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RESUMEN

Los microorganismos juegan un papel importante en la nutricion y el desarrollo de las
plantas. En el caso de las orquideas, se conoce que este grupo de plantas requiere
de una simbiosis obligada para su germinacion y nutricién. Sin embargo, son escasos
los estudios sobre la diversidad de hongos que colonizan estas especies y que se
mantienen como enddéfitos cumpliendo diversas funciones, las que aun no son
caracterizadas completamente. El objetivo de este trabajo fue determinar las especies
de hongos endofitos presentes en raices de orquideas epifitas y su posible asociacion
con patrones de diversidad de estas orquideas en los bosques siempreverde montano
alto de Mazan y Llaviuco. A partir de raices colectadas en campo de plantas adultas
de orquideas epifitas se aislaron hongos enddfitos; de estas 52 cepas fueron
identificadas por secuenciacion de la regioén ITS del ADN ribosomal. La diversidad de
orquideas epifitas fue registrada con base a la riqueza de géneros y especies. Se
registraron un total de 6 géneros y 10 especies. No existieron diferencias en la
diversidad de orquideas y riqueza de hongos endofitos cultivables al comparar los
bosques evaluados. La riqueza de hongos enddfitos con la diversidad de orquideas
epifitas se correlacionaron positivamente, permitiendo inferir el rol simbidtico en la
dinamica ecoldgica de ciertas especies de orquideas. El aislamiento y conservacion
de cepas puras de hongos identificados como posibles formadores de micorrizas
seran la base para nuevas investigaciones asociadas a la germinacion simbidtica,
informacion dirigida a fortalecer programas de conservacion y reintroduccion de

orquideas.

Palabras claves: ORQUIDEAS EPIFITAS, HONGOS ENDOFITOS, RIQUEZA,
DIVERSIDAD, BOSQUES MONTANOS
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ABSTRACT

The microorganisms play a preponderant role in the nutrition and development of
plants. For the case of orchids, it is known that these plants require a forced symbiosis
for their nutrition and germination. However, not much it is known about the diversity
of fungi that colonize these species and remain endophytes meeting several functions,
many of which are completely uncharacterized. The objective of the present study was
to determine the species of endophytes fungi which are present in roots of epiphytic
orchids and their possible association with diversity patterns of these orchids in the
evergreen upper montane forests Mazan and Llaviuco. From the roots collected along
the field, endophytes fungi were isolated, 52 strains were identified through the
sequencing of the ITS of ribosomal DNA region. The diversity of epiphytic orchids was
registered, and it was possible to identify 6 types and 10 species in total, differences
between the orchid diversity and richness of cultivable endophytic fungi could not be
found when comparing the forests evaluated. The data showed a positive correlation
between the association and the richness of the endophytic fungi and the orchid
diversity, making evident the role of endophytic fungi in the dynamic of orchids
populations. The isolation and conservation of pure strains of fungi identified as
possible formers of mycorrhizae will be the base for new research associated with the
symbiotic germination, information expected to be very useful for conservation and

reintroduction programs of orchids.

Keywords: EPITHITE ORCHIDS, ENDOPHOTED FUNGI, WEALTH, DIVERSITY,
MOUNTAIN FORESTS
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La familia Orchideaceae es una de las mas diversas a nivel mundial, con
aproximadamente 20.000 a 35.000 especies (Jiménez et al., 2009). Su distribucion se
extiende desde el nivel del mar hasta los 5000 metros de altura y desde los 72°norte
hasta los 52°sur; registrandose su presencia en todos los continentes, incluso en
algunas islas de la Antartida (Swarts y Dixon, 2009). La mayor riqueza de orquideas
se encuentra en zonas tropicales y subtropicales, siendo Ecuador, Colombia, Brasil y
Peru los paises que registran el mayor numero de especies (Endara et al., 2010).

Pese a su amplia distribucion, la supervivencia de las orquideas en la naturaleza se
ha reducido significativamente a nivel mundial. Asi, por ejemplo, segun la lista roja de
la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) el 74% de las
especies de orquideas son vulnerables y el 11% estan en peligro o peligro critico.

En Ecuador, es la familia de plantas vasculares mas numerosa, con aproximadamente
4000 especies, de las cuales el 40% son endémicas (Jorgensen y Ledn-Yanez,1999)
y de estas se estima que el 85% presentan algun tipo de amenaza (Valencia, 2010).

La reduccion en la distribucion y riqueza de orquideas en el Ecuador se debe
principalmente a las actividades antrépicas que ejercen perturbaciones en su habitat.
Especialmente en la region andina donde estudios recientes demuestran que la
deforestacidn ponen en riesgo la permanencia de ecosistemas nativos como los
bosques montanos por la ampliacion de la frontera agricola y ganadera (Jadan et al.,
2016). Sumado a esto, la especificidad en las relaciones ecologicas de las orquideas,
especialmente con microorganismos y polinizadores, lo cual, en muchos casos limita

su supervivencia (Endara et al., 2010).

Marjorie Jazmin Salazar Orellana 11
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La distribucién y abundancia de orquideas en sus habitats naturales depende
principalmente de la compatibilidad de las interacciones entre las orquideas, el medio
fisico en el cual se desarrollan y otros organismos que comparten este medio
(Whigham y Willems, 2003; Newman et al., 2007). Asi, las especies de orquideas han
evolucionado en diferentes formas de vida que permite clasificarlas como epifitas,

terrestres, saprofitas y litofitas.

Las orquideas epifitas representan el 75% de todas las especies de la familia
Orchidaceae a nivel mundial y su distribucion esta determinada por la edad y
estructura de los bosques en los que habitan, el forofito y biotipo hospedero sobre el
cual se desarrollan, la presencia de polinizadores especializados, de otras epifitas en
el mismo fordfito, y de microorganismos endéfitos y rizosféricos (Madison, 1979;
McCormick et al., 2012).

La relacion entre una orquidea epifita y su forofito puede ser catalogada como un
comensalismo u epifitismo. Aqui el arbol hospedero o fordfito es utilizado unicamente
como soporte, sin causar mas dano fisico que el ocasionado por su abundancia dentro
de las ramas (Ceja et al., 2008). Esta relacion entre la orquidea y su forofito puede ser
especifica o no; en caso de ser especifica, la distribucidén de la orquidea se encadena
a la distribucion del forofito. (Trapnell & Hamrick, 2006; Jiménez et al., 2009; Mujica et
al., 2010; Castro y Marquez, 2015).

En relacién a los polinizadores, muchas especies de orquideas han coevolucionado
al punto de haber generado estructuras y mecanismos altamente especificos que
promueven la polinizacion cruzada garantizando la variabilidad genética, distribucion

y supervivencia de ambos (Juarez et al., 2016).

Por otra parte, la interaccion entre orquideas y microorganismos, principalmente
hongos micorrizicos y enddfitos, es obligatoria para la germinacion de las semillas y
su desarrollo. De esta forma, la distribucion de muchas especies de orquideas en su
medio natural es la consecuencia de los efectos combinados de cada una de estas
interacciones entre la orquidea y su entorno (Rasmussen et al., 2015; Smith, 1966).

Marjorie Jazmin Salazar Orellana 12
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Estas interacciones incrementan la complejidad de predecir o modificar patrones en
la distribucion de estas especies bajo condiciones naturales. Aun mas, en las
orquideas epifitas consideradas como el grupo mas vulnerable (Zotz & Bader, 2009)
sobre el cual poca informacion ecologica se ha generado.

En los bosques montanos del sur del Ecuador, a las orquideas se las conserva sin
mayor conocimiento de su ecologia e interacciones especificas con otros
microorganismos que podrian ser fundamentales para su conservacion en la
naturaleza. Este trabajo es un aporte al conocimiento y con ello a la conservacion, de

este recurso.

1.2 OBJETIVO GENERAL

- Generar informacion sobre la riqueza de hongos endodfitos asociados a orquideas
epifitas en los bosques andinos de Mazan y Llaviuco (zona de influencia del Parque
Nacional El Cajas)

1.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar molecularmente los hongos enddfitos aislados.

- Establecery comparar la riqueza de hongos endofitos asociados a la diversidad
de orquideas epifitas en los bosques de Mazan y Llaviuco (zona de influencia
del Parque Nacional El Cajas).

- Crear un banco de hongos asociados a orquideas epifitas de ambos bosques

con fines de conservacion y aprovechamiento.

CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 HONGOS ENDOFITOS

Microorganismos como los hongos, especialmente los enddfitos, han despertado el
interés de muchos cientificos en los ultimos afnos por la interaccién que realizan con
las plantas y su implicacién en la biodiversidad y estructura de las comunidades
(McCormick et al., 2012).

Marjorie Jazmin Salazar Orellana 13
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Los hongos endofito son organismos que viven asintomaticamente durante una parte
o todo su ciclo de vida dentro del tejido vegetal vivo y que pueden formar relaciones
simbidticas complejas con su hospedero (Carroll, 1995). Diferenciandose de los
hongos endofitos micorrizicos por no formar pelotones al interior de las células (Hyde
y Soytong, 2008).

En este caso en particular, la interaccidon hongo enddfito-orquidea, permite al hongo
obtener de la planta hospedera estructura espacial, proteccion contra la desecacion y
nutrientes (Schulz, 2006). Mientras el hongo ofrece al hospedero defensa contra
patogenos al producir metabolitos secundarios (Aly et al., 2011; Rubini et al., 2005)
secrecion endofitica de fitohormonas (Rey et al., 2001;Schulz et al., 2002) tolerancia
a estrés abidtico (Barrow y Aaltonen, 2001; Redman 2002; Barrow 2003;) y
movilizacion de nutrientes a la rizésfera del hospedero (Caldwell et al.,2000; Lodge y
Cantrell, 1995; Ohki et al., 2002).

En la mayoria de plantas vasculares y bridfitas su nutricibn esta relacionada
directamente con la nutricion de los hongos. Es asi, que los hongos endoéfitos pueden
ser responsables de una regulacién equilibrada de nutrientes para el crecimiento
(Garcia et al., 2003).

2.2 INTERACCIONES ECOLOGICAS CON ORQUIDEAS EPIFITAS

Las orquideas se encuentran entre las especies vegetales mas estudiadas respecto a
la interaccion planta-microorganismo, debido a su dependencia a hongos endofitos
para su nutriciéon (Ordoifez, 2012). Se reportan varios estudios que han concentrado
sus esfuerzos en determinar la diversidad de hongos enddfitos no formadores de
micorrizas asociados a las raices y partes areas de las orquideas.

Hasta la fecha, se ha identificado aproximadamente 110 géneros entre los que se
reportan Sordamycetes, Dothideomycetes, Leotiomycetes, Agaricomycetes (Xiaoya et
al., 2015). Especies de Pezizomycetes, Eurotiomycetes, Chaetothyriomycetes,
Helotiales, Xylariales y los géneros Colletotrichum, Fusarium, Asperqillus,
Trichoderma y Verticilium (Bayman et al., 1997; Kasmir et al., 2011).

Marjorie Jazmin Salazar Orellana 14
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En el caso de la orquidea epifita Laelia speciosa se han reportado géneros de hongos
saprofitos, parasitos y micorrizicos (Garibay-Orijel et al., 2011). Estudios en el género
de orquideas epifitas Dendrobium han reportado el aislamiento de 127 géneros de
hongos endofitos de los cuales 11 pertenecen al género Rhizoctonia. Ademas, de los
géneros Xylaria, Fusarium, Trichoderma, Colletotrichum, Pestalotiopsis y Phomopsis
(Chen et al., 2012).

En las especies Cattleya skinneri, Cattleya aurantiaca y Brassavola nodosak se
evidencio la presencia de hongos enddfitos Trichoderma, Epulorhiza y Botrytis en las
raices de plantas adultas que en algunos casos promovian el crecimiento de Cattleya
aurantiaca. (Ovando et al., 2005).

En Ecuador, Guzman y Moreno (2014) reportan una alta riqueza de hongos
micorrizicos pertenecientes a las familias Tulasnellaceae, Sebasinaceae y
Ceratobasideaceae. presentes en orquideas epifitas, Cueva (2014) reporta también
en Epidendrum hemiscleria, Epidendrum dalessandroi, Cyrtochilum flexuosum y
Cyrtochilum myanthum, la presencia del hongo micorrizico del género Tulasnella,
ademas de grupos de Ascomycetes como Helotiales, Hypocreales y Fusarium sp
estos ultimos como hongos enddfitos.

En los géneros Pleurothallis y Stelis los hongos aislados fueron del grupo de los
Ascomycetes, principalmente Xylaria, reportado como hongo endoéfito no micorrizico
(Kasmir et al., 2011) Hypoxylon, Cyrtosporiopsis y con menos frecuencia del grupo
de los Basidiomycetes (Suarez, et al., 2006). Sin embargo, no existen estudios
concretos que reporten hongos endofitos no formadores de micorrizas en los bosques

montanos del Azuay.

2.3 IMPLICACIONES PARA LA DISTRIBUCION

La riqueza y distribucion de los hongos enddfitos puede estar influenciada por las
condiciones climaticas (Gamboa-Gaitan, 2006) y por la especificidad del hospedero.
En cuanto, a la especificidad entre las orquideas y los hongos enddfitos no
micorrizicos, ha sido menos estudiada en comparacion con su biodiversidad (Xiaoya,
et al., 2015).

Marjorie Jazmin Salazar Orellana 15
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Estudios sefalan que existe una mayor especificidad de las orquideas
mycoheterotréficas como Eulophia zollingeri a hongos endofitos no micorrizicos
(Martos et al.,, 2009). Sin embargo, también podria observarse especificidad en
orquideas fotosintéticas como Dendrobium sp. que frecuentemente se asocia con

hongos de la familia Xylariaceae.(Yuan et al., 2008; Chen et al., 2013).

A esto se suma la especificidad del hongo endofito por un tejido vegetal en particular,
estudios en el género Lepanthes, no evidenciaron diferencias significativas entre los
hongos endofitos de tallos y raices (Bayman et al., 1997), contrario a lo reportado por
Chen (2013) quién encontré mayor diversidad de hongos enddfitos no micorrizicos en
hojas que en raices de orquideas epifitas del género Dendrobium especulando que
probablemente la textura de cada 6rgano de la planta proporciona diferentes habitats

ecologicos con variaciones fisioldgicas y quimicas para los taxones.

Con respecto a las condiciones climaticas, un aspecto determinante probablemente
es el tipo de habitat en que crece la orquidea, ya que la complejidad espacial donde
estan presentes los bosques tropicales dan origen a una alta variedad de microclimas
y microhabitats (Lodge & Cantrell, 1995) lo que influye significativamente en la
diversidad de hongos endofitos no micorrizicos.

Estudios en la orquidea Cypripedium acaule, indicaron que la diversidad de los hongos
fue determinada por la geografia y el tipo de suelo (Bunch et al., 2013). Sudheep y
Sridhar (2012) reportaron haber aislado grupos de hongos enddfitos relativamente
similares de dos especies de orquideas que se encontraban distantes pero que
habitaban ecosistemas similares. Otro reporte sobre nichos donde habitan las
orquideas es el realizado por Shefferson (2008) quien manifiesta no haber encontrado
taxas similares de hongos endofitos no micorrizicos aislados de Epipactis atrorubens,
de muestras tomadas en dos sitios diferentes.

Es asi, que un sin numero de factores como el clima, tipo de suelo, geografia, entre

otros podrian influenciar en la presencia de hongos enddfitos en orquideas epifitas,

Marjorie Jazmin Salazar Orellana 16
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en particular en bosques tropicales montanos. Aqui este grupo de plantas son un
componente importante en cuanto a su abundancia, numero de especies y la relacion

que puede existir entre estas con su entorno.

CAPITULO lil: MATERIALES Y METODOS

3.1 AREA DE ESTUDIO

BOSQUE DE MAZAN:

Se encuentra ubicado 10 km al noroeste de la ciudad de Cuenca, en un rango
altitudinal que varia entre los 2800 msnm y los 4137 msnm. Geopoliticamente
pertenece a las parroquias rurales de San Joaquin y Sayausi. Tiene un area de 2640
hectareas (Serrano, 1996), cubiertas por paramo, bosque de Polylepis, bosque
primario y secundario donde se encuentran aproximadamente 300 especies
vasculares (Serrano, 1996). Las actividades antrépicas en este bosque son minimas
siendo el acceso restringido a procesos de investigacion y conservacion, ya que se
encuentra protegido por ser una fuente importante de provision de agua para la ciudad
de Cuenca.

BOSQUE DE LLAVIUCO (ZONA DE INFLUENCIA DEL PARQUE NACIONAL EL
CAJAS):

Se localiza a 17 km al noroeste de la ciudad de Cuenca, compuesto por paramo de
pajonal, bosque primario, secundario y pastizal (Rodas et al., 2005) formando una
variedad de agroecosistemas (Minga et al., 2000). Ademas, es un sitio de importancia
para la conservacion, en donde el 20% de las especies vegetales presentes estan
catalogadas como utiles y raras. En la actualidad se encuentran en estado de
recuperacion, siendo una zona turistica de acceso publico manejada con criterios de

conservacion.

Marjorie Jazmin Salazar Orellana 17
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Los bosques de Mazan y LLavicuo presentan una formacion vegetal de bosque
siempreverde montano alto (Sierra, 1999), ecosistema fundamental para la regulacion
hidrica. Ambos bosques forman parte de macizo del Cajas, area considerada por la
UNESCO como Reserva de Biosfera en el afio 2013.

3.2 RECOLECCION DE DATOS

Se empled la metodologia propuesta por Gradstein et al. (2003) que consiste en
seleccionar al azar cinco arboles dominantes dispersos en una hectarea de superficie.
Alrededor de cada uno se instala una parcela circular concéntrica de 1000 m2 (12,7
m de radio) y se registran los datos a evaluar dentro de ella. En este estudio se evalud
la riqueza mediante la identificacién in situ de cada una de las especies de orquideas
epifitas adultas y la abundancia contabilizandose el numero de individuos por especies
ubicadas hasta la primera rama de cada uno de los arboles mayores a 10 cm de
diametro a la altura del pecho ( DAP).
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Fig. 1 Ubicacion de las parcelas concéntricas en los sitios de estudio
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3.3 RECOLECCION DE MATERIAL EN CAMPO

Dentro de las parcelas circulares establecidas, en todos los arboles con un diametro
a la altura del pecho (DAP) mayor o igual a 10 cm, se muestrearon tres orquideas por
cada uno de los géneros identificados hasta la primera rama, siguiendo los criterios
de “zonificacion forofitica “de Johansson (1974) que corresponde a la seccion |: desde
la base del tronco hasta los 3m de altura y la seccion Il: el resto del tronco hasta el

nacimiento de las primeras ramas.

Se colectd un segmento de raiz de aproximadamente 5 cm por planta adulta. Las

muestras se mantuvieron humedas y en refrigeracién hasta su procesamiento.

3.4 AISLAMIENTO DE HONGOS ENDOFITOS

Los hongos enddfitos fueron aislados siguiendo el protocolo descrito por (Zettler et al.,
2003) modificando el porcentaje de hipoclorito de sodio del 5% al 2%. Las raices
colectadas fueron lavadas en agua corriente y desinfectadas superficialmente durante
un minuto en una solucién compuesta por 5ml de etanol absoluto (96%), 5 ml de
hipoclorito de sodio al 2% y 90 ml de agua destilada estéril, seguido por tres
enjuagues con agua destilada estéril para eliminar la solucion desinfectante. Los
segmentos de raices de 2cm de longitud fueron transferidos individualmente a cajas
petri y cortados en fragmentos mas pequefios con el fin de liberar pelotones o hifas
de hongos enddfitos. A continuacion, se afiadid medio de cultivo nutritivo fungy
isolation medium (FIM) especifico para el desarrollo de hongos, suplementado con
sulfato de streptomicina 300mg/l para reducir la contaminacion por bacterias;
finalmente las cajas fueron selladas con parafilm e incubadas a 40°C en oscuridad.
Transcurrido dos dias del aislamiento cada una de las hifas de los hongos que
iniciaron su desarrollo fueron separadas y subcultivadas en cajas petri en medio de
cultivo Papa Agar Dextrosa (PDA) con el fin de obtener cepas puras y promover el
crecimiento del micelio requerido para la extraccion de ADN, las cepas se mantuvieron

a 40°C, hasta su procesamiento para el analisis molecular.
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3.5 ANALISIS MOLECULAR

El ADN de los hongos aislados fue extraido siguiendo las especificaciones del Kit
comercial de extraccion PureLink Genomic DNA (Invitrogen), posteriormente el ADN
fue amplificado usando primers universales para ecucariotas ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) (White et al., 1990) y TwW14 (5'-
GCTATCCTGAGGGAAACTTC-3") (Cullings, 1994) para amplificar la region ITS1-
5.8S- ITS2 y 28S parcial de rDNA. La amplificacion fue realizada en un termociclador
programado para 34 ciclos. Cada ciclo consistio en 30 seg. a 94°C desnaturalizacion,
45 seg. a 57°C alineamiento y 45 seg. a 72°C extension. Los productos de la
amplificacion se comprobaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Posteriormente se realizd una anidacion con los primers ITS1 y NLB4 (5'-
GGATTCTCACCCTCTATGAC-3") para reducir el tamafio del amplicon. Los

amplicones fueron enviados para secuenciacion en Macrogen (Sur Korea).

Con las secuencias obtenidas se construyé un alineamiento multiple en MultAlin
(Corpet, 1998) con la finalidad de establecer secuencias repetidas, posteriormente se
editaron mediante Bioedit sequence Alignment Editor para eliminar el ruido que podria
interferir en los resultados durante la busqueda en BLAST. Con los resultados
obtenidos de la secuenciacion se realizaron asignaciones taxondmicas por maxima
similitud entre el 70% y 100% con las secuencias publicadas en GenBank mediante
una busqueda en BLAST.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la riqueza de hongos y diversidad de orquideas epifitas entre los
diferentes bosques, se empled un disefio completamente al azar con dos tratamientos
(T1= Bosques Mazan, T=2 Bosque Llavicuo), con cinco repeticiones que fueron cada

una de las parcelas circulares implementadas en los sitios de estudio.

Se evaluo la abundancia definida como el numero de individuos por especie registrada
durante el muestreo. La riqueza como el numero de especies que se detectan en un
muestreo. Los datos obtenidos fueron analizados mediante el programa estadistico
IBM SPSS 22, para determinar diferencias significativas.
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Para analizar la diversidad de los sitios en estudio se aplico el indice de Shannon (H")
que expresa cuan diversa es una muestra, su formula: H = =) pi In(pi). El indice de
Simpson (D) manifiesta la probabilidad de que dos individuos tomados al azar de la
misma muestra pertenezcan a la misma especie, su formula: D = ) pi .pi o sea D=} p
2 y el indice de Pielou (J) que determina la equitatividad de la distribucion de la
abundancia de las especies en un ecosistema, su féormula: J= H /log2 S

La asociacion entre orquideas epifitas y hongos enddfitos por sitio de estudio fue
evaluada mediante la aplicacion de un analisis de correlacidn que nos permitié asociar
la presencia de los hongos identificados con las diferentes especies de orquideas de
las que fueron aislados.

CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1 DIVERSIDAD DE ORQUIDEAS EPIiFITAS EN LOS BOSQUES DE
MAZAN Y LLAVIUCO

Los valores presentados en la tabla 1, indican las posibles relaciones o diferencias
entre los sitios de estudio, de acuerdo a la riqueza, abundancia, diversidad, equidad y
dominancia de las orquideas epifitas.

Al comparar la abundancia de orquideas entre ambos bosques esta fue
significativamente diferente (p= 0.028) al registrarse mayor abundancia en el bosque
de LLaviuco, que en el bosque de Mazan, 506 y 106 individuos respectivamente. No
obstante, no existio estadisticamente diferencia significativa (p= 0.069) al analizar la

riqueza de los bosques.

En cuando a los indices, el indice de Shannon (H") pone en evidencia que la diversidad
es semejante en los bosques, de acuerdo al valor p= 0.175 no existen diferencias
significativas. Similares resultados se presenta en el indice de Simpson (D), al
comparar los bosques de Mazan y Llavicuo (p=0.545) no existiendo diferencia

significativa en cuanto a la dominancia de especies.
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El indice de Pielou (J") o equidad presento un valor de 0.604 y 0.643 en los bosques
de Mazan y LLaviuco, respectivamente. Esto indica una distribucion no equitativa de

la abundancia sobre las especies de orquideas en ambos bosques.

Bosque Riqueza  Abundancia Shannon H’ Equidad J° Simpson D
Mazan 2.8 53 0.678 0.604 0.392
Llaviuco 5.2 278 1.006 0.643 0.254
Valor p 0.069 0.028 0.175 0.295 0.545

Tabla 1 Comparacion entre los bosques de Mazan y Llaviuco de acuerdo a valores
de los indices

Por otro parte, al comparar cada una de las parcelas mediante los valores del indice

de Shannon estas presentan una diversidad similar (Figura 2).

BOSQUES

] ° ® LLAvIUCO
132 A MAZAN

1,08 O

1,02 O

0,887 A

0,81 O

0,8 @

INDICE DE SHANNON

0,697 A

0,56 A

P1 P2 P3 P4 P5
PARCELAS

Fig. 2 Valor del indice de Shannon (H’) en cada parcela por sitio de estudio.
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Como resultado del estudio, se contabilizaron un total de 612 individuos, distribuidos
en 6 géneros y 10 especies (Tabla 2).

Variables evaluadas Mazan LLaviuco
Numero de orquideas 106 506
Numero de géneros 4 6
Numero de especies 6 10

Tabla 2 Total de numero de orquideas, géneros y especies registradas en los
bosques de Mazan y LLaviuco

El género mas abundantemente presente en ambos bosques fue Stelys con 211 y 61
individuos en Llaviuco y Mazan, respectivamente. En Llaviuco, el segundo género mas
abundantemente fue el género Epidendrum, seguido de los géneros Odontoglossum,
Pleurothallis (P. coriacardia), Lephante y Frondaria (F. caulescens) (Figura 3). En
Mazan, el segundo género mas abundantemente representado fue el género

Odontoglossum, seguido por Epidendrum 'y Pleurothallis (P. coriacardia) (Figura 3).

El bosque de Llaviuco contd con registros exclusivos de Epidendrum fruticosum,
Epidendrum geminiflorum, Lephante sp., y Frondaria caulescens que no se

encontraron en el bosque de Mazan.
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Fig 3 Abundancia de las orquideas epifitas en los bosques de Mazan y LLaviuco

4.2 RIQUEZA DE HONGOS ENDOFITOS EN LOS BOSQUES DE MAZAN Y
LLAVIUCO

El analisis de 54 secuencias permitio agrupar los hongos en Basidiomycetes y
Ascomycetes. El primer grupo estuvo representado por el 46.2% de las secuencias en
el bosque de Llaviuco y 39% en el bosque de Mazan. El segundo grupo, Ascomycetes

por el 5.6 % en ambos bosques (Figura 4).
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PORCENTAJE DE AISLAMIENTOS
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ASCOMYCETES BASIDIOMYCETES
GRUPOS

Fig 4 Porcentaje de aislamiento por grupos de hongos en los bosques de Mazan y
Llaviuco

En el grupo de los Basidiomycetes se registré 41 aislamientos pertenecientes a la
familia Coprinaceae, dos aislamientos de la familia Polyporaceae, uno para las
familias Lepidiotaceae y Cantharellaceae, respectivamente. El grupo conformado por
los Ascomycetes se identificaron las familias Trichocomaceae, con cuatro
aislamientos y Nectriaceae y Shaccharomycetaceae con un aislamiento para cada una
(Figura 5).
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Se registraron dos aislamientos que han sido reportados en el GenBank 39 como
hongo endofito y uno como basidiomycete micorrizicos, sin ser identificados a nivel de

familia.

FAMILIAS DE HONGOS

M Cantharellales

M Coprinaceae

23— Hongo endofito

M Lepidiotaceae
Basidiomycete
micorrizico

M Nectriaceae

" Polyporaceae

18— Saccharomycetaceae

Trichocomaceae

NUMERO DE AISLAMIENTOS

Bosque de Mazan Bosque de LLaviuco

BOSQUES

Fig 5§ Numero de aislamientos reportados por cada familia de hongos enddfitos en
los sitios de estudio y los aislamientos Basidiomycete micorrizico y hongo endofito
que no fueron identificados hasta familia

La mayoria de las familias de hongos endodfitos identificadas registraron una sola
especie, a excepcion de la familia Trichocomaceae que estuvo representada por la
especie Penicillium chrysogenum y Penicillium rubens (Tabla 3).
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FAMILIA GENERO Y ESPECIE MAZAN LLAVICUO
Coprinaceae Coprinellus radians ° °
Polyporaceae Trametes sp. ° °
Lepidiotaceae @~ - °
Cantharellaceae Botryobasidium sp °
Trichocomaceae Penicillium chrysogenum ) °
Penicillium rubens °
Nectriaceae Fusarium sp. °
Shaccharomycetaceae =~ Meyerozyma °
guilliermondii

Tabla 3 Géneros de hongos enddfitos y su presencia en los bosques de Mazan y
LLaviuco.

Al comparar la riqueza de hongos enddfitos entre los bosques no se encontrd
diferencia significativa (p= 0.905). El indice de Shannon (p= 0.916) indica que los
bosques mantienen una diversidad similar, pues no existe diferencia significativa
(Tabla 4)

Bosque Riqueza Shannon H’
Mazan 2.0 0.54
Llaviuco 2.2 0.58
Valor p 0.905 0.916

Tabla 4 Comparacion entre los bosques de Mazan y Llaviuco de acuerdo a los
valores del indice de diversidad y la riqueza.
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4.3 ASOCIACION HONGOS ENDOFITOS - ORQUIDEAS EPIFITAS EN LOS
BOSQUES DE MAZAN Y LLAVIUCO

Una asociacion positiva se registré al correlacionar (p=0.009) la diversidad de
orquideas epifitas y la riqueza de hongos. Como se observa en la figura 6, la

diversidad de orquideas aumenta en presencia de mayor riqueza de hongos enddfitos.

BOSQUES
_ r=0.805 p=20.009 @®LLAviuco
10 A mazan
A ®
2 o o
L
o
2 o
(e}
14
O ¢
w
(=)
(a)
=S ® A
o
@ 4 A
W
=
(=) A
2+ O
0 ‘?’ T T T T I
0 2 3 4 5 6

RIQUEZA HONGOS ENDOFITOS

Fig 6 Correlacion entre la riqueza de hongos enddfitos aislados de orquideas epifitas
en los bosques de Mazan y Llaviuco.
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El mismo resultado, de una correlacion lineal positiva, se registré al asociar el género
Epidendrum, que presento mayor diversidad, con la riqueza de hongos endofitos que
se aislaron de las cinco especies pertenecientes a este género, con un valor p= 0,026.
(Figura 7). Corroborando la correlacion que existe en la interaccion hongo endofito-

orquidea.

r=0.694 p=0.026
BOSQUES

| ® @®LLaviuco
8 A MAZAN

DIVERSIDAD DEL GENERO Epidendrum

O G
2+ 0
O
04 T T T T T T
0 1 1 2 2 3 3

RIQUEZA HONGOS ENDOFITOS

Fig 7 Correlacion entre diversidad del género Epidendrum y la riqueza de hongos
endofitos aislados de éste

Al analizar la asociacion hongos endofitos-orquideas epifitas, los géneros Fusarium
sp, Botryobasidium sp y Lepidiotaceae estan asociados a las especies de orquideas
del género Epidendrum, (E.sp1, E. sp3) y Odontoglossum sp, que solo fueron
registrados en el bosque de Mazan. Mientras, que los hongos Meyerozyma

guillermondii, Penicillium rubens, Basidiomycete micorrizico y el aislamiento hongo
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endoéfito, encontrados en las especies Epidendrum geminiflorum, Frondaria
caulescens, Stelys sp. y Epidendrum fruticosum fueron exclusivas del bosque de

LLaviuco.

Los hongos Coprinellus radians, Trametes sp y Penicillium chrysogenum fueron
comunes en ambos bosques. Es asi que Coprinellus radians fue recurrente en la
totalidad de orquideas. No asi, Trametes sp que fue exclusivo de Epidendrum sp2 en
el bosque de Llaviuco y Odontoglossum sp. en el bosque de Mazan. Ademas,
Penicillium chrysogenum fue aislado unicamente de Epidendrum fruticosum y
Epidendrum sp1 en Llaviuco y Mazan respectivamente (Figura 8).

ESPECIES DE ORQUIDEAS ESPECIES DE HONGOS
Epidendrumsp1 _ | _ __ . . . _ — — — — — — — -z Coprinellus radians
_---2=2%
Epidendrum sp2 _ ‘w— Trametes sp
= /4

Epidendrum sp3 _ Hongo Enddfito

Epidendrum geminiflorum _ Meyerozyma guilliermondii
Frondaria caulescens _ Basidiomycete micorrizico
Stelis sp _ Penicillium chrysogenum
Epidendrum fruticosum _ Penicillium rubens

Odontoglossum sp _ Fusarium sp

Pleurothallis coriacardia _ Botryobasidium sp
Lepanthes sp _ Lepidiotaceae
@ comin @ BOSQUE DE LLAVIUCO BOSQUE DE MAZAN

Fig 8 Asociacion entre las especies de hongos endodfitos y las orquideas epifitas en
los bosques de estudio
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CAPITULO V: DISCUSION

5.1 DIVERSIDAD DE ORQUIDEAS

Los resultados mostraron una similitud en la diversidad de orquideas al comparar los
valores del indice de Shannon entre el Bosque de Mazan y Llavicuo (Tabla 1)
Presumiblemente, los sitios de estudio presentan caracteristicas ecosistémicas
similares, al encontrarse ambos dentro del Bosque Montano del area del Macizo del
Cajas caracterizado por la presencia de grandes arboles como romerillo, sarar, duco,
por epifitas como bromelias, musgos y orquideas. Ademas, se pone en evidencia que
las actividades de conservacion como: establecer limites en la capacidad de carga
turistica, erradicar actividades antropogénicas (ganaderia y pesca), controlar la
extraccion de vida silvestre, entre otras, realizadas en el bosque de Llavicuo para

conservar la biodiversidad del lugar han generado resultados positivos.

La mayor abundancia significativa en orquideas epifitas registrada en el bosque de
LLaviuco (Tabla 1) podria atribuirse, a que después de un proceso de deforestacion
ocurrido entre los afios 70 y 80 ha sucedido un proceso de recuperacion y
regeneracion natural en este bosque (Minga et al., 2000). Asi, probablemente en el
interior del bosque se generaron una variedad de microhabitas donde pequefas
variaciones de luz y disponibilidad de humedad en el aire podrian ser claves para la
colonizacion de orquideas epifitas, como lo afirma Hernandez-Rosas, (2000) y Garcia
(2014).

Adicionalmente, otro factor importante, en base a las observaciones realizadas
durante la recoleccidon de datos en campo, es la preferencia de las orquideas por un
hospedero en particular, tal como lo reporta Johansson (1974) y Benzing (1998)
planteando que puede existir especificidad del epifito por un determinado portador,
debido a algunas caracteristicas del forofito como la edad, habito de crecimiento y
caracteristicas de la corteza como relieve, estructura, composicidon quimica y

porosidad.
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Por lo tanto, las especies de hospederos presentes en los sitios de estudio podrian
influir fuertemente en la dinamica de las poblaciones de orquideas epifitas, ya que al
analizar la abundancia de orquideas por foré6fito en cada una de las parcelas, existe
arboles que albergan varias especies de orquideas y en otros no se registra ninguna
(Anexo 1y 2).

5.2 RIQUEZA DE HONGOS ENDOFITOS

Al analizar los datos en cuanto a las especies de hongos enddfitos, se encontré que
dentro del orden Agaricales, el género Coprinellus con la especie radians estuvo
presente en todas las orquideas epifitas identificadas en ambos sitios de estudio
(Figura 8).

Este género ha sido reportado por Xiaoya (2004) como hongo micorrizico, lo que
permite inferir que este hongo enddfito podria estar influenciando en la regeneracion
natural de las orquideas. De ser asi, podria ser indispensable su presencia y
asociacion para la germinacion y/o el desarrollo de las especies de orquideas
estudiadas. Otro aislamiento que podria ejercer un rol en el proceso de germinacion
pertenece al grupo de los Basidiomycetes, registrado en el GenBank como hongo

endofito micorrizico de orquideas.

Los géneros Penicillium (Bayman et al., 1997; Tremblay, 2008; Yuan et al., 2008;
Sudheep & Sridhar, 2012), Fusarium (Bayman et al., 1997; Yuan et al., 2008 Behera
etal., 2013), Meyerozyma o Candida (Pecoraro et al., 2012) y Botryobasidium (Ogura-
Tsuijita et al., 2012) también registrados en este estudio (Tabla 3), han sido reportados
como hongos endofitos en orquideas epifitas. Al igual que el género Trametes
reportado por Cueva (2014) como hongo enddfito en el mismo sitio de estudio aislado
también de una orquidea epifita Cyrtochilum flexuosum.

Los hongos aislados se asocian con géneros o especies de orquideas en particular,
lo que podria indicar especificidad en la relacidn planta-hongo. Estudios reportan que
la especificidad depende de la especie de orquidea y, posiblemente, del estado de
desarrollo vegetal de la planta (Otero et.al., 2002). Otros resultados sugieren que
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la especificidad podria estar determinada por el estado de desarrollo y la especie
(Chen et al. 2012). Segun Otero, Ospina, y Bayman (2009) el habito de crecimiento

seria otro factor de asociacion.

El género Coprinellus fue la excepcidn, ya que se registrd en las 10 especies de
orquideas epifitas en los sitios de estudio, lo que pone en evidencia que la
especificidad de la orquidea por sus hongos puede variar sustancialmente, de las
asociaciones especializadas a las mas generalistas. Ademas la relacion hongo
endofito-orquidea podria ser especifica para cierto estado de desarrollo, ya que este
fue aislado de plantas adultas cuyo resultado concuerda con lo reportado por Yamato
(2005). Este investigador registra al género Coprinellus en plantas adultas de la
orquidea terrestre Epipogium roseum. Estos, resultados, ponen en manifiesto que en
la especificidad ecologica entre orquideas y hongos enddfitos existe una serie de
factores que influyen en la colonizacion de raices de orquideas epifitas, siendo
necesarios mas estudios en los sitios de muestreo para corroborar los datos
obtenidos. Estos resultados son limitados para determinar la especificidad de las
orquideas. Sin embargo, los resultados de la presente investigacion son importantes
y significativos ya que se ha generado informacién que contribuye al conocimiento
sobre la riqueza de estos microorganismos. Ademas, constituyen la base para la
ejecucion de estudios que determinen el potencial micorrizico de los hongos aislados
e identificados en este estudio y su posible uso en planes de conservacion de la familia
Orchidaceae.

5.3 ASOCIACION DIVERSIDAD DE ORQUIDEAS EPIFITAS-RIQUEZA DE
HONGOS ENDOFITOS

Al asociar la riqueza de los hongos enddfitos con la diversidad de orquideas epifitas
existe una correlacion positiva que concuerda con lo reportado por Hawksworth (2001)
quien manifiesta un incremento lineal entre el numero de especies de endofitos y el
numero de especies de plantas de orquideas cuya relacion comunmente es usada

para extrapolar la biodiversidad y la riqueza de enddfitos y especies de plantas.
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Ademas Hawksworth (2001) cita una relacion 6:1 hongos:planta que incluye
patégenos y enddfitos, cuyo datos aunque no es igual mantiene una relacion similar a
lo obtenido en nuestro estudio 4:1 hongo:planta. También concuerdan con lo
reportado por Arnold y Lutzoni (2007) quienes manifiestan que los estudios de
diversidad y riqueza de hongos enddfitos han permitido hipotetizar que una planta
puede ser colonizada por al menos un hongo enddfito.

CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

- Al realizar la comparacién entre los Bosques de Mazan y Llaviuco (Area de
Influencia del Parque Nacional Cajas) no se registro diferencia en la riqueza de
especies de orquideas epifitas, lo que refleja un proceso de recuperacion del
bosque de Llaviuco en donde probablemente se han generado microhabitas
para la colonizacion de orquideas epifitas, lo que se pudo evidenciar al registrar

mayor abundancia de especies con respecto al bosque de Mazan.

- Este estudio refleja que la especificidad en la relacion orquideas epifitas-
hongos enddfitos puede ser variable, reportandose géneros de hongos aislados
de una especie de orquidea en particular y el género Coprinellus que fue
comun para todas las orquideas epifitas identificadas en ambos sitios de
estudio.

- Se evidencid una correlacion positiva entre la riqueza de hongos endofitos y la
diversidad de orquideas epifitas, poniendo en evidencia que la interaccion
planta-microrganismo puede ser un aspecto determinante para la distribucion

de orquideas epifitas.

- Se logro establecer un banco de germoplasma de hongos endéfitos que
permitira el desarrollo de nuevas investigaciones sobre el potencial micorrizicos

de los estos en orquideas epifitas.
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- Se deberia realizar estudios que abarquen otras variables que podrian estar
desempenando un rol importante en la dinamica de las poblaciones de

orquideas epifitas.
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1. Abundancia de orquideas epifitas por arbol foréfito muestreado dentro de cada parcela en
el Bosque de Llaviuco.
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2. Abundancia de orquideas epifitas por arbol foréfito muestreado dentro de cada parcela
en el Bosque de Mazan.
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3. Secuencias con mayor similitud de hongos enddfitos en la busqueda en

BLAST
Codigo Asignacion taxonomica BLAST Orden Similitud | Cdédigo GenBank

uc-2li Coprinellus radians Agaricales 96% FJ185160
uc-4ll Fungal endophyte 99% KT291127
ucC-5ll Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
uc-6ll Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
UcC-7II Fungal endophyte 85% KT291127
uc-sll Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uc-12ll Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uc-13ll Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uc-15ll Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
uc-1ell Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uc-171l Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uc-18ll Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uc-19ll Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uc-2oill Penicillium chrysogenum Eurotiales 89% JF834167
UC-23M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-24M Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
UC-25M Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
UC-26M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-27M Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
UcC-28M Trametes sp Polyporales 99% KJ831923
UcC-29M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-30M Fusarium sp Hypocreales 99% KU974301
UC-31M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uc-32Il Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uc-33ll Coprinellus sp Agaricales 89% AB597782
UcC-34ll Penicillium rubens Eurotiales 98% LT558978
uUcC-35ll Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uUcC-3ell Meyerozyma quilliermondii Saccharomycetales 99% KJ451706
uc-37I1 Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
uc-4oll Coprinellus radians Agaricales 96% FJ185160
uc-42ll Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
uc-43ll Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
uc-471l Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
UC-53lI Trametes sp Polyporales 89% KF578082
uc-55l1 Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
uc-56ll Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
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uc-59ll Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
uc-60ll Mycorrhizal Basidiomycete Agaricales 94% AB176570
uc-61ll Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-63M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
uc-64M Botryobasidium sp Cantharellales 97% KU194318
UC-65M Penicillium chrysogenum Eurotiales 99% KF011475
UC-66M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-68M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-69M Coprinellus radians Agaricales 99% FJ185160
UC-70M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-75M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-76M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-77M Lepidiotaceae Agaricales 75% AF079745
UC-78M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-80M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-81M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-82M Coprinellus radians Agaricales 98% FJ185160
UC-83M Penicillium chrysogenum Eurotiales 99% KF011475
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