como 

nucleótidos o desoxirribonucleótidos trifosfatos (dNTPS: adenina, timina, citosina y 

guanina), oligonucleótidos o primers, agua y una solución amortiguadora o también 

llamada buffer. Todos estos elementos interactúan en tres etapas:  

1. Desnaturalización: implica la separación de la doble cadena de ADN, en dos 

cadenas simples. La temperatura se eleva por encima del punto de fusión (92 ºC 

a 96 ºC), produciendo la separación de las hebras de ADN y permitiendo obtener 

cadenas separadas para el siguiente paso. 

2. Hibridación: se refiere al anillamiento de los cebadores o primers en las cadenas 

de la molécula original de ADN, para la síntesis de una nueva cadena; los primers 

se unen al extremo 3’ de la cadena previamente separada, haciendo posible la 

hibridación con su secuencia complementaria. En este proceso desciende la 

temperatura (50 ºC a 60 ºC), facilitando que los cebadores se unan a los 

segmentos del ADN. 

3. Extensión: la extensión de la nueva cadena se da a partir de los puntos de unión 

de los cebadores. La ADN polimerasa realiza esta reacción, produciendo la 

síntesis de la fracción deseada de ADN. La extensión de las cadenas se da en 

dirección 5´ a 3´, y es necesario elevar la temperatura (72 ºC). Esto posibilita que 

la ADN polimerasa extienda a los cebadores, añadiendo nucleótidos y 

sintetizando los nuevos productos (Delidow et al., 1993). 

Los primers o cebadores son secuencias cortas de moléculas de ácidos nucleicos (18 a 

24 pares de bases), se utilizan para amplificar un fragmento de ADN de interés. En la 

PCR, estos primers se hibridan con el ADN original y limitan la región amplificada, 

produciendo millones de copias (Sánchez y Barrera Saldaña, 2004). 
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El ADN polimerasa es una enzima que se encarga de la catálisis de la reacción; favorece 

la unión de moléculas individuales, llamados monómeros, para formar una cadena 

grande, llamada polímero; este polímero formado es el ADN. La enzima más usada es 

la Taq ADN polimerasa, la cual soporta altas temperaturas, gracias a que proviene de 

la bacteria termófila Thermus aquaticus (Sánchez y Barrera Saldaña, 2004). 

Cuando se repite por segunda vez el ciclo, se obtienen cuatro moléculas, generando el 

tercer ciclo ocho moléculas. Los tres pasos de desnaturalización se repiten por “n” 

veces, duplicándose en cada ciclo. Generalmente, se amplifica entre 30 a 50 ciclos, 

dependiendo de la cantidad de la muestra. La amplificación se da exponencial o 

logarítmicamente, las cadenas que fueron previamente sintetizadas sirven de molde 

para las futuras amplificaciones (Cazar Iza y Pérez Reyes, 2019). 

3.4. Electroforesis en gel de agarosa 

La electroforesis es un método de separación, elaborado por Matubara y Takagi en 

1962, que se utiliza para separar moléculas según su carga, tamaño y forma. Se ejecuta 

en una cámara de electroforesis, compuesta de una banda de gel de agarosa y 

conectada a una fuente de poder (Montalvo Navarro y Lugo Flores, 2016.  

El gel que se utiliza es de agarosa, polisacárido que se obtiene de las algas rojas 

marinas, integrado por unidades de agarobiosa. Este polímero se gelifica rápidamente 

y es soluble en agua a temperaturas superiores de 65 °C. Forman pequeños capilares 

que actúan como tamiz, que posibilitan que las moléculas pequeñas se muevan más 

rápido que las moléculas grandes, debido a una mayor resistencia al interior del gel. La 

distancia recorrida es inversamente proporcional al tamaño del ADN, es decir, a mayor 

tamaño, menor es la distancia recorrida. En un extremo, el gel tiene ranuras o pocillos 

que se colocan las muestras de ADN. El ADN posee una carga negativa por sus grupos 

fosfatos, lo que permite que, mediante la aplicación de un campo eléctrico, las moléculas 

puedan migrar en dirección al ánodo de carga positiva. La migración también depende 

de la concentración de agarosa (Sandoval Rodríguez y López de la Mora, 2016). 

Igualmente, la cantidad de voltaje aplicado interviene con la migración, ya que, con un 

bajo voltaje, la velocidad de migración de las bandas más pequeñas no será visible; 

mientras que, a altos voltajes, el gel se puede derretir y dar una mayor velocidad de 

corrimiento, sin embargo, se presentan curvaturas en las bandas, impidiendo su correcto 

análisis (Sandoval Rodríguez y López de la Mora, 2016). Otro parámetro que puede 

afectar la migración de bandas es la composición y fuerza iónica del buffer; los más 
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utilizados son el TAE (Tris, Ácido Acético, EDTA) y TBE (Tris, Borato, EDTA) (Pérez 

Cardona y Gómez, 2015). 

Para la visualización de los ácidos nucleicos se utilizan colorantes fluorescentes como 

SYBR Safe (Invitrogen), SYBR Gold (Invitrogen), SYBR Green I (Bio Rad), Vistra Green 

(Bio Rad), Ez visión, Syto60 (Invitrogen), que son menos tóxicos que el bromuro de 

etidio. Estos colorantes se incorporan en el gel, antes de que se solidifique. El SYBR 

Safe se une de manera no covalente a los ácidos nucleicos, facilitando observar el ADN 

mediante luz azul, en un rango de 470 a 530 nm. De este modo, se puede estimar su 

concentración al compararlo con patrones de peso molecular conocidos (Pérez Cardona 

y Gómez, 2015). 

3.5. Secuenciación de ADN e identificación taxonómica  

La secuenciación de Sanger, también denominado como método por terminación de 

cadena, es aquel que permite conocer la secuencia de bases nitrogenadas que 

conforman la cadena de ADN. El método, desarrollado por el bioquímico británico 

Frederick Sanger en 1975, se basa en la síntesis enzimática de ADN usando un ADN 

polimerasa con nucleótidos modificados, dideoxinucleótidos trifosfato (ddNTPs), cada 

uno marcado con pigmentos diferentes. Los ddNTPs carecen de hidroxilo en el carbono 

3’ del azúcar, esencial para realizar el enlace fosfodiéster entre los nucleótidos 

(Valderrama et al., 2020). La ADN polimerasa incorpora bases a una cadena sencilla de 

ADN; esta reacción se ve interrumpida al incorporar dideoxinucleótido, ya que al no 

poseer el grupo hidroxilo, no de añaden otras bases, resultando múltiples fragmentos 

de ADN de diferentes tamaños (Garrigues, 2023). 

El objetivo de la secuenciación es determinar el orden de los nucleótidos en un 

fragmento de ADN. Para ello se necesita de una mezcla con un ADN molde, primer, 

ADN polimerasa, los cuatro tipos de nucleótidos o deoxinucleótidos (dNTPs) y, en cada 

una de las reacciones, se añade uno de los ddNTPs marcados con fluorocromo 

(Valderrama et al., 2020). La mezcla se calienta para desnaturalizar el molde de ADN y 

separar las cadenas; una vez separadas, la reacción se enfría para que el primer se una 

al molde de la cadena; posteriormente, se sube la temperatura para que la ADN 

polimerasa pueda sintetizar nuevo ADN, añadiendo nucleótidos a la cadena hasta que 

sea capaz de incorporar los ddNTPs, deteniéndose al no poder añadir más nucleótidos; 

así, se crea un fragmento de ADN cuyas cadenas terminan con el nucleótido didesoxi, 

de esta forma, se generan múltiples fragmentos de ADN de diferentes tamaños, 
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obteniendo un patrón de bandas que permite leer la secuencia de bases (Reguero Reza, 

2014). 

El resultado de la reacción debe ser revelado por electroforesis capilar, empleando un 

voltaje alto para producir la suficiente corriente eléctrica que permita separar los 

fragmentos de ADN. Los fragmentos de ADN cortos, a diferencia de los fragmentos 

largos, se movilizan más rápido a través de los poros del gel. A medida que las 

moléculas pasan por la línea de meta o la ventana de detección, en los capilares al final 

del tubo, se iluminan con un láser y, los fluorocromos asociados a los fragmentos de 

ADN, emiten una señal fluorescente. Esta fluorescencia es detectada e interpretada por 

un software especializado (como SnapeGene), generando un cromatograma que 

representa la secuencia de ADN (Fuertes-Flores et al., 2018). 

Tras obtener las secuencias de ADN, es posible efectuar la identificación taxonómica, 

utilizando la base de datos GenBank del National Center for Biotechnology Information 

(NCBI). GenBank forma parte de una colaboración internacional de bases de datos de 

secuencias de nucleótidos, que brinda información detallada sobre secuencias de ADN. 

Esta base de datos permite comparar la secuencia de ADN obtenida mediante el 

algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), con las secuencias almacenadas 

y así identificar la especie en estudio, de manera precisa y confiable. 
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Capítulo II 

4. Materiales y métodos  

4.1. Origen de los aislados fungales  

El presente trabajo, se realizó a partir de una colección de hongos potencialmente 

micorrízicos que se encuentran en el orquideario de la Universidad de Cuenca en el 

campus Balzay. Estos hongos fueron aislados de tres orquídeas epífitas nativas del 

cantón Gualaceo: Cyrtochilum sp., Pleurothallis sp., y Odontoglossum pardinum en el 

año 2022. Dichas orquídeas forman parte de la flora del Bosque Protector Aguarongo 

que se localiza en la parroquia de Jadán (Gualaceo, provincia del Azuay). La 

temperatura atmosférica de este sitio oscila entre los 11,5 y 12 ºC, que permite el óptimo 

desarrollo de plantas epífitas. Dentro de sus 2082 hectáreas, alberga una gran 

diversidad de plantas, entre las que destacan nueve especies de la familia Orchidaceae 

(Duque et al., 2019; Loyola, 2019). 

4.2. Subcultivos de hongos potencialmente micorrízicos 

En total, se trabajó con 10 cajas Petri que contenían los hongos potencialmente 

micorrízicos: 3 cajas de aislados la especie de Cyrtochilum sp., 2 cajas de aislados de 

la especie de Pleurothallis sp., y 5 cajas de aislados de la especie de O. pardinum. Estos 

hongos fueron repicados en medio Potato Dextrose Agar (PDA), con un pH de 5.6 

(Anexo A). El medio se esterilizó a una temperatura de 120 ºC y una presión de 0,15 

MPa, durante 15 minutos. Los subcultivos se realizaron en condiciones asépticas dentro 

de la cámara de flujo laminar, cámara que previamente fue expuesta a radiación UV por 

15 minutos. Luego de culminado el proceso de siembra, se incubó en la estufa a 35 ºC 

(Anexo A).En el (Anexo B) se observa los códigos asignados por el orquideario a los 

aislados de los hongos potencialmente micorrízicos.  

Para obtener los subcultivos, se trabajó en la cabina de flujo laminar en condiciones 

asépticas. Empleando un bisturí estéril número 20, se extrajeron muestras de las 10 

cajas que contenían los aislados fungales de Cyrtochilum sp., Pleurothallis sp. y O. 

pardinum; luego, se inocularon en cajas Petri con agar PDA. Con la finalidad de 

conseguir un respaldo adecuado, se realizó un triplicado de cada caja cultivada, 

resultando 30 cajas en total. Las muestras se sellaron y se incubaron en la estufa a 37 

ºC con su respectiva codificación (Tabla 2), para su posterior análisis. 
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Para el análisis molecular, inicialmente se trabajó con cuatro cajas: dos pertenecían a 

las especies O. pardinum una a la especie Cyrtochilum sp., y otra a la especie 

Pleurothallis sp. (Anexo C). En estas cajas, después de ocho días de incubación a 37ºC, 

se evidenció el crecimiento de micelios de coloración blanquecina con bordes 

irregulares, así como micelios con estrías irregulares de tonos cremosos e incoloros, y 

otros de color pardo. Para extraer los micelios descritos se trabajó en una cámara de 

flujo laminar, utilizando un bisturí número 20, cuidando de raspar solo el micelio sin el 

agar, ya que esto podría interferir con el análisis molecular.  

Tabla 2.  

Códigos asignados para cada tubo de los aislados fungales de las tres especies de orquídeas 

epífitas. 

Especie de orquídea Código de la colonia 

aislada en 2022 

Código de las colonias para 

extracción del ADN 

 

 

Cyrtochilum sp. 

CSP-M1 C CMC 

CSP-M6RA A1 

CSP-M6R B  M6 

 

 

 

Odontoglossum 

pardinum 

OS-M1 A A4 

OS-M5 B M5 

OS- M9 C A3 

OS-M3R B A2 

OS-M7R C M7 

 

Pleurothallis sp. 

PSP-M9 B M9 

PSP-M2 B PMB 

Nota. Elaboración propia  

4.3. Extracción de ADN  

La extracción de ADN se realizó a partir de 10 repiques que contenían los hongos en el 

medio PDA. Una vez obtenidos los micelios en tubos Eppendorf de 1,5 ml, se inició la 
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extracción, utilizando el kit PureLink® Genomic DNA (Invitrogen), el cual garantiza 

extracciones de ADN con alto rendimiento y pureza, mediante un procedimiento de lisis 

celular. El micelio se mezcló con el tampón de digestión junto a 10 perlas de acero y se 

procedió con una lisis mecánica utilizando un molino (Retsch MM400). A partir de este 

punto, se siguieron las indicaciones restantes según lo establecido por el fabricante. Las 

muestras de ADN fueron conservadas a -20 ºC , para su posterior amplificación 

mediante PCR. 

4.3.1. Electroforesis de ADN 

Para determinar la calidad del ADN, se realizó una electroforesis en un gel de agarosa 

al 1,2 % p/v, al que se añadieron 4 µL de Sybr Safe (Invitrogen) por cada 50 mL de TAE 

1X. De cada una de las muestras de ADN genómico se cargaron 4 µL y se mezclaron 

con 1 µL del reactivo Blue Juice (Invitrogen), para visualizar su posición en el gel. Las 

muestras se colocaron en el gel, junto con el marcador de peso molecular 1Kb plus 

(Invitrogen) y se sometieron a electroforesis en una cámara a 300 mA y 110V, durante 

aproximadamente 45 minutos. Terminada la corrida del gel, para poder apreciar la 

calidad del ADN extraído de cada hongo, se reveló el gel mediante luz UV; para lo cual 

se empleó un transiluminador y un foto-documentador (Enduro™ GDS), donde se 

comparó el tamaño de las bandas obtenidas con las del marcador molecular de peso. 

4.3.2. PCR, Reacción en Cadena de la Polimerasa  

Para la amplificación de las regiones ITS1-5.8S-ITS2 y parte de la región 28S rADN se 

aplicaron los primers universales para eucariotas ITS1 (5’ 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) / ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC) y los primers 

NL-1 (5’ GCATATCAATAAGCGGAGGAAA AG 3’) / NL-4 ( 5’ 

GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3’), respectivamente. Al aplicar los primers NL se reforzó 

la identificación genotípica de los hongos en estudio y se aseguraron los resultados 

obtenidos. 

Para realizar la reacción de PCR, se utilizaron tubos de 0,2 mL donde se mezclaron los 

siguientes componentes: 25 µL de Dream Taq Green (Master Mix), 2,5 µL del cebador 

ITS1 Forward, 2,5 µL del cebador ITS4 Reverse, 5 µL de ADN y 15 µL de agua libre de 

nucleasas. Esto dio como resultado un volumen final de 50 µL. Se llevó a cabo el mismo 

procedimiento con los cebadores NL, incluyendo también un control blanco para los 

cebadores NL e ITS. En total, se obtuvieron 10 productos utilizando los cebadores NL y 
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10 productos utilizando los cebadores ITS, junto con sus respectivos controles en 

blanco. 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un termociclador (MiniAmp Plus, Applied 

Biosystem), con el siguiente programa para la desnaturalización inicial se comenzó con 

una temperatura de 94 °C por cinco minutos; 35 ciclos, cada uno incluyendo una 

desnaturalización a 94 °C por 30 segundos, un anillamiento a 57.4 °C por 45 segundo, 

una extensión inicial a 72 °C por 45 segundos; y para terminar se aplicó una extensión 

final a 72 °C por siete minutos. 

Los productos obtenidos del PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa, como se menciona en la sección 4.5.1. A diferencia del procedimiento anterior, 

en este caso de PCR ya no se colocó el reactivo de Blue Juice (Invitrogen) para teñir las 

muestras, porque ya presentaron coloración debido al reactivo Dream Taq Green 

(Master Mix).  

4.3.3. Purificación del producto de PCR  

Para purificar el ADN del producto de PCR, se utilizó el KIT Wizard® SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega). Se midió el volumen del producto final de PCR, 

obteniendo un total de 50 µL en cada una de las muestras, tanto de NL como de ITS. A 

los 50 µL de la muestra de PCR se le añadieron 50 µL de nucleasa free wáter 

(Invitrogen), lo que resultó en un volumen total de 100 µL; y, se procedió a seguir todos 

los pasos descritos en el kit. El producto final purificado, se conservó en tubos Eppendorf 

de 1,5 ml a una temperatura de -20 ºC. Posteriormente, se realizó una electroforesis 

para confirmar que se había realizado una buena purificación, siguiendo los pasos 

descritos en la sección 4.5.1. Una vez que se observaron las bandas de ADN, en el gel 

de agarosa mediante el foto-documentador, se aseguró que el proceso de purificación 

se había llevado a cabo correctamente, y se procedió con la cuantificación. 

Para esto se añadió 1 µL de ADN junto con 3 µL de Buffer de Elution, y se realizó la 

lectura en el lector de microplacas EPOCH (Biotek), el cual permitió la cuantificación de 

ADN a través de la medición de la absorbancia a 260 nm. 

Respecto a la cuantificación se determina la pureza de las muestras por medio de la 

relación de absorbancia a 260/280 (ADN/proteínas). Una relación mayor a 2.1 indica 

contaminación del ADN con ARN y una relación menor indica contaminación con 
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proteínas considerando que las proteínas y el fenol se absorben a 280 nm, mientras que 

los ácidos nucleicos se absorben a 260nm.  

4.3.4. Secuenciación y análisis de secuencias  

Para su secuenciación, los productos obtenidos de la purificación de la PCR fueron 

enviados a la empresa Macrogen, en Corea del sur (https://dna.macrogen.com/). 

Siguiendo la guía de preparación de muestras para el servicio de secuenciación de 

Sanger, se añadió un volumen final de 15 µL de muestra, a una concentración de 60 

ng/µL en cada tubo Eppendorf de 1,5 mL. Considerando que el ADN contiene dos 

hebras, una “Forward” y otra “Reverse”, se enviaron dos tubos de 15 µL para la 

secuenciación de cada muestra, lo que resultó en un total de 40 tubos, es decir, 20 tubos 

para los productos de PCR obtenidos con los primers ITS y 20 tubos para los productos 

obtenidos con los primers NL. 

Análisis de secuencias 

Luego de que todos los fragmentos fueron secuenciados, se accedió al programa 

PRABI-Doua, CAP3 Sequence Assembly Program (https://doua.prabi.fr/software/cap3) 

para ensamblar las secuencias “Forward” y “Reverse” de cada muestra. Una vez 

obtenidas las secuencias alineadas, se ingresó a la base de datos National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), para compararlas con las secuencias de ADN 

disponibles públicamente en el GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

Mediante la herramienta bioinformática BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), 

se analizó cada una de las secuencias para su asignación taxonómica.   

Los datos obtenidos se organizaron con ayuda del software Microsoft Excel ®, donde 

se incluyó el nombre de la secuencia, la secuencia Forward y Reverse junto con sus 

CONTIGS, el porcentaje de identidad y su cantidad de GAP, para una mejor 

identificación y entendimiento. 

 

 

 

 

 

 

https://doua.prabi.fr/software/cap3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Capítulo III 

5. Resultados 

5.1. Repiques de especímenes de hongos potencialmente micorrízicos 

Se trabajó con 10 hongos obtenidos del orquideario de la Universidad de Cuenca, los 

cuales fueron aislados en el año 2022 de tres orquídeas epífitas nativas del cantón 

Gualaceo, provincia del Azuay. En la Tabla 3 se observa el total de cajas obtenidas de 

los aislados fungales de cada especie durante el tiempo de estudio y en el (Anexo C) se 

describen sus características macroscópicas.  

Tabla 3. 

Repiques de aislados fungales obtenidos de raíces de orquídeas Cyrtochilum sp., Pleurothallis 

sp., y O. pardinum 

Código del aislado 

Fungal 

Orquídea de origen y 

sección de la raíz 

Número de cajas en total 

obtenidas 

CSP-M6R A 
Cyrtochilum sp.; Raíz 6, 

sección A 

3 

OS-M3R B 
Odontoglossum pardinum; 

Raíz 3, sección B 

3 

OS-M9 C 
Odontoglossum pardinum; 

Raíz 9, sección C 

3 

OS-M1 A 
Odontoglossum pardinum; 

Raíz 1, sección A 

7 

CSP-M6R B 
Cyrtochilum sp.; Raíz 6, 

sección B 

6 

OS-M7R C 
Odontoglossum pardinum; 

Raíz 7, sección C 

1 

PSP-M9 B 
Pleurothallis sp.; Raíz 9, 

sección B 

5 
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OS-M5B 
Odontoglossum pardinum; 

Raíz 5, sección B 

1 

PMP-M2-B 
Pleurothallis sp.; Raíz 2, 

sección B 

4 

CMP-M1 C 
Cyrtochilum sp.; Raíz 1, 

sección C 

18 

Nota. Elaboración propia  

5.2. Identificación Molecular  

5.2.1. Extracción de ADN y verificación del ADN fúngico  

El ADN fúngico fue extraído siguiendo el procedimiento descrito en la sección 4.3, y 

permitió obtener ADN con un tamaño aproximado de 15000 pb. La integridad del ADN 

extraído se evaluó mediante electroforesis en gel de agarosa, confirmando la calidad de 

la extracción al observar las bandas de ADN, como se muestra en la Figura 2. Estas 

bandas de ADN sirvieron como base para su posterior amplificación mediante PCR. 

A cada muestra de ADN se le asignó un número de acuerdo al orden en el que fueron 

colocados en los diferentes carriles del gel de agarosa (Tabla 4). 

Tabla 4. 

Designación numérica por carril de las muestras de ADN fúngico provenientes de las tres 

especies de orquídeas del cantón Gualaceo. 

Código del 

aislado fungal 

Código del ADN fúngico Orquídea de origen y 

sección de la raíz 

CSP-M6R A A1 
Cyrtochilum sp.; Raíz 6, 

sección A 

OS-M3R B A2 
Odontoglossum pardinum; 

Raíz 3, sección B 

OS-M9 C A3 
Odontoglossum pardinum; 

Raíz 9, sección C 

OS-M1 A A4 
Odontoglossum pardinum; 

Raíz 1, sección A 

CSP-M6R B M6 
Cyrtochilum sp.; Raíz 6, 

sección B 
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OS-M7R C M7 
Odontoglossum pardinum; 

Raíz 7, sección C 

PSP-M9 B M9 
Pleurothallis sp.; Raíz 9, 

sección B 

OS-M5B M5 
Odontoglossum pardinum; 

Raíz 5, sección B 

PMP-M2-B PMP 
Pleurothallis sp.; Raíz 2, 

sección B 

CMP-M1 C CMP 
Cyrtochilum sp.; Raíz 1, 

sección C 

Nota. Elaboración propia  

Figura 2 

Electroforesis en gel de agarosa de los 10 aislados fungales de Cyrtochilum sp., Pleurothallis sp. 

y O. pardinum, según su designación numérica en cada carril, como se muestra en la Tabla 4.  

L A1 A2 A3 A4 M6 M7 M9 M5 PMP CMP 

 

Nota. Elaboración propia  
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5.2.2. Amplificación de las regiones ITS y NL mediante la técnica 

de PCR  

Para la amplificación mediante PCR se utilizaron las parejas de primers ITS1 /ITS4 y 

NL1 / NL4 junto con el ADN molde descrito en la sección anterior. Mediante los primers 

ITS1-ITS4 se comprobó la amplificación del ADN, apreciando bandas de 600 a 650 pb. 

Estos resultados se reforzaron utilizando los primers NL1-NL4, los cuales generaron 

fragmentos de ADN de tamaño similar a los obtenidos con los cebadores ITS 

Figura 3  

Electroforesis de la amplificación de los productos de PCR junto con sus primers ITS y NL de los 

aislados fungales. A cada producto de PCR se le asignó un número de acuerdo al orden en el 

que fueron colocados en los carriles del gel de agarosa. 

 

Nota. Elaboración propia 

Se lograron buenos resultados utilizando los primers ITS y NL, ya que fue posible 

amplificar todas las muestras. En todos los carriles se observaron bandas, tanto en las 

tres muestras de Cyrtochilum sp., como en las cinco muestras de la especie O. pardinum 

y en las dos muestras de Pleurothallis sp. . 

5.2.3. Purificación y cuantificación de los productos de PCR 

La purificación de los productos de PCR se realizó para eliminar cualquier compuesto 

que pudiera interferir en el análisis de las secuencias. Para ello, se siguieron los pasos 

descritos en la sección 4.3.3. Posteriormente, se realizó una electroforesis en un gel de 

agarosa al 1,2 %, para verificar el éxito del proceso de purificación y obtener bandas 

1500 pb 

 
650 pb 

 

15000 pb 
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claras de los productos de PCR, junto con los cebadores ITS y NL, tal como se muestra 

en la Figura 4. 

Figura 4 

Electroforesis de la purificación de los productos de PCR juntos con sus primers ITS y NL de los 

aislados fungales. A cada producto de PCR se le asignó un número.  

 

 Nota. Elaboración propia 

Las 10 muestras de PCR (10 provenientes de la amplificación con los primers ITS y 10 

de la amplificación con primers NL), fueron evaluadas en el lector de microplacas 

EPOCH de Biotek. En la Tabla 5 se muestran los valores para los amplicones obtenidos 

con los primers ITS, los cuales se encuentran por debajo de la relación 2,1 (260/280). 

Tabla 5 

Cuantificación de los primers ITS y NL en las 20 muestras fungales de las especies O. 

pardinum, Cyrtochilum sp y Pleurothallis sp. 

Código del ADN 
fúngico 

Well ID Primer ITS Primer NL 

A1  

260/280 
ng/µL 

 

 

1,90 
60,414  

 

1,887 
64,407  

A2  

260/280 
ng/µL 

 

 

1,940 
56,487  

 

1,855 
68,907  

A3  

260/280 
ng/µL 

 

 

1,91 
51,573  

 

1,93 
52,152  

A4  

260/280 
ng/µL 

 

 

1,861 
50,394  

 

1,894 
102,21  

15000 pb 

 

1500 pb 

 
650 pb 
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Nota. Elaboración propia 

5.2.4. Análisis de la secuencias obtenidas  

Se alinearon las secuencias obtenidas de las 20 muestras fungales, 10 con los primers 

ITS y 10 con los primers NL, utilizando la base de datos universal GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y la herramienta bioinformática 

BLAST(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Anexo E). Posteriormente, se analizó su 

designación taxonómica, en la que se obtuvo los siguientes resultados (Tabla 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M5  

260/280 
ng/µL 

 

 

2,156 
53,253  

 

1,996 
69,813  

M6  

260/280 
ng/µL 

 

 

2,246 
43,854  

 

1,94 
76,986  

M7  

260/280 
ng/µL 

 

 

1,953 
44,847  

 

1,931 
64,506  

M9  

260/280 
ng/µL 

 

 

1,915 
51,612  

 

1,908 
66,582  

PSP  

260/280 
ng/µL 

 

 

1,946 
48,747  

 

1,931 
68,199  

CSP  

260/280 
ng/µL 

 

 

1,912 
53,094  

 

1,923 
64,692  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabla 6 

Identificación taxonómica de los hongos aislados de las especies de orquídeas Cyrtochilum sp., 

Pleurothallis sp., y Odontoglossum pardinum junto con los primers ITS y NL.  

 Primers ITS Primers NL 

Especie de 

Orquídea 

C
ó

d
ig

o
 Tipo de hongo 

identificado 

%
ID

 

G
A

P
 %

 

E
-v

a
lu

e
 

Tipo de hongo 

identificado 

%
ID

 

G
A

P
 

E
-v

a
lu

e
 

Cyrtochilum sp. 
CSP-M6R A 

A1 Trametes hirsuta 99 0 0,0 Trametes hirsuta 99 0 0,0 

Odontoglossum 
pardinum 

OS-M3R B 

A2 Ceratobasidium 95 0 0,0 
Ceratobasidiaceae 

sp. 
99 0 0,0 

Odontoglossum 
pardinum 
OS-M9 C 

A3 
Psathyrella 

coprophila 
99 0 0,0 

Psathyrella 

coprophila 
99 0 0,0 

Odontoglossum 
pardinum 
OS-M1 A 

A4 Coprinellus sp. 99 0 0,0 Coprinellus sp. 100 0 0,0 

Odontoglossum 
pardinum 
OS-M5B 

M5 
Elaphocordycep

sp. 
98 0 0,0 

Elaphocordyceps 

sp. 
98 0 0,0 

Cyrtochilum sp. 
CSP-M6R B 

M6 Trametes sp. 99 0 0,0 Trametes sp. 100 0 0,0 

Odontoglossum 
pardinum 

OS-M7R C 

M7 
Metapochonia 

bulbillosa 
97 3 0,0 

Metapochonia 

goniodes 
100 0 0,0 

Pleurothallis sp 
PSP-M9 B 

M9 Phlebia acerina 99 0 0,0 Phlebia rufa 100 0 0,0 

Pleurothallis 
sp. 

PMP-M2-B 

PMB 
Schizophyllum 

commune 
99 0 0,0 

Schizophyllum 

commune 
100 0 0,0 

Cyrtochilum sp. 
CMP-M1 C 

CMP Virgaria sp. 95 4 0,0 Virgaria nigra 99 0 0,0 

Nota. Elaboración propia 

El ID: porcentaje de identidad; GAP: alineamiento de las secuencias cuando existe una 

delección o inserción; E-value: probabilidad de que los alineamientos sean por azar. 
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Secuencias de productos de PCR, obtenidos con Primers ITS y NL. 

Secuencia: Producto de PCR obtenido con el primer ITS1/ITS4 

TTATGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGATCAGATCATAA

AGTATTTGTCTAATTTAATAGACTGTTTGAAGCGGTTCATCCGCAATCCCGGCCAC

CTTTTTTACGGGTGTCCTCAGCGAGTGATACTTATCACGCCGAGTGGAACCGAGT

TTACTGAGATCCAGCTAATGCATTTAGGAGGAGCAGACGTGAATCTGCAGACCTC

CAAGTCCAAAACAAAGTCGACCGAGTTAACAAAAGACTTGCTTTGATAATTTCATG

ATACTCAAACAGGCATGCTCCAAGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAG

ATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTC

TTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAACTTAGTTTATAGATGCGTT

ACATCAATTACATTCAGTTTAAAATATATGAGTTTATGTATTGGCAGACGAAACCCC

TCCTCTCGCGAAAGAGAAAGACCTCCGTCTCACAAGTGCACAGGTGTGTGTGGAT

GAAAGAGAAGGCGTGCACATGCCTCGGTGAAGAGGCCAGCGACAACCAACTCTA

CATTCATTCAATAATGATCCTTCCGCGT 

En la Figura 5 se describe la secuencia de la muestra (A2) con los primers ITS, 

perteneciente a la especie O. pardinum; raíz 3, sección B alineada con la base de datos 

universal GenBank; mostró un porcentaje de identificación del 99 %, para el género 

Ceratobasidium sp., el cual es un hongo micorrízico que pertenece al género-forma 

Rhizoctonia.  

Figura 5  

Alineamiento de la secuencia de la muestra (A2) Odontoglossum pardinum; Raíz 3, sección B 

junto con los primers ITS en la base de datos Gen-Bank. 

 

Nota. Elaboración propia 
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Secuencia: Producto de PCR obtenido con el primer NL1/NL4 

ATACGGAGGAAAAGAAACTAACAAGGATTCCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGA

AGAGCTCAAATTTAAAATCTGGCGGTGTATTCCGTCCGAGTTGTAGTCTAGAGAAG

CATCATCCGCGCCGGACCATGTACAAGTCTCTTGGAACAGAGCGTCATAGAGGGT

GAGAATCCCGTCCTTGACATGGACTCCCGGTGCTTTGTGTTGTGCTCTCAACGAG

TCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTCAAAATGGGTGGTAAATTCCATCTAAAGCTAAA

TATTGGCGAGAGACCGATAGCGAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAAAGCACT

TTGGAGAGAGAGTTAAACAGTACGTGAAATTGTTGAAATGGAAACGATTGAAGTCA

GTCGCGTTCTCTGGGATTCAGCCTTGCTTATGCTTGGTGCATTTCCTAGTCTACGG

GCCAGCATGGATTTCGACCGTTGGAAAAGGGCTGGGGGAATGTGGCACCTTCGG

GTGTGTTATAGCCCCTTGTCGCATGCATCGGTTGGGATCGAGGACCTCAGTGCAC

GCTTCGGTTGTGCTTTGATGCTGGCGTAATGGCTTTAAACGACCCGTCTTGA 

En la Figura 6 se describe la secuencia de la muestra (A2) con los primers NL, 

pertenecientes a la especie Odontoglossum pardinum; raíz 3, sección B alineadas con 

la base de datos universal mostró así mismo un porcentaje del 99% de identificación 

para el género Ceratobasidium sp. que, junto con los primers ITS, permitió reforzar su 

identificación genotípica. 

Figura 6 

Alineamiento de la secuencia de la muestra (A2) Odontoglossum pardinum; Raíz 3, sección B 

junto con los primers NL en la base de datos Gen-Bank. 

 

Nota. Elaboración propia 

La secuencia con el código OS-M3R B, correspondiente a O. pardinum, aislada de la 

réplica de la raíz 3, sección B, se identificó como el género Ceratobasidium sp. Se 

identifica como el único hongo micorrízico; este tipo de hongo genera una relación 

simbionte que se establece en las orquídeas, permitiendo así la posibilidad de 

germinación (López et al., 2019).  
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Las secuencias con el código CSP-M6R A, correspondiente a Cyrtochilum sp., aislada 

de la réplica de la raíz 6, sección A, se identificó como la especie Trametes hirsuta; es 

un patógeno vegetal, que se encuentra en la madera muerta (Hernández Calderón, 

2018).  

Las secuencias de la especie O. pardinum, codificada como OS-M9 C, aislada de la raíz 

9, sección C, se identificó como la especie Psathyrella coprophila. Este hongo se 

encuentra sobre los excrementos equinos (caballo, asno, mula), prados húmedos por la 

lluvia o riego, caracterizándose por ser tóxica, pero no alucinógena (Heykoop et al., 

2017).  

El análisis de las secuencias codificadas como OS-M1 A, de la especie O. pardinum, 

aislada de la raíz 1, sección A, se identificó como la especie Coprinellus sp. Este hongo 

crece en grupos cerca o sobre tocones de madera en descomposición o en las raíces 

subterráneas de los árboles; las setas son comestibles, antes de que las láminas se 

ennegrezcan y disuelvan (Hussain et al., 2018). 

Para la identificación molecular de la cepa fúngica de la especie O. pardinum, con 

codificación OS-M5B y aislada de la raíz 5, sección media B, se identificó como la 

especie Elaphocordycep sp. Dicho hongo se encuentra dentro del grupo de los 

Cordyceps spp., los que se caracterizan por ser hiperparásitos de hongos de 

Elaphmyces spp. (González Reyes, 2014). 

Tras la caracterización de CSP-M6R B, equivalente con la cepa fúngica de Cyrtochilum 

sp., la cual fue aislada de la réplica de la raíz 6, sección media B; se identificó como la 

especie Trametes sp. Este hongo saprófito, se desarrolla en bosques templados sobre 

madera muerta (Rojas Franco et al., 2015). 

Respecto a la cepa fúngica OS-M7R C, especie O. pardinum, aislada de la réplica de la 

raíz 7, sección C, en su identificación molecular se reportaron las especies 

Metapochonia bulbillosa y Metapochonia gonoides. Estas dos especies de hongos son 

entomopatogénicos, localizadas en el suelo y rizosferas de diferentes variedades 

vegetales (González Pimentel, 2019). 

En la identificación molecular de la cepa Pleurothallis sp., codificada como PSP-M9 B y 

aislada de la raíz 9, sección B; se identificó las especies Phlebia acerina y Phlebia rufa. 

Ambas especies de hongos son patógenos vegetales, que pudren la madera (Kumar 

et al., 2018). 
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Las secuencias con el código CMP-M1C, correspondiente a Cyrtochilum sp., aislada de 

la raíz 1, sección C, se identificó como la especie Virgaria sp.; es un patógeno vegetal, 

que se encuentra en la madera muerta (Hernández Calderón, 2018).  

Los porcentajes de identificación molecular de la cepa de Pleurothallis sp., con código 

PMP-M2-B, la misma que aislada de la raíz 9, sección B; se identificó como la especie 

Schizophyllum commune. Esta especie de hongo descompone la madera de los árboles, 

después de las temporadas de lluvia (Mahajam, 2022). 
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Capítulo IV 

6. Discusión  

 

En el presente estudio, se aplicaron técnicas moleculares para analizar 10 cepas de 

hongos potencialmente micorrízicos obtenidas de las especies de orquídeas epífitas 

Cyrtochilum sp., Pleurothallis sp., y Odontoglossum pardinum. Se observó que, de las 

10 colonias analizadas, solo una de ellas correspondía a un hongo potencialmente 

micorrízico perteneciente al género Ceratobasidium sp. el cual fue aislado de la raíz de 

la especie Odontoglossum pardinum.  

Cueva y Moya, (2015) mencionan que el género Odontoglossum sp. cuenta con 

alrededor de 60 especies en Ecuador y son características de entornos fríos o regiones 

montañosas. Además, Cevallos et al., (2018) señalan que las especies representativas 

del género Odontoglossum sp. habitan en los Andes Ecuatorianos, así como en las 

zonas montañosas de Colombia y norte de Perú. Un estudio realizado por Beltrán (2010) 

indicó que el crecimiento de hongos micorrízicos se presenta en mayor cantidad en 

zonas frías y húmedas principalmente Ceratobasidium sp. por lo tanto, se puede concluir 

que este tipo de hongo micorrízico muestra una mayor afinidad por la especie 

Odontoglossum sp., lo cual concuerda con los datos obtenidos en nuestra investigación.  

En el presente estudio, se encontró que el hongo micorrízico colonizó la sección media 

de la raíz Odontoglossum pardinum. Investigaciones previas, como el estudio realizado 

por Matsumata et al., (2009) determinaron que la mayor colonización de hongos 

micorrízicos en las raíces de las orquídeas ocurre en los extremos distales radiculares. 

Por otro lado, la colonización micorrízica en la raíz puede también estar influenciada por 

la difusión de nutrientes (Bertolini et al. 2014), así como por factores externos variables 

como la temperatura, humedad, pH también juegan un papel importante (McCormick et 

al., 2018). Aunque la colonización de la región media de la raíz es menos mencionada 

en la literatura, se debe tener en cuenta que la distribución y colonización de los hongos 

micorrízicos puede verse afectada por factores ambientales temporales, como los 

mencionados anteriormente. Así mismo, Jiménez Peña et al., (2018) menciona que, con 

el tiempo, estos factores podrían modificar la distribución de la colonización micorrízica 

alrededor de la raíz, lo que podría llevar a encontrar hongos micorrízicos en otras 

secciones, como la basal, media y apical. 

La especie Ceratobasidium sp. ha sido encontrada en climas tropicales como en los 

países de Colombia, Puerto Rico y Brasil, asociadas con orquídeas neotropicales, lo 

https://www.redalyc.org/journal/3586/358662587015/html/#B7
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.646325/full#ref126
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.646325/full#ref126
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que sugiere una amplia diversidad de estos hongos para colonizar diferentes especies 

de orquídeas (Mosquera et al., 2010, Jacquemyn et al., 2017, Suárez et al., 2016). Li et 

al., (2021) señalan que en bosques con climas templados, boreales y tropicales hay una 

mayor cantidad de micorrizas asociadas a las familias Tulasnellaceae y 

Ceratobasidiaceae, siendo este último género más dominante en hábitats secos y con 

mayor resistencia a la sequía.  

Además, según las investigaciones de Ercole et al., (2015) confirman que 

Ceratobasidium tiende a dominar en climas fríos, templados y cálidos, lo que indica que 

las orquídeas están estrechamente relacionadas con la estación y los cambios 

climáticos. Estos datos respaldan la obtención del hongo micorrízico perteneciente al 

género Ceratobasidium en el área de estudio, que está ubicado en el Bosque Protector 

Aguarongo, en el cantón Gualaceo. Cabe destacar que la recolección de raíces se llevó 

a cabo en marzo, correspondiente a una estación lluviosa, la cual favorece el desarrollo 

de hongos micorrízicos.  

Es relevante tener en cuenta que la prevalencia de los hongos micorrízicos en las 

plantas puede variar según su etapa de desarrollo. Beltrán-Nambo et al., (2018) 

mencionan que las plantas adultas presentan un grado más alto de micotrofia con 

hongos micorrízicos, lo que podría influir en la presencia y relación de Ceratobasidium 

con las orquídeas en el área de estudio. 

La identificación de hongos micorrízicos es un aspecto crítico para comprender su 

diversidad y función en los ecosistemas. Sin embargo, Nilsson et al., (2019) mencionan 

que la identificación tradicional basada en la morfología de las estructuras fúngicas 

puede ser difícil y a menudo lleva a confusiones entre especies cercanas. Aquí es donde 

las herramientas moleculares desempeñan un papel clave en la identificación precisa 

de los hongos micorrízicos. La importancia de las técnicas moleculares ofrece la 

posibilidad de realizar la identificación taxonómica de una manera más rápida, sensible 

y confiable, mediante las secuencias de ADN, que a través de estas permite la 

identificación de microorganismos en estudio. 

A través de la utilización de los primers ITS1 - ITS4 y NL 1 - NL4 se logró amplificar con 

éxito la región ITS del ADN genómico de los productos de PCR de los hongos 

potencialmente micorrízicos aislados de las especies de orquídeas Cyrtochilum sp., 

Pleurothallis sp., y Odontoglossum pardinum. En los geles de agarosa, se observaron 

bandas con una amplitud aproximada de 600 a 650 pares de bases (pb) para ambos 

juegos de primers. Cabe mencionar que los primers ITS son reconocidos como 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.646325/full#ref89
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2021.646325/full#ref141
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universales y son ampliamente utilizados en la investigación de hongos, considerados 

como código de barras para la identificación de estos organismos (Schoch et al., 2012). 

Esto coincide con el estudio realizado por Fuertes y Mallitasing (2018), quienes también 

encontraron una extensión variable de la región ITS en el rango de 500 a 750 pb, lo que 

es consistente con nuestras observaciones. 

La eficacia de la amplificación con estos primers se demostró claramente en todas las 

cepas analizadas, con bandas bien definidas. Estos resultados respaldan el uso de los 

primers ITS1-ITS4 y NL1-NL4 como herramienta confiable para la amplificación e 

identificación de especies de orquídeas. La combinación de primers ITS1 - ITS4 con 

NL1 - NL 4 permite la amplificación de las regiones ITS-5.8S-ITS2 y 28S, estas regiones 

son las más usadas en el análisis filogenéticos, aportando información suficiente para 

clasificar tanto entre género y especie. Schoch et al., (2012), de esta forma existe mayor 

posibilidad de identificar de una forma más verídica los aislados fungales.  

El análisis de las secuencias fue realizado mediante la base de datos GenBank, 

obteniendo porcentajes de identidad del 99 a 100% de especies descritas para cada 

una de las cepas. Esta base de datos permite la identificación rápida del linaje de los 

hongos al comparar con cepas que se encuentran dentro de esta base. Un porcentaje 

de identidad igual o superior de 99% permite establecer su clasificación taxonómica a 

nivel de especie. Estos valores fueron considerados correctos de acuerdo con Paredes 

& Yugi (2016), quienes mencionan que los parámetros aceptados para verificar la 

especie de un microorganismo se encuentran en el rango del 97 a 100% de identidad.    

En Ecuador se han analizado hongos presentes en raíces de orquídeas, logrando 

identificar con éxito aproximadamente 50 unidades taxonómicas operacionales (OTUs) 

de hongos micorrízicos, incluyendo el género Ceratobasidium sp. Para la amplificación 

de la región ITS y 28S y, a partir de los resultados obtenidos por PCR, realizaron un 

análisis BLAST binarios en el servidor NCBI, determinando las especies de los hongos 

micorrízicos; las orquídeas de donde se aislaron los hongos pertenecen al Sur Tropical 

y Andes Ecuatoriano (Novotná et al., 2018). Existen múltiples estudios en el Ecuador 

sobre el uso de herramientas moleculares que han permitido identificar hongos 

micorrízicos comunes de orquídeas como Tulasnellaceae y Ceratobasidiaceae (Suárez 

et al., 2016, Flores y Quishpe, 2018,  Novotná et al., 2018, López et al., 2019 ). 

Existe un estudio realizado en la Universidad de California, en donde Marshall et al., 

(2003) mencionan el uso de primers NL para el análisis en la comunidad microbiana 

mediante PCR y electroforesis en gel, obteniendo buenos resultados tras la obtención 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629919301243#bb0165
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de bandas claras para cada cultivo puro que se usó. Con respecto, al empleo de primer 

NL para la identificación de hongos micorrízicos, no se han reportado estudios previos 

que emplean esta técnica en el territorio ecuatoriano tras búsquedas exhaustivas en 

distintos idiomas y algunas bases de datos no se han reportado datos con anterioridad. 

Uno de los hallazgos significativos de nuestro estudio es la identificación del grupo 

Ceratobasidiaceae en la especie de orquídea Odontoglossum pardinu. Existen datos 

muy escasos sobre la asociación de Ceratobasidium con O. pardinum en Ecuador. Un 

estudio previo realizado por Guzmán Salinas y Moreno Coronado,(2014) menciona que 

para O. pardinum se obtuvieron cinco OTUs pertenecientes a Tulasnellaceae, 

Ceratobasidiaceae y Ascomycota, sugiriendo una cierta preferencia Ceratobasidium por 

O. pardinum, lo cual concuerda con nuestros resultados.   

Nuestro estudio contribuye con nuevos conocimientos sobre la identificación de hongos 

micorrízicos en especies de orquídeas en Ecuador utilizando los primers NL, como 

herramienta complementaria a la clásica región ITS, permitiendo una mejor 

identificación con mayor exactitud sobre su estructura genética y población fungica 

Los resultados obtenidos, especialmente la identificación de Ceratobasidiaceae en O. 

pardinum, aportan información sobre la microbiota que se encuentra asociada a estas 

raíces, que servirá como herramienta para estudios posteriores sobre la conservación 

de orquídeas nativas mediante estas asociaciones micorrícicas que permitirán 

promover, mejorar y preservar especies únicas de nuestra región. 
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Capítulo V 

7. Conclusiones 

A partir de los aislados fungales de la orquídea O. pardinum, se obtuvo el hongo 

micorrízico Ceratobasidium sp. a partir de la sección media (B). Por lo general, la 

colonización de las micorrizas ocurre en los extremos de las raíces, pero existen ciertos 

factores ambientales que pueden alterar la distribución de la colonización micorrízica 

alrededor de la raíz.  

Se obtuvo una alta concentración de ADN genómico al aplicar el Kit PureLink® Genomic 

DNA (Invitrogen), con las modificaciones pertinentes se obtuvo ADN genómico en buena 

calidad y cantidad. En cuanto con los productos de PCR obtenidos con los primer ITS y 

NL también se consiguió la concentración adecuada para su secuenciación, además 

que se observó una relación correcta de la relación A260/280= 2,1, lo cual se encuentra 

dentro de los valores normales para determinar ADN de buena calidad.  

La combinación de los primers universales ITS junto con cebadores específicos como 

los NL mostró buenos resultados para la identificación de hongos potencialmente 

micorrízicos. La filogenia molecular de las secuencias obtenidas permitió identificar el 

género Ceratobasidium sp. alcanzando un porcentaje de identificación del 99%. Sin 

embargo, también se observó la amplificación de secuencias de contaminantes y 

hongos no micorrízicos, que ocasionalmente colonizan las raíces de las orquídeas 

durante cierto periodo de tiempo, debido a su mejor adaptabilidad ecológica que facilita 

su distribución.  

Este estudio contribuye con nuevos conocimientos sobre la identificación de hongos 

micorrízicos en especies de orquídeas en Ecuador, utilizando los primers NL como 

herramienta de confirmación de los primers ITS para la identificación de hongos 

micorrízicos, en este caso para la identificación de Ceratobasidiaceae a partir de la 

especie de orquídea O. pardinum. 

 

 

 

 

 



 
48 

 

Pamela Fernanda Abril Cuesta 
 

Capítulo VI 

8. Recomendaciones  

Se sugiere emplear técnicas moleculares adicionales para amplificar regiones 

específicas del ADN, lo que permitiría una identificación más precisa de hongos 

micorrízicos y brindaría información más detallada sobre los tipos de micorrizas 

presentes en nuestro país. 

Es recomendable explorar otros cebadores específicos, ya que existen cebadores 

diseñados para identificar ciertas especies particulares de hongos micorrízicos, lo que 

podría mejorar la especificidad de las identificaciones. 

Además, se sugiere continuar con investigaciones adicionales sobre hongos 

potencialmente micorrízicos en diferentes estaciones del año en la misma zona donde 

se recolectaron las raíces. Esto permitiría verificar si el clima tiene algún efecto en el 

desarrollo de estos hongos y proporcionaría una visión más completa de su distribución. 
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Capítulo VII 
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Capítulo VIII 

10. Anexos  

Anexo A.  

Elaboración de medio PDA para la siembra de hongos potencialmente micorrízicos. 

 

Tabla 8  

Procedimiento del medio Potato Dextrose Agar 

1.- Peso de los reactivos para la elaboración 
del medio 

 

2.- Ajuste de pH del medio, con 
pHmetro/ionómetro marca 

SevenCompact™ 

  
 

3.- Proceso de calentamiento del medio hasta 
punto de ebullición 

 

4.- Proceso de esterilización del medio 
PDA, en autoclave vertical marca Tuttnauer 

modelo 2540 MLV 

 
 

 
 

5.- Medio PDA en cajas Petri 6.- Siembra de los hongos en el medio PDA 
 

  
 

Nota. Elaboración propia 
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Anexo B.  

Codificación de cepas fúngicas de las tres especies de orquídeas, cuyo aislamiento se dio de 

las raíces, divididas en tres secciones: sección basal (A), sección media (B) y sección apical 

(C); con sus respectivas réplicas. 

 

Tabla 9. 

Cepas de hongos potencialmente micorrízicos aisladas de tres orquídeas epífitas en el 

orquideario de la Universidad de Cuenca, utilizadas para su posterior identificación molecular. 

  

Especie de 

orquídea 

Códig
o 

Tipo de muestra para 

las colonias aisladas 

Sección de raíz 

Cyrtochilum sp. Csp
. 

Muestra (M) Muestra 

Réplica (MR) 

basal (A) media(B) 

apical (C) 

Pleurothallis sp. Psp
. 

Muestra (M) Muestra 

Réplica (MR) 

basal (A) media(B) 

apical (C) 

Odontoglossum 

pardinum 

OS Muestra (M) Muestra 

Réplica (MR) 

basal (A) media(B) 

apical (C) 

Nota: Chamba & Palacios (2022) 
Codificación de cepas fúngicas de las tres especies de orquídeas, cuyo aislamiento se dio de 
las raíces, divididas en tres secciones: sección basal (A), sección media (B) y sección apical 

(C); con sus respectivas réplicas.



 
 

Anexo C 

Características macroscópicas de hongos potencialmente micorrízicos aislados de las raíces de orquídeas Pleurothallis sp., Odontoglossum pardinum y 

Cyrtochilum sp 

 

Tabla 10 

Características Macroscópicas de las 10 cepas fungales  

Características macroscópica de los cuatro primeros hongos potencialmente micorrízicos 

CÓDIGO COLONIA MEDIO PDA DESCRIPCIÓN MACROSCÓPICA 

ORQUÍDEA: Odontoglossum pardinum 
 

CÓDIGO DE COLONIA: OS-M5-B 
 

CÓDIGO DE ADN: 
M5 

 

 
Coloración del micelio: 

 Blanco-Pardo 

 
Características de la colonia: 

 Colonia grande Blanquecina-parda de 
textura aterciopelada con crecimiento de tipo 

radial. 

ORQUÍDEA: Cyrtochilum sp. 
 

CÓDIGO DE COLONIA: CSP-M6R-B 
 

CÓDIGO DE ADN: 
M6 

 

 
Coloración del micelio:  

Blanco-Pardo 

 
Características de la colonia:  

Colonia grande Blanquecina-parda con 
micelio de textura algodonosa y de 

crecimiento irregular. 
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ORQUÍDEA: Odontoglossum pardinum 
 

CÓDIGO DE COLONIA: OS-M7R-C 
 

CÓDIGO DE ADN: 
M7 

 

 
Coloración del micelio:  

Blanco-Pardo 

 
Características macroscópicas de la 

colonia: 
 Colonia grande Blanquecina-parda de 

textura aterciopelada con crecimiento de tipo 
radial. 

 

ORQUÍDEA: Pleurothallis sp. 
 

CÓDIGO DE COLONIA: PSP-M9-B 
 

CÓDIGO DE ADN: 
M9 

 

 
Coloración del micelio:  

Pardo 

 
Características macroscópicas de la 

colonia: 
 Colonia grande parda de textura lisa con 

bordes irregulares, se aprecia un 
crecimiento de tipo radial. 
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Características macroscópica de los cuatro siguientes hongos potencialmente micorrízicos 

CÓDIGO COLONIA MEDIO PDA DESCRIPCIÓN MACROSCÓPICA 

ORQUÍDEA: Cyrtochilum sp. 
 

CÓDIGO DE COLONIA: CSP-M6RA 
 

CÓDIGO DE ADN: 
A1 

 

 
Coloración del micelio: 

 Blanco 
 

Características macroscópicas de la 
colonia: 

 Colonia pequeña blanca ligeramente 
algodonosa en los bordes, con estrías 

irregulares. 

ORQUÍDEA: Odontoglossum pardinum. 
 

CÓDIGO DE COLONIA: OS-M3R B 
 

CÓDIGO DE ADN: 
A2 

 

 
Coloración del micelio:  

Blanco-Pardo 

 
Características macroscópicas de la 

colonia: 
 Colonia grande Blanquecina-parda con 

micelio de textura algodonosa y de 
crecimiento irregular. 
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ORQUÍDEA: Odontoglossum pardinum 
 

CÓDIGO DE COLONIA: OS- M9 C 
 

CÓDIGO DE ADN: 
A3 

 

 
Coloración del micelio:  

Blanco 
 

Características macroscópicas de la 
colonia: 

Colonia blanca con extremos ligeramente 
algodonoso, de crecimiento radial 

impregnada en el agar. 
 

ORQUÍDEA: Odontoglossum pardinum 
 

CÓDIGO DE COLONIA: OS-M1 A 
 

CÓDIGO DE ADN: 
A4 

 

 

 
Coloración del micelio:  

Blanquecino verdoso 

 
Características macroscópicas de la 

colonia: 
Colonia grande blanquecina de textura lisa 
verdosa, impregnada en el agar con bordes 

irregulares ligeramente algodonosa, se 
aprecia un crecimiento de tipo radial. 
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Características macroscópica de los dos siguientes hongos potencialmente micorrízicos 
  

CÓDIGO COLONIA MEDIO PDA DESCRIPCIÓN MACROSCÓPICA 

ORQUÍDEA: Pleurothallis sp. 
 

CÓDIGO DE COLONIA: 
PSP-M2 B 

 
CÓDIGO DE ADN: 

PMB 

 

 
Coloración del micelio:  

Pardo 

 
Características macroscópicas de la 

colonia: 
Colonia parda de tamaño medio, con textura 

lisa. Se observa un tipo de crecimiento 
radial. 

ORQUÍDEA: Cyrtochilum sp. 
  

CÓDIGO DE COLONIA:  
CSP-M1 C  

 
CÓDIGO DE ADN:  

CMC 

 

 
Coloración del micelio:  

Pardo 

 
Características macroscópicas de la 

colonia: 
Colonia media parda con micelio de textura 

algodonosa y de crecimiento irregular. 
 

Nota. Elaboración propia



 
 

 

Anexo D 

Equipos utilizados para la extracción, electroforesis y amplificación de ADN.  

 

Tabla 11. 

Equipos utilizados durante el desarrollo del trabajo experimental. 

Equipos utilizados para la extracción del ADN  
 

1.- Kit PureLink® Genomic DNA, marca 
invitrogen. 

 

2. Cámara de flujo laminar marca CB 120. 

 

 
 

 

3.- Molino de perlas Tissuelyzer. 
 

4.- Centrifugadora marca Thermo Scientific. 

 
 

 
 

 

Equipos utilizados para la electroforesis de ADN 
 

1.- Materiales usados para la electroforesis: 
TAE 1X, reactivo Blue Juice (Invitrogen) y 

agaroda 1,2%. 

2. Fuente electrica para electroforesis marca 
PowerEase™ de 300 W. 

 

 

 

 
3.-  Transiluminador y fotodocumentar marca Enduro™ GDS. 
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Equipos utilizados para la reacción en cadena de polimera y cuantificación 
 

1.-  Termoreciclador marca MiniAmp™. 2.- Lector de microplacas para la 
absorbancia y cuantificación de ADN/ARN 

EPOCH marca Biotek. 

 
 

 

Nota. Elaboración propia 

 

 

 

 

 

 



 
 

Anexo E 

Secuencias de las especies Pleurothallis sp., Odontoglossum pardinum y Cyrtochilum sp 

 

Figura 7 

Secuencias con los primers ITS en las especies de orquídeas Pleurothallis sp., Odontoglossum pardinum y Cyrtochilum sp 
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Nota. Elaboración propia 
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Figura 8 

Secuencias con los primers NL en las especies de orquídeas Pleurothallis sp., Odontoglossum pardinum y Cyrtochilum sp 
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Nota. Elaboración propia 

 


