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RESUMEN

Gran parte de las orquideas, dependen de hongos micorrizicos para germinar y
desarrollarse. Los hongos endéfitos son de gran importancia en la etapa de
germinacion de la semilla ya que en su habitat natural las semillas dependen

obligadamente de los nutrientes suministrados por los hongos micorrizicos.

Ecuador, con mas de 4000 especies de orquideas, es uno de los paises con mayor
diversidad en el mundo de plantas de esta familia. Los principales problemas que
afectan a estas especies son la extraccion para actividades como el comercio y el
turismo. A esto también se suma la destruccion masiva de habitats. Esto ha puesto a
algunas especies de orquideas en estados de conservacion amenazado o en peligro.
Debido a esta amenaza, asi como a las particulares dificultades naturales en su
germinacion, desarrollar protocolos de germinacion para estas plantas aportan a su

conservacion y es sostenible.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de 4 cepas de hongos endéfitos de
orquideas sobre la germinaciéon de semillas del género Epidendrum como un aporte

al conocimiento y la conservacion de este género.

De cuatro hongos aislados, sélo uno demostré un efecto estimulante de la germinacion
(Coprinellus sp. 2) logrando desarrollarse hasta la tercera etapa (aparicion de
rizoides). Otros hongos (Trametes sp., Coprinellus sp. 1 y Basidiomycete micorrizico)
solo estimularon germinacién hasta la primera etapa (semillas hidratadas) y no
superaron la germinacion observada con el tratamiento control positivo (Phytamax).
El aislamiento de Coprinellus sp. 2 fue caracterizado morfolégicamente por ser el

anico aislamiento que mostré mayor efecto estimulante.

Los resultados obtenidos con Coprinellus sp. 2 sugieren que éste podria ser un hongo
generalista en cuanto a su asociacidbn con orquideas de importancia para la
germinacion de semillas del género Epidendrum y con posibilidades de tener un efecto
promotor en otras especies, ya que se ha reportado la presencia de hongos del grupo
Coprinellus en muchas especies de orquideas muestreadas en bosques andinos del

Sur del Ecuador.

PALABRAS CLAVES:

EPIDENDRUM SP.,MICORRIZAS, HONGOS MICORRIZICOS, COPRINELLUS
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ABSTRACT

Most orchids depend on association with mycorrhizal fungi to germinate and develop.
As a consequence, endophytic fungi from which orchids can obtain nutriente are of key
importance to allow orchid seeds to germinate in their natural habitats and sustain

viable populations.

With almost 4000 species reported, Ecuador is a country that harbors one of the
greatest diversity of orchids in the world. Unfortunately, many of these species are
threatened by illegal extraction for commerce and the reduction of their natural
habitats. These threats have already put many of these orchids in a threatened or at
risk conservation status. Considering these threats and the natural difficulties to
germinate orchid seeds, the development of improved germination protocols for these
species could contribute to their conservation in nature and to develop potential
sustainable use models. The objective of this project was to evaluate four endophytic
fungi for their potential effect on germination of Epidendrum spp.

Of the four fungi evaluated, only one showed a germination-enhancing effect
(Coprinellus sp2.) and caused seeds to develop up to stage 3 (rizoid emergence)
whereas seeds germinated in the presence of other fungi (Trametes sp., Coprinellus
spl. and a mycorrizhal Basidiomycete) only reached germination stage 1 (complete
imbibition). None of the fungi induced germination to the levels observed in the positive
germination control (Phytamax). Since only Coprinellus sp2. induced increased
germination in relation with other fungi and the negative control (oatmeal agar), this

fungi was further characterized morphologically.

The results suggest that Coprinellus sp2 could be a generalist endophytic fungus since
the effect was observed in both Epidendrum spp. evaluated which were different from
the species from which the fungus was isolated. This generalist effect could even
expand to other orchids outside Epidendrum since Coprinellus spp. have been isolated
from roots of different orchid genera from Andean forest in southern Ecuador.

KEYWORDS:

EPIDENDRUM SP., MYCORRHIZAE, MYCORRHIZAL FUNGI, COPRINELLUS
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1. INTRODUCCION

La presencia y actividad de los microorganismos es una parte indispensable para la
salud y buen funcionamiento de todos los ecosistemas (Olalde & Aguilera 1998). Los
microorganismos influyen en el ciclo de algunos elementos naturales como el N, C,
Fe, etc. y facilita la nutricion de las plantas, favoreciéndose de los exudados de las
raices en forma de acidos organicos y otros compuestos de carbono (Martinez &
Pugnaire 2009).

Los hongos endofitos son de gran importancia por crecer dentro de los tejidos
vegetales sin causar sintomas de enfermedad y proveyendo efectos estimulantes,
nutricionales o de defensa. Aquellos que se encuentran especificamente en las raices
proveen a la planta defensa contra patdgenos, proporcionan agua, aumenta la
disponibilidad de nutrientes que promueven la germinacion y posterior desarrollo de
la semilla. (Ordoriiez et al. 2012 & Hoang et al. 2016). Muchos de estos son conocidos
como micorrizicos y pertenecen en su mayoria al género- forma Rhizoctonia
(Mosquera et al. 2010).

Un gran porcentaje de orquideas dependen de los hongos micorrizicos para la
germinacion y crecimiento de las semillas durante las primeras etapas de desarrollo
de la planta e incluso en la etapa adulta, ya que poseen semillas con embriones
superficiales y escasas reservas nutritivas (Xiang et al. 2015). Las semillas de
orquideas se producen por millones, sin embargo, solo un 2-3% germinan en

condiciones naturales (Luan 2006).

En nuestro pais, las orquideas son un grupo de plantas de gran interés por la gran
diversidad de especies con las que contamos, por el endemismo de algunas de ellas
(Jorgensen & Neill 1999), por las actividades comerciales como el turismo y comercio
gue a partir de ellas se desarrollan (Ministerio de turismo 2013) y por la obtencion de
productos secundarios como esencias y medicinas (Jaramillo 2013). Estas
caracteristicas han llevado a una extraccion indiscriminada de plantas, actividad que,
sumada a la perdida de habitat, ocasionada por el hombre a través de la deforestacion
y otros cambios de uso del suelo han puesto a algunas especies de orquideas en
categorias de conservacion que se incluyen dentro del libro rojo de especies en peligro
(Cerna et al. 2014).

Yesenia Marisol Pomavilla Lema - CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA
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Para la conservacion de orquideas se prefieren las semillas ya que estas conservan
la diversidad genética que puede asegurar el éxito y la sostenibilidad de la poblacion
(Zi et al. 2014), sin embargo, éstas tendrian reducidas posibilidades de germinar en la

naturaleza sin la presencia de hongos micorrizicos que apoyen este proceso.

En este trabajo evaluamos el efecto de cuatro cepas de hongos enddfitos de orquideas
sobre la germinacion de semillas de Epidendrum nocturnum y Epidendrum dalstromii

como un aporte al conocimiento y la conservacion de este género.

Yesenia Marisol Pomavilla Lema - CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA
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2. JUSTIFICACION

Las orquideas, dependen de hongos micorrizicos para germinar (Otero et al. 2002,
2004). Las relaciones micorrizicas pueden ser formadas por seleccion natural y puede
afectar la distribucion de las orquideas e inclusive pueden determinar su
diversificacion (Otero et al. 2005, 2007) ya que muchas de las orquideas requieren
una asociacion micorrizica para la germinacion de sus semillas, principalmente con

hongos basidiomicetos del grupo de Rhizoctonia (Rasmussen 2002).

Los hongos tipo Rhizoctonia, Ceratobasidium, Sebacina y Tulasnella son los cuatro
géneros principales que forman micorrizas con especies de orquideas (Hoan et al.
2016). En innumerables casos las orquideas alcanzan a formar un vinculo tan
estrecho con el hongo que se considera que la planta parasita el hongo (Mckendrick
et al. 2000; Sanders 2003).

algunos hongos micorrizicos forman parte de los hongos conocidos como enddfitos
que forman una asociacion especifica con su hospedero para mutuo beneficio. Esta
simbiosis confiere una considerable habilidad competitiva a las plantas y posibilita una
expresion de su potencial genético produciendo altas tasas de germinacion, una
densidad destacada, mayor biomasa en los tejidos y una alta produccién de semillas
(Abello & Kelemu 2006). Las técnicas de germinacion simbi6tica utilizando hongos
micorrizicos de orquideas son una alternativa para la germinacién de semillas de

orquideas epifitas tropicales (Otero & Bayman 2009).

La interaccion micorriza-orquideas es un tema de estudio a nivel mundial (Clements
1987). Algunos autores afirman que existen hongos generalistas (Curtis 1939; Hadley
1970; Masuhara et al. 1993) y otros, argumentan que las orquideas son especificas
en cuanto a su asociacion con hongos endofitos (Clements 1987; Mckendrick et al.
2002; Taylor & Thomas 1997). Por otra parte, Otero et al. (2002; 2004; 2007)
mencionan que la especificidad del hongo micorrizico en orquideas epifitas tropicales
puede ser variable.

En el caso de Epidendrum nocturnum Zettler et al. (2007) reportaron su germinacion
simbidtica con un hongo aislado de una orquidea diferente, sugiriendo este resultado
que la especificidad de los hongos micorrizicos varia entre especies de orquideas

epifitas (Otero et al. 2002, 2004). Por otra parte, Otero et al. (2002) aislaron un unico

Yesenia Marisol Pomavilla Lema - CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA
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clado fungico de varias especies de orquideas; pero debido al tamafio de la familia,
es posible la ocurrencia de un amplio espectro de especificidad (Clements 1987).

El 40% de las especies de orquideas registradas en Ecuador son endémicas
(Jorgensen & Neill 1999), el 35% se encuentran en peligro critico, 132 en peligro y 920
se consideran vulnerables. Los principales problemas que afectan a estas especies
son la extraccion selectiva para el comercio y la destruccion masiva de hébitats o
deforestacion, debido a factores como la extraccion de madera, el pastoreo,

agricultura migratoria, la quema, tala de bosques, entre otros (Sierra 2013).

En los dltimos afios ha aumentado el interés en estudiar las relaciones entre hongos
micorrizicos de orquideas epifitas tropicales (Otero & Bayman 2009; Suérez et al.
2006; Otero et al. 2002, 2004, 2005). En nuestro trabajo evaluamos el efecto de cuatro
cepas de hongos enddfitos aislados de raices de orquideas del género Epidendrum
sp. en la germinacion de dos especies del mismo género a fin de identificar cepas que
muestren un efecto promotor de este proceso para caracterizarlas y almacenarlas
como parte de un banco de hongos micorrizicos que apoyen los procesos de

conservacion y aprovechamiento de este género de orquideas.

Yesenia Marisol Pomavilla Lema - CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.

Evaluar la actividad promotora de la germinacion de cuatro cepas de hongos
endofitos de raices de Epidendrum sp. en la germinacion de dos especies

del mismo género.

3.2. Objetivos especificos.

v' Evaluar la germinacién simbiética de semillas de Epidendrum nocturnum y
Epidendrum dalstromii usando cepas de hongos enddfitos aislados de
raices del mismo género de orquidea.

v" Documentar la morfologia de las cepas de hongos endéfitos de raices de

Epidendrum sp. que exhiban efecto promotor de la germinacion.

4. HIPOTESIS

De los hogos endofitos aislados de raices de Epidendrum al menos uno tiene
efecto estimulante en la germinacion in vitro de semillas en al menos una de las

especies evaluadas del mismo género.

Yesenia Marisol Pomavilla Lema - CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA
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5. REVISION BIBLIOGRAFICA

5.1. La Familia Orchidaceae

De todas las especies existentes de orquideas un gran porcentaje se caracterizan por
presentar distribuciones geograficas limitadas (Tremblay 1997). La mayor flora de
orquideas pertenece a las regiones de Centroamérica y Suramérica (IUCN/SSC
Orchid Specialist Group 1996). Los Andes de Colombia y Ecuador presentan la mayor
diversidad de orquideas con al menos un cuarto de todas las especies conocidas alli
(Dixon et al. 2003).

5.2. Epidendrum sp.
Epidendrum es un género que se caracteriza por tener mas de 1000 especies que se
distribuye desde el nivel del mar hasta los 3700m a lo largo de América tropical
(Zelenko & Bermudez 2009). En Ecuador se encuentran alrededor de 442 especies
de Epidendrum, 324 han sido identificadas y 116 sin identificacién, es un género que
se localiza en casi todos los hébitats, pero la mayoria se encuentran como epifitas en

el bosque nublado himedo en las laderas de los Andes. (Dodson 2001)

5.3. Micorriza

La relaciéon simbidtica que existe entre un hongo especializado y las raices de una
planta se denomina micorriza, formando parte de los hongos endoéfitos que son los
gue colonizan los tejidos internos de la planta (Abello & Kelemu 2006). Se clasifican
dependiendo si forman o no un manto de hifas alrededor de la raiz de la planta que
coloniza. Las que si forman mantos son: las micorrizas Ectomicorrizas, Arbutoide y
Monotropoide., Y las que en lugar de formar mantos desarrollan estructuras fangicas
dentro de las células del cortex de la raiz, incluyen los de tipo Arbuscular, Ericoide y
Orquidioide (Alomia 2014).

Autores como Gebauer & Meyer (2003) y Trudell et al. (2003) en sus estudios
demuestran que existe una verdadera interaccion mutualista. La germinacion y

desarrollo temprano de hongos simbidticos en las semillas de orquideas es de vital

Yesenia Marisol Pomavilla Lema - CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA
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importancia ya que ayudan a suministrar agua y nutrientes importantes como el
carbono (C), nitrégeno (N), azucar, tiamina y acido folico, que promueven la

germinacion y el desarrollo protocérmico (Cameron et al. 2006 & Hoang et al. 2016).

En innumerables casos las orquideas alcanzan a formar un vinculo tan estrecho con
el hongo que se considera que la planta parasita el hongo, y el hongo no recibe nada
a cambio (Mckendrick et al. 2000; Sanders 2003; Hadley 1969). Esta conexion es
mas evidente en la etapa de germinacion de la semilla ya que en su habitat natural
ésta depende obligadamente de los nutrientes suministrados por los hongos

micorrizicos (Bayman et al. 2003).

La relacion hongo micorrizico-orquidea depende de la especie de orquidea, donde el
proceso de introduccion y repoblaciéon comienza con el aumento de tamafio de una
hifa antes de invadir la pared celular del huésped (Williamson & Hadley 1970). La
introduccion del hongo ocurre cuando la hifa encuentra el tricoma epidérmico de las
células de las raices (Rasmussen & Whigham 2002); una vez dentro, la hifa comienza
el proceso de dispersion formando tabiques y ramificaciones. El modelo de tejido mas
dominante es el que se encuentra en la corteza de la raiz (tejido mas colonizado), el
hongo que entro en las células comenzara a formar pelotones (masas semiesféricas

de hifas) y los nutrientes seran transferidos por la membrana celular (Alomia 2014).

Los pelotones bien desarrollados de hongos micorrizicos pueden ocupar casi todo el
volumen celular proporcionando una amplia superficie de contacto entre los
simbiontes (Alomia 2014).

En gran parte los hongos que forman micorrizas pertenecen al género-forma
Rhizoctonia (Mosquera et al. 2010). La fase sexual que corresponde a Rhizoctonia
incluye los géneros Ceratobasidium, Tulasnella, Sebacina y Thanatephorus, los
cuales pueden diferenciarse por sus estructuras conformadas por los basidiocarpos
donde se producen las basidiosporas. Desafortunadamente es dificil conseguir
estructuras reproductivas de Rhizoctonia en condiciones de laboratorio, lo que

complica su diferenciacion taxonémica (Mosquera et al. 2010).

Gonzalez et al. (2006) proponen una clasificacion que divide los hongos tipo
Rhizoctonia en siete géneros anamorficos (Tabla 1).
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Tabla 1 .- Sinopsis taxondémica del género- forma Rhizoctonia; géneros anamorfos y

telemorfos.
Anamorfo Especie tipo Basénimo Teleomorfo Especie tipo
Ascorhizoctonia Yang |A. praecox Yang & A. praecox Tricharina T. gilva Eckblad
& Korft Kort Yang & Kort | Eckblad
Ceratorhiza R.T. C. goodyerae-repentis |Rhizoctonia |Ceratobasidium |C. calosporum
Moore (Constantin) R.T. goodyerae- |D.P.Rogers D.P. Rogers
Moore repentis
Constantin
Chrysorhiza C. zeae (Voorhees) R. zeae Waitea Warcup |W. circiata
Andersen & Stalpers |Andersen & Stalpers |Voorhees & Talbot Warcup & Talbot
Epulorhiza R.T. E. repens (Bernard) R. repens Tulasnella T. violeta (Quél)
Moore & Andersen |R.T. Moore Bernard Shoroeter Bourd & Galzin
Opadorhiza O. globularis (Saksena|R. globularis |Sebacina S. vermifera
AndersenyR.T. & Vartaja) Anderseny |Saksena & Oberwinkler
Moore R.T. Moore Vartaja
Moniliopsis Ruhland |M. aderholdii Ruhland |R. solani J.G. |Thanatephorus |T. cucumeris
(Sin.=Rhizoctonia kihn Donk (Frank) Donk
D.C.)
Tanatophytum Nees |T. croccorum (Pers. Sclerotium Helicobasidium |H. purpureum
Fr.) R.T. Moore croccorum Pat. Pat.
Pers.

Fuente: (Gonzélez et al. 2006).

5.4.

Germinacion de semillas de orquideas epifitas

Otero et al. 2010, aseguran que muy poco Se conoce tanto sobre las interacciones
simbidticas de semillas de orquideas terrestres como de semillas de orquideas
epifitas, por lo que recomiendan realizar estudios mas profundos sobre la
identificacion de hongos que estimulen la germinacién in vitro de semillas de
orquideas, ya que podrian dar resultados eficientes utilizando simbiontes naturales
(Otero et al. 2013).

Las semillas de orquideas se siembran junto con en el inéculo previamente aislados
de las raices de orquideas, aqui ocurre la relacion simbiética, donde los nutrientes del
hongo son transmitidos al protocormo de la semilla hasta que este obtenga sus

primeras hojas y se haya convertido en una planta autotréfica (Alomia 2014).
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Las plantas desarrolladas por el método simbidtico se caracterizan por ser mucho mas
fuertes y resistentes a infecciones, comparadas con plantas desarrolladas por el

meétodo asimbiodtico (Otero & Bayman 2009).

La técnica de germinacion simbiodtica tiene las ventajas de que producen embriones
mas desarrollados y se establecen con facilidad gracias a que la inoculacion de la
semilla con el hongo micorrizico, le ayuda a que otros hongos patégenos no lo
contaminen, comparado con la germinacion asimbiotica donde los embriones son
menos desarrollados y tardan meses en establecerse corriendo el riesgo de

contaminacion por otros hongos (Alomia 2014).

Se conoce como “especificidad ecoldgica” a la relacién entre un hongo y orquidea
adulta in situ (Alomia 2014). Una especie de orquidea logra establecer asociaciones
micorrizicas con varios hongos y un hongo puede formar asociaciones con varias

especies de orquideas (Otero et al. 2004).

Las semillas de orquideas también pueden estimularse no solo con hongos
micorrizicos aislados de sus raices sino también con otros hongos que no se
encuentran asociados en condiciones naturales, conociéndose como Especificidad
Potencial (Alomia 2014).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Areade ejecucién del proyecto

El experimento se desarroll6 en el laboratorio de propagacion in-vitro de plantas de la

Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

6.2. Seleccién de semillas

Para este proyecto se usaron semillas de Epidendrum nocturnum (Cod. UC-EPI-1) y
Epidendrum dalstroemii (Cod. UC-EPI-7) del banco de germoplasma del laboratorio
de propagacion in-vitro de plantas de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad de Cuenca.
6.3. Prueba de viabilidad de la semilla

Para evaluar la viabilidad de las semillas se realiz6 un pretratamiento que consiste en
sumergir las semillas en una solucion de 30ul de Tween 20 y 30 ml de cloro al 1%
durante 15 minutos, transcurrido ese tiempo se lava y se deja reposar en agua por 48
horas en oscuridad, posteriormente las semillas deben ser escurridas para su
inmersion en una solucidén de sales de tetrazolio al 1%. Incubadas por 24 horas a
30°C.

Las semillas fueron observadas usando un estéreo-microscopio. Se contabilizaron las
semillas teifiidas (viables) y no tefiidas (no viables), para finalmente calcular el
porcentaje de viabilidad.

6.4. Preparacion de medios de cultivo

Para el establecimiento de los ensayos de germinacion simbidtica se us6 el medio

Avena (2.5gr) y Agar (12gr) para un litro de solucion.

También se preparé el medio Phytamax (Tabla 2) como un control positivo de la
germinacion, ya que contiene todos los nutrientes necesarios para el desarrollo de la

semilla.
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Tabla 2.- Composicion Phytamax

Peso solucion | Concentraciéon| Concentracion
Reactivos (gr) (ml) (ml) para 1L (gr) para 1L
NO3(NH4) 8.25
1 NO3K 9.5 100 10
SO4Mg 0.9
SO4Mn 0.084
S04Zn 0.053
2 SO4Cu 0.12 100 10
IK 4.15
Cl2Co 0.125
3 Cl2Ca 1.66 100 10
PO4H2K 0.85
BO3H3 31
4 MoO4Na2 1.25 100 10
SO4Fe 0.278
5 EDTA 0.372 100 10
Thiamina 0.001
Piridoxina 0.005
Vitaminas [A. nicotinico 0.005 100 10
Inositol 10
Agar 0.7 7
Azlcar 3 30

6.5. Seleccion de cepas

Las cepas que se usaron fueron tomadas del Banco de Germoplasma de Hongos
Endéfitos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.
Estas cepas (Coprinellus sp. 1, Coprinellus sp. 2, Tramentes sp. y Basidiomycete
micorrizico) que fueron aisladas e identificadas previamente por Salazar (2017) a
partir de raices de orquideas epifitas de bosques andinos del sur del Ecuador. Siembra

de semillas e inoculacion del hongo
Para la siembra de las semillas se realizaron los siguientes pasos:

a) Tratamientos. - se prepararon dos medios de cultivos: Avena Agar para la
siembra de semillas e inoculaciéon del hongo; y PhytamaxTM 6668 (pH 5.6) para
el control positivo.

b) Desinfeccidn. - se llevé a cabo dentro de la camara de flujo laminar para evitar

cualquier tipo de contaminacién, como se describe a continuacion:
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e Debido a que las semillas son relativamente pequefias se procedio a
realizar su lavado dentro de una jeringa estéril taponando con un pedazo
de algodon estéril la salida del liquido para evitar la pérdida de semillas.

e Posteriormente, se realiz6 la inmersion de las semillas en hipoclorito de
sodio (NaCl) al 1% por un minuto.

¢ Finalmente se realizaron tres enjuagues sucesivos con agua destilada y
estéril por un periodo de un minuto cada uno.

c) Siembra de semillas. - después del lavado de semillas de las dos especies y
estas contenidas en su jeringa respectiva con agua estéril se ejecuto la siembra
de la siguiente manera:

e En la superficie del medio de cultivo AA (Avena Agar) se agreg6 una
suspensién de 0.5 ml de la solucibn que contenia las semillas
desinfectadas, luego la caja se agito suavemente para su efectiva
distribucion.

d) Inoculacion del hongo

¢ Una vez colocadas las semillas en cada caja, se procedio a depositar un
fragmento de agar de 0.5 cm? que contenia cada hongo previamente
aislado.

e Para el control negativo solamente se depositaron las semillas en las
cajas de avena-agar sin ningun tipo de nutriente y para el control positivo
las semillas fueron depositadas en las cajas que contenian el medio
Phytamax.

e Las cajas se sellaron con parafilm para luego ser etiquetadas.

e Finalmente, las cajas se mantuvieron en el cuarto de cultivo a 20°C en
oscuridad por diez semanas consecutivas para después ser expuestas

alaluz.

Se realiz6 un total de 10 repeticiones por tratamiento, cada repeticién consistié de una
caja Petri para cada combinacion de orquidea y hongo aislado con sus respectivos

controles segun se detalla en la siguiente tabla 3.
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Tabla 3.- Especies de orquideas, cepas y controles

Especies de orquideas

Cepas y controles

Epidendrum nocturnum

Coprinellus sp. 1

Trametes sp.

Basidiomycete micorrizico

Coprinellus sp. 2

Control Negativo

Control Positivo

Epidendrum dalstroemii

Coprinellus sp. 1

Trametes sp.

Basidiomycete micorrizico

Coprinellus sp. 2

Control Negativo

Control Positivo

6.6. Evaluacion del porcentaje de germinacion de semillas y toma de datos

Obj esp 1.- la germinacion y desarrollo de la semilla se evalu6 cada 15 dias usando

una escala que muestra las etapas de crecimiento de 0 a 5 segun la descripcion de
(Zettler & Mclnnis Jr, 1993)

e Estado 0= semillas hidratadas

e Estado 1= ruptura de la testa por alargamiento del embrion

e Estado 2= aparicion de rizoides

e Estado 3= aparicion de la hoja

e Estado 4= emergencia de la hoja

e Estado 5= elongacién de la hoja.

Obj esp 2.- una vez obtenidos los resultados del ensayo experimental descrito para

alcanzar el primer objetivo, la cepa que exhibié un efecto promotor en la germinacion

fue descrita considerando las siguientes caracteristicas:

e Color de la cepa como: blanco, cremoso o amarillento

e Textura del micelio como: algodonoso, velloso o pulverulento

e Formas como: anillos, circulares, alargados

e Tasa de crecimiento en medio agarizado

e Morfologia de las hifas.
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Todos los datos se registraron fotograficamente a fin de que estos sean de utilidad
para su posterior identificacion y registro.

6.7. Disefo experimental y analisis estadistico

Para el experimento se utilizé un disefio completamente al azar en arreglo factorial de
2 X 6 (2 especies de orquideas, 4 cepas, 1 control positivo y 1 control negativo), con
10 repeticiones, en tres etapas de crecimiento. Para contrastar los resultados se
usaron pruebas no parameétricas como la prueba Kruskal Wallis con inclusién de

pruebas pareadas usando el programa InfoStat al 5% de significancia.

6.8. Métodos del manejo del experimento

Una vez montado el ensayo, éste se mantuvo en oscuridad por diez semanas, siendo
descubiertas solo para la toma de datos quincenal, pasado este periodo las cajas
fueron descubiertas y expuestas a la luz hasta finalizar el experimento que fue a la

semana dieciséis.

Los resultados fueron transformados a porcentajes ya que no todas las cajas
contienen el mismo nimero de semillas y para el andlisis estadistico solamente se

tomaron en cuenta las tres primeras etapas de crecimiento.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. RESULTADOS

7.1.2. Porcentaje de viabilidad de las semillas
e De acuerdo a los resultados obtenidos con la prueba de tetrazolio se obtuvo un
porcentaje del 20% de viabilidad para la especie E. nocturnum y un 90% de

semillas viables para E. dalstroemii.

Imagen 1.- Semillas tefidas por la prueba de tetrazolio
Fuente: Pomavilla. Y., 2017

7.1.3. Etapas de crecimiento de las semillas de orquideas.

Imagen 2.- Semillas de Epidendrum nocturnum germinada en Coprinellus sp. 2 a las
16 semanas después de la siembra
Fuente: Pomavilla. Y., 2017
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Imagen 3.- Semillas de Epidendrum nocturnum germinada en Control positivo a las
16 semanas después de la siembra.
Fuente: Pomavilla. Y., 2017

Imagen 4.- Semillas de Epidendrum dalstroemii germinada en Coprinellus sp. 2 a las
16 semanas después de la siembra
Fuente: Pomavilla. Y., 2017

Imagen 5.- Semillas de Epidendrum dalstroemii germinada en Control positivo a las
16 semanas después de la siembra.
Fuente: Pomavilla. Y., 2017
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Tabla 4.- Germinacion de las semillas por especies, hongos aplicados y controles.

Especies Hongos y controles Semillas Estado (0) (1) Ruptura | (2) Aparicién Total % Media % Desviacion
original Hinchado testa de rizoides |Germinacion estandar %
Coprinellus sp. 1 263 197 65 1
Trametes sp. 284 215 68 1
Basidiomycete m 267 202 63
Epidendrum nocturnum - o ofiys sp. 2 342 260 34 38 10 2,9 3,7b 12
Control negativo 270 184 84 2
Control positivo 356 271 10 49 26 7,3 7,1b 2,1
Coprinellus sp. 1 274 42 223 9
Trametes sp. 302 49 248 5
Basidiomycete m 342 71 261 10
Epidendrum dalstroemii |, inelius sp. 2 323 42 136 102 43 13 135b 53
Control negativo 311 59 252
Control positivo 312 45 22 169 76 4,4 24,4C 10,2

Letras diferentes (b,c) dentro de cada bloque de especie, indica significancia estadistica (P<0,0001) entre el grupo de hongos para los que han existido
datos, segun prueba de Kruskal-Wallis.
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Con la prueba de Kruskal -Wallis los resultados fueron significativamente diferentes,
el control positivo evidencié un mayor porcentaje de germinacion que Coprinellus sp.
2 (P<0,0001) (Anexo 6) en ambas especies de orquideas. A pesar de que no existe
una interaccion significativa entre los factores especie y hongos (P=0,0001), se
encontrd que el porcentaje de germinacién entre el hongo Coprinellus sp. 2 y el control
positivo fue estadisticamente diferente a los demas (P<0,0001) dentro de la especie
Epidendrum dalstroemii. En cambio, los porcentajes no difirieron estadisticamente
(P>0,0001) en la especie Epidendrum nocturnum ni para el hongo Coprinellus sp. 2 ni

para el control positivo.

Las semillas de Epidendrum nocturnum lograron alcanzar las tres primeras etapas de
crecimiento, alcanzando un 2,9% de germinacion con Coprinellus sp. 2'y 7.3% con el
control positivo, considerandose que se denomina semilla germinada desde que
cumple la etapa (2) (aparicion de rizoides) y las semillas de Epidendrum dalstroemii
lograron alcanzar las tres primeras etapas de crecimiento, alcanzando un 13,3% de

germinacién con Coprinellus sp. 2 'y 4,4% con el control positivo (Tabla 4).

7.1.4. Caracterizacion morfolégica del hongo con mayor efecto promotor.
Apreciando macroscopicamente, la cepa del hongo Coprinellus 2 que presento6 el
mejor resultado en la germinacién presentdé micelio de color blanco, tiene un
crecimiento casi circular avanzando 0,5cm cada 48 horas, con respecto a la altura de
crecimiento permanece con 0,2cm y va disminuyendo conforme va madurando,
después de completar el crecimiento en la caja permanece de color blanco con una
textura algodonosa. Vista microscopicamente las hifas presentan ramificaciones casi
en angulo recto con respecto a la hifa principal, sus tabiques se observan claramente
en algunas hifas, pero en otras no se presentan, no se observo la presencia de
esporas. La cepa pertenece al género Coprinellus, la cual fue identificada por Salazar
(2017).
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Imagen 6.- Crecimiento de Coprinellus a los 12 dias después del repique.
Fuente: Pomavilla. Y., 2017

Imagen 7.- Fotografia bajo microscopio del micelio de Coprinellus tefiido con azul de
metileno.
Fuente: Pomavilla. Y., 2017
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7.2. DISCUSION
En el presente estudio se obtuvo un efecto estimulante de la germinacion con el
tratamiento Coprinellus sp. 2. y control positivo para ambas especies de orquideas,
en el caso de E. nocturnum con resultados de 2,9% con Coprinellus sp. 2y 7,3% con
el control positivo (phytamax), para E. dalstroemii con 13,3% en Coprinellus sp. 2 y
4,4% con el control positivo (phytamax). Mientras que en el control negativo (Avena-
Agar) no se observé germinacién, sugiriendo que Coprinellus sp.2 efectivamente

actuo facilitando el acceso de los nutrientes a los embriones en el medio Avena-Agar.

Con el control positivo se afirma que las semillas si estuvieron en buen estado y por
lo mismo es que cumplieron las etapas de crecimiento, los resultados obtenidos con
la cepa Coprinellus 2 sugieren que podria ser una cepa generalista para el género
Epidendrum ya que se evidencié un efecto positivo en ambas especies, e incluso
podrian tener un efecto positivo en la germinacion u otro estado de desarrollo de otras
especies de orquideas, ya que segun reporta Salazar (2017), el género Coprinellus es
una cepa generalista debido a que se encontré en todas las raices de orquideas
identificadas tanto en los bosques montanos de Mazan como en Llaviuco. En el
reporte de Yamato et al (2005), también concuerdan con nuestro estudio confirmando
una vez mas que Coprinellus es una micorriza que favorece al desarrollo de las

semillas por ser una cepa generalista.

Con las cepas Trametes sp. y Basidiomycete micorrizico no se obtuvieron resultados,
estas cepas podrian ser especificas de otros grupos, como Pleurotallis (datos no
publicados) u otros ya que no promovieron el desarrollo de las semillas evaluadas en
este estudio. Ademas, en el estudio de Salazar (2017), se demuestra que Trametes
sp. solo se encontré en una especie del género Epidendrum que no se ha identificado
y el hongo Basidiomycete micorrizico se registra Unicamente en plantas del género
Stelis sp. Debido a que en este estudio las cepas mencionadas no promovieron el
desarrollo de las semillas de Epidendrum nocturnum ni Epidendrum dalstroemii en
ninguna de las etapas de crecimiento, sugerimos estudiar la posible especificidad de
estos hongos con otros grupos de orquideas. Cueva & de los Angeles (2014), afirman
especificidad donde demuestra que Trametes sp. solo se encontré en la especie

Cyrthochilum flexuosum recolectado del Bosque montano del sur del Ecuador.
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Epidendrum nocturnum mostr6 un menor porcentaje de germinacién de semillas
debido a que también hubo un bajo porcentaje de viabilidad que es un 20%. En el
caso Epidendrum dalstroemii a pesar de que hubo un porcentaje del 90% de viabilidad
no mostré un afecto mayor de germinacién, esto puede ser consecuencia de que las
semillas no tenian capacidad germinativa donde las semillas viables en dormancia no
llegan a germinar, como lo demuestran (Cerna et al. 2014) en su estudio, que de las
especies colectadas de Epidendrum sp. todas mostraron un porcentaje de viabilidad
del 75% aproximadamente y un porcentaje menor de germinacion debido a la

capacidad no germinativa.
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8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

8.1. Conclusiones

Coprinellus sp.2 produjo un efecto estimulante de la germinacion de semillas de
las dos especies de Epidendrum evaluadas.

El efecto estimulante de la germinacion inducido por la presencia de Coprinellus
sp.2 fue aproximadamente un 50% tan efectivo como la germinacién en el control
positivo (phytamax).

Comparando las dos especies de semillas de orquideas hubo un mayor
porcentaje de germinacion para la especie E. dalstromii con 24.35% y no asi para
la especie E. nocturnum con un 7.3% de germinacion.

Con las cepas Trametes sp, Basidiomycete micorrizico y control negativo (Avena-
Agar) las semillas lograron cumplir con la etapa 1 (semillas hidratadas) después
de diez semanas de haber sido incubadas y permanecieron asi hasta el final del
ensayo.

Unicamente Coprinellus sp.2 demostrd un efecto promotor en las semillas.
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8.2. Recomendaciones

e Se deberia extender el tiempo de monitoreo de las semillas debido a que
muchas semillas tardan mas tiempo en germinar.

e De acuerdo a las cepas disponibles en el banco de germoplasma se deberia
realizar mas combinaciones con otras mas especies de Epidendrum sp.

e Debido a que en las raices de orquideas in situ se encuentran una gran
combinacion de hongos, se deberia optar por hacer combinacion de hongos
con una especie de semilla.

e Realizar ensayos con semillas de viabilidad homogénea.
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10. ANEXOS
Anexo 1.- Prueba de viabilidad de las semillas en sales de tetrazolio al 1%.

1.- Semillas en sales de tetrazolio 2.- Semillas tefiidas

Anexo 2.- Seleccion de las cepas a inocularse

1.- Coprinellus sp. 1 2.- Trametes sp.
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3.- Basidiomycete micorrizico 4.- Coprinellus sp.2

Anexo 3.- Procedimientos de la siembra e inoculacion de la cepa

inmersiobn de las semillas en | Enjuagues sucesivos de las semillas
hipoclorito de sodio (CINa)

Depdsito de las semillas en el medio | Fragmento de la cepa
AA
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Inoculacion del hongo Sellado y etiquetado de las cajas
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Anexo 4.- Semillas a las 16 semanas después de la inoculacion de las cepas.

Epidendrum nocturnum

1.- Coprinellus sp. 1 2.- Trametes sp.

3.- Basidiomycete micorrizico 4.- Coprinellus sp. 2

5.- Control negativo 6.- Control positivo
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Epidendrum dalstroemii

1.- Coprinellus sp. 1 2.- Trametes sp.

3.- Basidiomycete micorrizico 4.- Coprinellus sp. 2

5.- Control negativo 6.- Control positivo
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Anexo 5.- Cepa con mayor efecto promotor.

Coprinellus sp. 2 a los 2 dias después
del repique.

Coprinellus sp. 2 a los 4 dias después
del repique.

Coprinellus sp. 2 a los 6 dias después
del repique.

Coprinellus sp. 2 a los 8 dias después
del repique.

Coprinellus sp. 2 a los 12 dias después
del repique.

Fotografia bajo microscopio del micelio
de Coprinellus sp. 2 tefiido con azul de
metileno.
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Fotografia bajo microscopio del micelio
de Coprinellus sp, 2 tefiido con azul de
metileno.
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Anexo 6.- Resultados

Prueba de Kruskal Wallis

Variable Hongos y controles N Medias D.E. Medianas H p
E. nocturnum Coprinellus sp. 1 30 9.49 14.55 0.00 54.17 <0.0001
E. nocturnum Trametes sp. 30 9.03 13.77 0.00
E. nocturnum Basidiomycete micorrizico 30 8.31 11.95 0.00
E. nocturnum Coprinellus sp. 2 30 9.05 5.05 9.30
E. nocturnum Control Negativo 30 1146 16.27 0.00
E. nocturnum Control Positivo 30 852 6.27 7.20
E. dalstroemii Coprinellus sp. 1 30 28.19 38.62 3.35
E. dalstroemii Trametes sp. 30  28.17 39.62 0.00
E. dalstroemii Basidiomycete micorrizico 30  26.48 36.37 2.90
E. dalstroemii Coprinellus sp. 2 30 28.94 13.35 30.55
E. dalstroemii Control Negativo 30 2696 38.95 0.00
E. dalstroemii Control Positivo 30 2842 21.28 23.00
Especie Hongos y control Ranks

E. nocturnum Trametes sp. 139.62 A

E. nocturnum Coprinellus sp. 1 139.92 A

E. nocturnum Basidiomycete micorrizico 140.27 A

E. nocturnum Control Negativo 146.87 A

E. dalstroemii Control Negativo 160.85 A B

E. dalstroemii Trametes sp. 174.83 A B

E. dalstroemii Basidiomycete micorrizico 180.33 A B

E. dalstroemii Coprinellus sp. 1 183.68 AB

E. nocturnum Control Positivo 185.23 A B

E. nocturnum Coprinellus sp. 2 193.65 A B

E. dalstroemii Control Positivo 25320 BC

E. dalstroemii Coprinellus sp. 2 267.55 C

Medias con una letra comtin no son significativamente diferentes (p> 0.05)
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Comparaciones por pares

Variable dependiente: perc_aprizoi_8

especie (1)hongo (J)hongo Diferencias de| Error tip. Sig.° Intervalo de confianza al
medias (-J) 95% para la diferencia®
Limite inferior|Limite superior
Coprinellus sp.2 Control positivo|’-,034 ,027 ,225 ’-,089 ,022
E. nocturnum . . ,
Control positivo Coprinellus sp.2 |,034 ,027 ,225 -,022 ,089
.. Coprinellus sp.2 Control positivo|’,109* ,027 ,000 ‘-,163 ‘-,055
E. dalstroemii L .
Control positivo Coprinellus sp.2 |,109* ,027 ,000 ,055 ,163

Basadas en las medias marginales estimadas.
*, La diferencia de medias es significativa al nivel

b. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.
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