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Resumen

Las relaciones simbioticas que se establecen entre orquideas y hongos micorrizicos
han sido estudiadas y reportadas por varios autores, quedando claro el importante
rol que ésos hongos cumplen durante el proceso de germinacion de las orquideas
y por lo tanto su importancia en la conservacion de éste grupo de plantas, es por
ello necesario incluir también, estrategias de conservaciéon de los hongos
micorrizicos asociados a orquideas, que permitan desarrollar estrategias de
conservacion mas integrales. En este trabajo nos planteamos dos preguntas: 1) cual
es el efecto del tiempo y los métodos de conservacion evaluados, en la viabilidad
del hongo Ceratobasidium sp. y 2) cual es el efecto de los tratamientos de
conservacion del hongo en su capacidad para promover la germinacion simbiética
en semillas de Epidendrum sp. Los resultados de los ensayos establecidos para
contestar estas preguntas evidenciaron viabilidad del hongo en todos los
tratamientos de conservacién por un tiempo de hasta 33 meses y mostraron un
efecto significativo entre el hongo conservado en los diferentes tratamientos y el
“hongo fresco” (previamente expuesto a la simbiosis y recién aislado de la planta),
siendo este Ultimo el que destac6 con los porcentajes de germinacion mas altos
registrados en semillas de Epidendrum sp. Este trabajo presenta la eficiencia del
método de conservacion de Ceratobasidium sp. mediante encapsulacion en perlas
de alginato, y la importancia de las interacciones bidticas y abidticas del hongo para
mejorar la eficiencia en la germinacion simbiotica de Epidendrum sp.

Palabras claves: Orquideas. Hongos micorrizicos. Medio de cultivo. Semillas.
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Abstract

The symbiotic relationships established between orchids and mycorrhizal fungi have
been studied and reported by several authors, making clear the important role that
these fungi play during the germination process of orchids and therefore their
importance in the conservation of this group of plants, it is also necessary to include
conservation strategies for mycorrhizal fungi associated with orchids, which allow
the development of more comprehensive conservation strategies. In this work we
ask ourselves two questions: 1) what is the effect of time and the conservation
methods evaluated, on the viability of the fungus Ceratobasidium sp. and 2) what is
the effect of fungal conservation treatments on their ability to promote symbiotic
germination in Epidendrum sp. The results of the tests established to answer these
guestions showed the viability of the fungus in all the conservation treatments for a
period of up to 33 months and showed a significant effect between the fungus
preserved in the different treatments and the "fresh fungus" (previously exposed to
the symbiosis and recently isolated from the plant), the latter being the one that stood
out with the highest germination percentages recorded in seeds of Epidendrum sp.
This work presents the efficiency of the conservation method of Ceratobasidium sp.
by encapsulation in alginate beads, and the importance of the biotic and abiotic
interactions of the fungus to improve the efficiency in the symbiotic germination of
Epidendrum sp.

Keywords: Orchids. Mycorrhizal fungi. Culture medium. Seeds.
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1. Introduccién

La existencia de los microorganismos en los diferentes ecosistemas ha determinado
el balance en el funcionamiento de las complejas relaciones simbiéticas (Olalde &
Aguilera, 1998). Segun Martinez & Pugnaire (2009), los microorganismos son
elementales para la nutricion y desarrollo de las plantas, ademas de participar de
manera activa en el ciclo del carbono, nitrégeno y fésforo (Van der Heijden et al.,
2015). Un ejemplo son los hongos enddfitos, que son los responsables de la
simbiosis con las orquideas, lo cual garantiza el crecimiento y desarrollo de las
plantulas, aumentando su diversidad y permanencia (Sommerville et al., 2008).

Los hongos endofitos son importantes por el papel que desenvuelven dentro del
reino vegetal, estos organismos proveen estimulos, ayudan a la asimilacion de
nutrientes y ayudan a la defensa de las plantas frente a patdégenos (Ordofiez et al.,
2012). En orquideas la mayoria de estos hongos son identificados como hongos
micorrizicos y pertenecen al género Rhizoctonia (Mosquera et al., 2010). Estos
hongos ayudan a las orquideas de manera especifica en el suministro de agua y
disponibilidad de nutrientes, siendo vitales para promover la germinacion y
desarrollo de la semilla (Hoang et al., 2017), ya que las orquideas generan millones
de semillas, que poseen embriones superficiales y con escasa reserva de
nutrientes, en consecuencia, solo del 2 al 3% germinan en la naturaleza (Luan,
2006; Xiang et al., 2015).

Segun Zi et al. (2014), el principal medio de conservacién para las orquideas es la
semilla, gracias a esto la diversidad genética se mantiene entre especies, sin
embargo, el desarrollo de las orquideas en cultivo mejora con la presencia de un
hongo compatible (Hadley, 1989), ya que aumenta de manera significativa la
viabilidad de la orquidea huésped (Pacheco et al., 2017). Uno de los métodos de
conservacion ex situ de germoplasma de orquideas y hongos es el almacenamiento
prolongado a bajas temperaturas (Jiang et al., 2017). Este es un método a bajo
costo, que evita la depredacién y el deterioro de las estructuras celulares que
comunmente suceden en condiciones naturales (Wood et al., 2000).

Los hongos pertenecientes a grupos de simbiontes de orquideas suelen ser
conservados en medios de cultivo, sin embargo, este método es susceptible a la
contaminacion y a las mutaciones tanto morfoldégicas como fisioldgicas (Ordofiez et
al., 2016). El método de crioconservacion en nitrégeno liquido es una opcion, sin
embargo, resulta ser un método que exige mucho trabajo y altos costos (Ercole et
al.,, 2013). Segun Homolka (2014), el método de encapsulacion previo al
almacenamiento para la conservacion a bajas temperaturas, genera varios
beneficios, como el minimo requerimiento de espacio y mantenimiento reducido
(Yooyongwech et al., 2019), ademas, presenta durabilidad en el material genético
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conservado y una resistencia al estrés por alteracion de factores bidticos y abioéticos
(Vemmer & Patel, 2013).

De acuerdo con Pérez et al. (2017), en el Ecuador se concentra la mayor diversidad
de especies de orquideas a nivel mundial, pese a de ello, solo Lépez et al. (2021)
han reportado la encapsulacion de Ceratobasidium sp. como un método apropiado
para su conservacion e inoculacion en condiciones de invernadero luego de 22
meses de almacenamiento, en diferentes condiciones.

2. Justificacion

Las interacciones existentes entre las plantas epifitas y terrestres con los
microorganismos son de vital importancia para estabilizar y conservar los
ecosistemas multi especies (Kottke et al., 2013). Los hongos micorrizicos son una
herramienta importante para la germinacion, crecimiento y desarrollo de las
orquideas, siendo importante identificar hongos especificos para cada especie, ya
gue su interaccion es beneficiosa al momento de estimular la germinacion (Hoyos
& Rodriguez, 2013). Mosquera et al. (2010), sefala que Ceratobasidium es uno de
los hongos presentes en la mayoria de orquideas analizadas y que este podria ser
un hongo micorrizico importante para una amplia diversidad de orquideas, no solo
en epifitas si no de cualquier otro habitat.

Las investigaciones que se centran en la conservacion de hongos micorrizicos de
orquideas y evaluacion de la germinacion simbiética proporcionaran herramientas
para dar alternativas de conservacion de especies en peligro, de esta manera se
establece una base para entender los requisitos de germinacion y propagacion de
orquideas (Duran et al., 2019). Sin embargo, algunos métodos para la conservacion
de hongos resultan laboriosos y otros mas simples como el recultivo periédico de
hongos, se ha asociado con la pérdida de su capacidad simbiotica (Bernard, 1909;
Alexander & Hadley, 1983).

Datta et al. (1999), mencionan que se han ideado varios métodos en cuanto al
almacenamiento del germoplasma de hongos, pero que a su vez resultan ser mucho
mas complejos, laboriosos y costosos para un uso rutinario en la conservacion
(Batty et al., 2001).

El propoésito de nuestra investigacion fue evaluar el efecto de la conservacion de
Ceratobasidium sp. encapsulado en perlas de alginato a diferentes temperaturas y
periodos de tiempo, sobre su viabilidad y actividad promotora de la germinacion en
semillas de la orquidea Epidendrum sp.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Evaluar el tiempo y la temperatura de almacenamiento en la conservacion de
Ceratobasidium sp. y su efecto sobre la viabilidad y actividad promotora de la
germinacion en orquideas Epidendrum sp.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar la viabilidad del hongo Ceratobasidium sp. encapsulado en perlas de
alginato y conservado a 4°C, -20°C y -80°C luego de 3, 9y 33 meses.

e Evaluar la actividad promotora de la germinacién del hongo Ceratobasidium sp.
encapsulado en perlas de alginato y conservado a 4°C, -20°C y -80°C luego de
3, 9y 33 meses.

4. Revisién Bibliografica

4.1 Los hongos micorrizicos

Las micorrizas son asociaciones que se establecen entre los hongos y las raices de
las plantas, en el caso de las orquideas son muy importantes para ayudar en su
germinacion, debido a que éstas plantas poseen semillas con embriones
superficiales y escasas reservas nutricionales (Xiang et al., 2015), las semillas de
orquideas se producen por grandes cantidades, sin embargo, solo un 2-3%
germinan en condiciones naturales (Luan, 2006), ya que la asociacion micorrizica
es fundamental para el desarrollo de plantulas (Bermeo & Sari, 2018).

Los hongos pueden influir en la diversidad y composicion vegetal (Velasco & Pepe,
2008), debido a que influyen en la regulacién de los ciclos del carbono, las
propiedades biologicas, quimicas y fisicas del suelo, esenciales para el
mantenimiento y crecimiento (Kottke & Suarez, 2009). Las asociaciones
micorrizicas tiene un efecto positivo en las orquideas y en las distintas especies con
las que formen la asociacion, influyendo en su supervivencia y mejorando el
crecimiento radical y la altura de las plantas (Bermeo & Sari, 2018).

4.1.1 Hongo micorrizico del género Ceratobasidium

Ceratobasidium es un género de hongos perteneciente al orden Cantharellales.
Este género también conserva caracteristicas del basidiomiceto Rhizoctonia, las
especies que son anamorfos de Ceratobasidium se colocan en el género
Ceratorhiza (Pereira et al., 2003). Algunas especies son saprotroficos, pero también
son facultativos patdégenos vegetales, causando una serie de enfermedades de
cultivos de importancia comercial (Ogoshi, 1987). Algunos también son
endomicorrizicos asociados a orquideas (Rogers, 1935).
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Las especies de Ceratobasidium son principalmente saprotroficos que se
encuentran en el suelo y producen cuerpos frutales en tallos muertos y restos de
plantas, algunos se desarrollan en hojas y tallos, varias especies se han aislado de
orquideas (Snech et al., 1991) y su distribucion parece ser cosmopolita (Roberts,
1999).

Ceratobasidium se caracteriza por ser un grupo de parasitos oportunistas de las
plantas, que causan varias enfermedades de importancia econémica, tales como:
Ceratobasidium cereale, causa la mancha ocular aguda en cereales (Murray &
Burpee, 1984); Ceratobasidium oryzae-sativae, causa la mancha agregada de la
vaina de arroz (Lanoiselet et al., 2007); y Ceratobasidium noxium, causa de kole
roga o podredumbre negra de café (Roberts, 1999).

Sin embargo, Ceratobasidium es uno de los hongos micorrizicos presentes en la
familia Orchidaceae, con una amplia diversidad y una gran amplitud de nichos
ecolégicos (Mosquera et al., 2010), en algunos casos son considerados como
especies parasitas, en otros como saprofitas (Dearnaley, 2007), e incluso se reporta
en asociaciones ectomicorrizicas, siendo un grupo clave para estudios que
experimenten los alcances de estos hongos en la conservacion de las orquideas,
por esta razon se ha priorizado la conservacion de los hongos micorrizicos y con
ello las relaciones benéficas hongo y planta (Otero et al., 2007).

4.2 Conservacion de hongos micorrizicos

La conservacion de la diversidad biolégica requiere de la instrumentacion de
acciones que contemplen las diferentes causas actuales del deterioro y aprovechen
las alternativas practicas para el desarrollo (Ulloa, 1999). Los hongos micorrizicos
utilizados en la germinacion simbiética, deben ser conservados. En la actualidad,
los hongos juegan un papel importante con respecto al correcto funcionamiento de
los ecosistemas naturales, es por esto que es de vital importancia su conservacion,
ya que existen especies asociadas a otros organismos que en ocasiones se
encuentran amenazados (ADESPER, 2007).

Para el éxito de una conservacion de hongos micorrizicos se debe tomar en cuenta
el proceso metabdlico del hongo y los cambios degenerativos normales que ocurren
en las células. Es por esto que se han propuesto varias alternativas de
conservacion, las mismas que van acorde al hongo que se quiere conservar (Angel,
2004).

4.2.1 Conservacion de hongos micorrizicos encapsulados en perlas de
alginato

La encapsulacion es un proceso mediante la gelificacion idnica de alginato de sodio
(Lopez et al., 2021). Segun Lalaymia et al. (2012) mencionan que las perlas de
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alginato proporcionan permeabilidad, para que pueda existir un intercambio
osmotico necesario durante la criopreservacion de propagulos de hongos como lo
son el micelio y las esporas. De acuerdo con la estructura de propagacion que
contenga la cdpsula o esfera de alginato, este procedimiento se puede considerar
como la elaboracion de una "semilla sintética" del organismo en cuestion (Flores,
2010).

Segun Alvarez (2012), el método de almacenamiento de hongos micorrizicos por
medio de perlas de alginato, al ser un medio no soluble en agua o en humedad,
genera una ventaja, ya que reduce la germinacién al momento de transportarlas y
almacenarlas, estas perlas solo se pueden disolver cuando las mismas se
encuentran en contacto con un medio de cultivo, suelos o soluciones acidas, lo que
resulta ventajoso al momento de almacenar hongos por periodos de tiempo
prolongados, siempre y cuando se le presten las condiciones adecuadas (Alvarez,
2012).

El protocolo de encapsulacion-deshidratacion presenta un gran potencial, es
recomendado como una herramienta de conservacion, debido a que el material
vegetal tiene una alta tasa de supervivencia, generalmente acompafiada de una
recuperacién del crecimiento rapida y directa (Engelmann, 2004). Los hongos
encapsulados pueden resultar Utiles también para poder inocular sitios que ayudan
a mejorar la poblacion o restaurar sitios en los cuales los hongos micorrizicos se
han perdido por completo (Sommerville et al., 2008). Segun Engelmann (2004), se
ha informado que el material vegetal almacenado de esta manera tiene una alta tasa
de supervivencia, generalmente acompafiada de una recuperacion del crecimiento
rapida y directa.

4.3 Diferentes tiempos y temperaturas en la conservacion de hongos
micorrizicos

El método de conservacion por temperaturas de refrigeracion es una metodologia
recomendada para formas no esporuladas o estrictamente micelares, ya que
ayudan a disminuir el metabolismo debido a la baja cantidad de oxigeno y
temperatura (Hoyos & Rodriguez, 2013). Este método de refrigeracion consiste en
mantener el medio de cultivo a una temperatura entre 4 y 10 °C, con la finalidad de
inhibir los procesos metabdlicos del hongo por las condiciones adversas en su
desarrollo, por tanto, consumird una baja cantidad de nutrientes del medio de cultivo
(CIAT, 1980).

Este método de conservacion puede incorporar la encapsulacién simultanea de
semilla de orquidea y simbionte de hongos en una perla de alginato de sodio. Estas
perlas separadas pueden sobrevivir con un almacenamiento a -196°C durante 30
dias, con altos niveles de viabilidad tanto en la semilla como en el hongo (Wood et
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al., 2000). Ya que esto tiene la ventaja adicional de que se puede utilizar como
fuente directa de inoculo. (Medina y Serrano, 2012).

En estudios adicionales, Kuszala et al. (2001), probaron la supervivencia de 20
aislamientos de hongos por 6 y 18 meses en diferentes condiciones de
almacenamiento temperatura ambiente, +18, -24, +4, -18, —80 -C y en nitrégeno
liqguido luego de su liofilizacion. Observaron que la esporulacién fue eficaz para
todos los aislamientos almacenados a todas las temperaturas. Por lo tanto, ambos
métodos propuestos garantizaron una reserva de respaldo y una fuente de
suministro alternativa para iniciar cultivos, que se puede aplicar a una amplia gama
de aislamientos (Declerck et al., 2005).

4.4 Viabilidad de hongos micorrizicos conservados

Segun Daniels y Trappe (1980), la viabilidad celular se va perdiendo con respecto
al tiempo y a las condiciones ambientales como temperatura y humedad relativa. La
viabilidad celular influye sobre la germinacion tanto de las semillas como de esporas
de hongos micorrizicos arbusculares y sobre la capacidad de colonizacién de estas
ultimas (Daniels & Trappe, 1980). La viabilidad y el porcentaje de germinacion tanto
de semillas como de esporas de hongos son conceptos diferentes ya que, semillas
0 esporas viables (vivas) pueden germinar o no dependiendo de las condiciones
externas como temperatura, humedad y oxigenacion del suelo, entre otros factores
(Daniels & Trappe, 1980).

Puschel et al. (2019), reportan que la infectividad del inéculo de hongos micorrizicos
generalmente disminuye con el tiempo, y que las condiciones de almacenamiento
en turba afectan fuertemente la duracion de la infectividad y por ello, la composicién
y la dosis del indculo tiene un impacto en el resultado final de la micorrizacion.

5. Materiales y Métodos

5.1 Area de estudio

El area de estudio se encuentra ubicada en la provincia del Azuay en el canton
Cuenca en el Laboratorio de Propagacion in vitro de Plantas del campus Yanuncay
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.

5.2 Materiales

Se trabajoé en el Laboratorio de propagacion in vitro de plantas de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, donde se contd con los
materiales y equipos necesarios.
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5.3 Métodos

5.3.1 Objetivo especifico 1 Determinar la viabilidad del hongo Ceratobasidium sp.
encapsulado en perlas de alginato y conservado a 4,-20 y -80°C luego de 3, 9y 33
meses.

5.3.1.1 Elaboracion de encapsulados de Ceratobasidium sp. en perlas de
alginato

La cepa del hongo Ceratobasidium sp. se tomé de la coleccién de microorganismos
asociados a orquideas de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
de Cuenca, Azuay — Ecuador. Siguiendo el protocolo de Lépez et al. (2021), se
realizaron refrescamientos del hongo en medio Agar Papa Dextrosa (PDA) tomando
0,25cm? (0,5 x 0,5 cm) de micelio, se sembré en cajas Petri que contenian el mismo
medio, luego de 10 dias, se recalent6 el micelio de media caja Petri de 90 mm y se
coloco en 5 ml de alginato de sodio (3% peso/volumen) previamente esterilizado en
autoclave.

La mezcla del micelio en la solucion de alginato fue homogenizada en agitador
magnético por 1 hora a 300 rpm y se coloc6 en una micropipeta para ser goteada
en una solucion de cloruro de calcio (100 mM), las perlas formadas se mantuvieron
en agitacion por 10 minutos a 100 rpm. Una vez formadas las perlas, se sometieron
a un proceso de 6smosis para la deshidratacion en sacarosa (0,75 M) durante 22
horas a 130 rpm (L6pez et al., 2021).

Posterior, las perlas fueron conservadas a 3 diferentes temperaturas: 4°C, -20°C, -
80°C durante 3 meses. Las perlas evaluadas luego de 9 y 33 meses fueron
encapsuladas previamente por personal del laboratorio siguiendo el mismo
protocolo y se conservaron en las mismas condiciones. Luego del tiempo
establecido de conservacién, por cada temperatura y tiempo de almacenamiento se
sembraron 3 perlas de manera individual en cajas Petri de 90 mm que contenia
medio PDA previamente elaborado y esterilizado en autoclave. Se evalud la
viabilidad del hongo con relacién a la variable: diametro del crecimiento circular del
hongo luego de 5y 8 dias de la siembra (LOpez et al., 2021).

5.3.2 Objetivo especifico 2: Evaluar la actividad promotora de la germinacion del
hongo Ceratobasidium sp. encapsulado en perlas de alginato y conservado a 4,-20
y -80°C luego de 3, 9 y 33 meses.

5.3.2.1 Aislamiento de Ceratobasidium sp. a partir de plantas inoculadas para
obtener el hongo fresco

Con el fin de contar con un hongo que no ha sido tomado directamente de los
tratamientos de conservacion, previamente se aislé Ceratobasidium sp. a partir de
plantas de orquideas que fueron previamente inoculadas con encapsulados de
Ceratobasidium sp., este procedimiento se realiz6 en condiciones ex vitro en
sustrato estéril para inducir la simbiosis, ademas, dicho hongo fue previamente
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identificado mediante técnicas moleculares (PCR). A partir de estas plantas, que
para el momento del ensayo tenian 6 meses inoculadas, se colectaron segmentos
de raiz, éstos fueron desinfectados y sembrados en medio de aislamiento de hongos
(FMI, por sus siglas en inglés) y a partir del micelio que se desarroll6 se sembraron
nuevas placas del aislado en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA). Estas
placas del micelio recién aislado se usaron para el ensayo como un tratamiento para
la comparacion de un hongo fresco (en simbiosis) frente a los hongos conservados.

5.3.2.2 Evaluacién de la viabilidad de las semillas Epidendrum sp.

La prueba de viabilidad en semillas de Epidendrum sp. se realiz6 de acuerdo al
protocolo de Lemay et al., (2015). Las semillas fueron colocadas en suspension en
solucién de hipoclorito de sodio al 1% (volumen/volumen) acondicionado con 0,1%
(volumen/volumen) de Tween 20 durante 10 minutos, se realizaron 3 enjuagues con
agua destilada, posteriormente, se eliminé el agua y se afiadi6 cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio al 1% (masa/volumen, pH=7) y se coloc6 a temperatura ambiente
durante 24 horas en oscuridad. Finalmente, se elimind el exceso de reactivo y se
colocaron las semillas en una caja Petri para la observacion y conteo mediante un
estereomicroscopio. Las semillas tefiidas de rojo son consideradas viables y en
base al conteo de las semillas tefiidas y no tefiidas se obtuvo un porcentaje de
viabilidad.

5.3.2.3 Desinfeccion y siembra de las semillas
Las semillas fueron desinfectadas en la cabina de flujo laminar, siguiendo el
protocolo modificado de Salazar et al. (2020) que consiste en:

Depositar las semillas en una jeringa estéril de 5 ml de capacidad, colocando
previamente un pequefio segmento de algodon estéril en la base de la aguja para
evitar la pérdida de las semillas durante la desinfeccion, preparar: 5 ml de Cloro
0,5%, como solucidon desinfectante y succionar con la jeringa (que contiene la
semilla) la solucion desinfectante y mantenerla en agitacion por 1 minuto, finalmente
desechar la solucion desinfectante y realizar tres enjuagues con agua destilada
estéril. Para facilitar la siembra la jeringa se llené nuevamente con agua destilada
estéril.

A partir de la jeringa que contenia las semillas desinfectadas en suspension, se
retird la aguja y se dejo caer una gota de la suspension que contiene las semillas
desinfectadas sobre el medio de cultivo avena agar, previamente elaborado y
esterilizado (Lépez et al., 2021). El nimero de semillas sembradas fue variable y es
por ello que estas fueron contabilizadas luego de la siembra (usando un
estereomicroscopio).
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5.3.2.4 Establecimiento del ensayo de germinacion simbidtica

Se sembraron semillas de Epidendrum sp. en cajas Petri que contenian medio de
cultivo avena agar + un segmento del micelio del hongo obtenido a partir de los
encapsulados regenerados por cada tratamiento de conservacion y tiempo de
almacenamiento, es decir, por 3 meses (4, -20, -80°C), 9 meses (4, -20, -80°C) y 33
meses (4, -20, -80°C) una caja con semillas sin hongo se sembré también en medio
de cultivo avena-agar como tratamiento control, adicionalmente se sembré una caja
Petri con el mismo medio de cultivo + un segmento del “hongo fresco”
(Ceratobasidium sp. aislado y cultivado recientemente de las orquideas
previamente inoculadas) y finalmente, se incluy6 también la siembra de semillas en
una caja con medio Murashige & Skoog (MS) como un control positivo de la
germinacion de las semillas y para una comparacion entre el efecto del hongo y de
un medio de cultivo rico en sacarosa. Se realizaron 10 repeticiones por cada periodo
de almacenamiento y temperatura como se indica en la Figura 1. Se utilizaron 60
cajas Petri para cada ensayo, en total se usaron 180, todos los tratamientos se
mantuvieron en completa oscuridad y para la toma de datos fueron expuestos a la
luz.

Todos los materiales y medios fueron esterilizados en autoclave antes de su uso y
tanto el encapsulado, asi como la siembra de los ensayos se realizaron en cabina
de flujo laminar.
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Ensayo 1: 3 meses de almacenamiento

Hongo Fresco  Control

-20°C -80°C
Q Q O Q Q Q x 10 repeticiones

Hongo conservado 3 meses

Ensayo 2: 9 meses de almacenamiento

-80°C | Hongo Fresco  Control

-20°C
O Q Q O Q Q x 10 repeticiones

Hongo conservado 9 meses

Ensayo 3: 33 meses de almacenamiento

Hongo Fresco Control

-20°C -80°C
O O Q Q O O x 10 repeticiones

Hongo conservado 33 meses

Figura 1. Representacion gréfica de ensayos para sus diferentes tiempos de
almacenamiento. Medio Murashige & Skoog (MS).

La actividad promotora de la germinacién del hongo se evalué en base al porcentaje
de germinacién de las semillas luego de 8 semanas de la siembra, para cada
tratamiento se contaron el numero de semillas germinadas y no germinadas, de esta
manera se obtuvieron los porcentajes de germinacién en relacion al nimero total de
semillas sembradas por caja Petri que constituyeron el 100%. Se consideraron
semillas germinadas aquellas que alcanzaron el estado de desarrollo 1, es decir
hasta que la cubierta de la semilla se rompié por el agrandamiento del embrion,
usando la escala de crecimiento de 0 a 5 segun la descripcion de (Zettler & Hofer,
1998).
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Tabla 1. Estados de desarrollo de semillas de orquideas.

Estados Descripcion morfolégica

0 Sin germinacion, tegumento intacto.

1 Cubierta de la semilla rota por el agrandamiento del embrién.

2 Ruptura de testa, embrion globular, presencia de rizoides.
3 Brote visible (protomeristemas).

4 Primera hoja emergiendo del brote.

5 Alargamiento de la primera hoja y desarrollo posterior.

Adaptado de Zettler y Hofer (1998); Johnson et al (2007).

Figura 2. Escala de crecimiento utilizada para evaluar la germinacion de las
semillas; aparicién de la primera hoja verdadera (a). Barra de escala= 1mm
(Zettler & Hofer, 1998).

5.3.3 Disefio experimental

Para cumplir con los objetivos del proyecto se implementaron 3 ensayos de acuerdo

al tiempo de almacenamiento (3, 9 y 33 meses), luego, para cada ensayo se aplico

una prueba estadistica de tipo inferencial con un disefio experimental
completamente al azar con 6 tratamientos (4°C, -20°C, -80°C, hongo fresco, control
sin hongo, medio MS) y 10 repeticiones para cada tratamiento. La unidad
experimental a medir fue cada caja Petri con la semilla de orquidea y el hongo
Ceratobasidium sp. luego de su conservacion.
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En cuanto a la parte estadistica, segun las variables para cada objetivo se
verificaron los datos mediante el analisis de homogeneidad de varianzas y de
normalidad de los datos, luego de la verificacién, se realiz6 un test ANOVA
unidireccional y complemento de ello se aplicé una prueba de Tukey. Para cumplir
con el primer objetivo especifico se analiz6 el crecimiento en didmetro circular del
hongo (variable dependiente) con relacidn a las diferentes temperaturas de
almacenamiento (variable independiente), este analisis se realiz6 para cada ensayo
del tiempo de almacenamiento (3, 9 y 33 meses) para la obtencién de los resultados.
Asi mismo, para cumplir con el segundo objetivo especifico planteado se analiz6 el
porcentaje de germinacion de las semillas (variable dependiente) con relacién a las
diferentes temperaturas de almacenamiento (variable independiente), este analisis
se realiz6 para cada ensayo del tiempo de almacenamiento (3, 9 y 33 meses) para
la obtencién de los resultados.

6. Resultados

6.1 Prueba de viabilidad
Los resultados obtenidos con la prueba de tetrazolio se obtuvo un porcentaje de
viabilidad del 97% de las semillas de Epidendrum sp.

Figura 3. Semillas tefiidas por la prueba de Tetrazolio al 1%.

Lucia Jacqueline Pino Quito - Johnny Daniel Yumbla Leén Pagina 28



UCUENCA

6.2 Objetivo especifico 1 Determinar la viabilidad del hongo Ceratobasidium sp.
encapsulado en perlas de alginato y conservado a 4°C, -20°C y -80°C luego de 3, 9
y 33 meses.

6.2.1 Ensayo 1 (3 meses de almacenamiento)

1c.

Figura4. Crecimiento del hongo Ceratobasidium sp. después de 3 meses de
almacenamiento a diferentes temperaturas. la. Temperatura de
almacenamiento a 4°C luego de 5 dias (A) y 8 dias (B) de la siembra (Longitud
de la perla =175,600 um). 1b. Temperatura de almacenamiento a -20°C luego
de 5 dias (A) y 8 dias (B) de la siembra (Longitud de la perla =135,600 um). 1c.
Temperatura de almacenamiento a -80°C luego de 5 dias (A) y 8 dias (B) de la
siembra (Longitud de la perla =49,800 um).

El crecimiento de micelio de hongo Ceratobasidium sp. (Figura 4) luego de 5 dias
de la siembra no presento diferencias estadisticamente significativas (p>0,01) con
referencia a las temperaturas de almacenamiento (4°C, -20°C y -80°C) (Anexo 8).
Sin embargo, el maximo desarrollo micelial corresponde a las temperaturas de
almacenamiento de 4°C y -80°C, que demostraron los mismos resultados con un
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valor promedio de crecimiento de 4,77 cm (n=3), seguidos por el tratamiento de
conservacion de hongo a -20°C con un valor promedio de crecimiento de 4,30 cm
(n=3).

Con respecto al crecimiento del hongo a los 8 dias tampoco se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p>0,01) con referencia a las
temperaturas de almacenamiento (4°C, -20°C y -80°C) (Anexo 8). Sin embargo, el
méaximo valor de desarrollo micelial se presenté en la temperatura de
almacenamiento de 4°C con un valor promedio de 8,23 cm (n=3), seguido por el
hongo conservado a -20°C con un valor promedio de desarrollo micelar de 7,83 cm
(n=3), finalmente, tenemos al hongo conservado a -80°C con un valor promedio de
desarrollo micelar de 7,80 cm (n=3) (Figura 5).

Hongo Ceratobasidium sp. conservado J meses
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Figura5. Crecimiento de micelio del hongo Ceratobasidium sp. encapsulado en
perlas de alginato después de 5y 8 dias de la siembra a diferentes temperaturas
luego de 3 meses de almacenamiento. Se aplicé un ANOVA unidireccional y una
prueba complementaria de Tukey para diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos. Las barras representan la media + error
estandar (n=3).

6.2.2 Ensayo 2 (9 meses de almacenamiento)

Figura6. Crecimiento del hongo Ceratobasidium sp. después de 9 meses de
almacenamiento a diferentes temperaturas. la. Temperatura de
almacenamiento a 4°C luego de 5 dias (A) y 8 dias (B) de la siembra (Longitud
de la perla =175,600 um). 1b. Temperatura de almacenamiento a -20°C luego
de 5 dias (A) y 8 dias (B) de la siembra (Longitud de la perla =151,600 um). 1c.
Temperatura de almacenamiento a -80°C luego de 5 dias (A) y 8 dias (B) de la
siembra (Longitud de la perla =72,800 um).
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El crecimiento de micelio de hongo Ceratobasidium sp. (Figura 6) luego de 5 dias
de la siembra no presento diferencias estadisticamente significativas (p>0,01) para
las temperaturas de almacenamiento (4°C, -20°C y -80°C) (Anexo 9). No obstante,
el maximo crecimiento micelial se registré a -80°C con un valor de 3,47 cm (n=3),
seguido por el conservado a -20°C con un valor promedio de 3,30 cm (n=3), y
finalmente, 4°C con un valor promedio de desarrollo micelar de 0,63 cm (n=3)
(Figura 6).

Asi mismo, Con respecto al crecimiento del hongo a los 8 dias no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p>0,01) con referencia a las
temperaturas de almacenamiento (4°C, -20°C y -80°C) (Anexo 9). EI maximo
crecimiento del hongo luego de 8 dias de la siembra, se repite a una temperatura
de almacenamiento de -80°C con un valor de 7,20 cm (n=3), luego tenemos al hongo
conservado a -20°C con un valor promedio de desarrollo micelar de 7,00 cm (n=3),
finalmente, tenemos al hongo conservado a 4°C con un valor promedio de desarrollo
micelar de 4,00 cm (n=3) (Figura 7).
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Figura7. Crecimiento de micelio del hongo Ceratobasidium sp. encapsulado en
perlas de alginato a los 5 y 8 dias de la siembra a diferentes temperaturas luego
de 9 meses de almacenamiento. Se aplic6 un ANOVA unidireccional y una
prueba complementaria de Tukey para diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos. Las barras representan la media + error
estandar (n=3).

6.2.3 Ensayo 3 (33 meses de almacenamiento)

Figura8. Crecimiento del hongo Ceratobasidium sp. después de 33 meses de
almacenamiento a diferentes temperaturas. la. Temperatura de
almacenamiento a 4°C luego de 5 dias (A) y 8 dias (B) de la siembra (Longitud
de la perla =161,600 um). 1b. Temperatura de almacenamiento a -20°C luego
de 5 dias (A) y 8 dias (B) de la siembra (Longitud de la perla =82,400 um). 1c.
Temperatura de almacenamiento a -80°C luego de 5 dias (A) y 8 dias (B) de la
siembra (Longitud de la perla =109,600 um).
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Luego de 5 dias de la siembra se registraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,0001) (Anexo 10), entre el crecimiento del micelio del hongo
conservado a -20°Cy -80°C respecto a las conservadas a 4°C (Figura 8). Luego
de los 5 primeros dias el maximo crecimiento micelar se registré a -80°C con un
valor de 5,57 cm (n=3), seguido del valor registrado a -20°C con un promedio de
4,80 cm (n=3), mientras que, a 4°C no se presento desarrollo micelar luego de los
5 primeros dias después de la siembra (n=3) (Figura 9).

De igual manera, el desarrollo de micelio de hongo Ceratobasidium sp. luego de 8
dias de la siembra present6 diferencias estadisticamente significativas (p<0,0001),
siendo las temperaturas de almacenamiento de -20°C y -80°C estadisticamente
diferentes al desarrollo micelar del hongo bajo temperaturas de almacenamiento de
4°C (Anexo 10). El maximo crecimiento del hongo luego de 8 dias de la siembra, se
repite a una temperatura de almacenamiento de -80°C con un valor de 8,50 cm
(n=3), luego tenemos al hongo conservado a -20°C con un valor promedio de
desarrollo micelar de 7,67 cm (n=3), finalmente, tenemos al hongo conservado a
4°C con un valor promedio de desarrollo micelar de 1,40 cm (n=3). Lo que sugiere
gue para una conservacion adecuada de los encapsulados de Ceratobasidium sp.
mediante perlas de alginato durante un periodo de 33 meses la temperatura
sugerida es -80°C (Figura 9).
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Figura9. Crecimiento de micelio del hongo Ceratobasidium sp. encapsulado en
perlas de alginato después de 5y 8 dias de la siembra a diferentes temperaturas
luego de 33 meses de almacenamiento. Se aplic6 un ANOVA unidireccional y
una prueba complementaria de Tukey para diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos. Las barras representan la media + error
estandar (n=3).

6.3 Objetivo especifico 2: Evaluar la actividad promotora de la germinacion del

hongo Ceratobasidium sp. encapsulado en perlas de alginato y conservado a 4°C,

-20°C y -80°C luego de 3, 9y 33 meses.

6.3.1 Ensayo 1 (3 meses de almacenamiento)

La semilla presentd un efecto positivo frente a todos los tratamientos y refleja los

resultados de la prueba de viabilidad (Figura 10).

) : (

Figura 10. Germinaciéon de semillas de Epidendrum sp. luego de 8 semanas de
la siembra a diferentes tratamientos. A. Semillas con Ceratobasidium sp.
conservado a 4°C durante 3 meses. B. Semillas con Ceratobasidium sp.
conservado a -20°C durante 3 meses. C. Semillas con Ceratobasidium sp.
conservado a -80°C durante 3 meses D. Semillas con Ceratobasidium sp.
tratamiento hongo fresco (HF). E. Semillas en medio avena-agar, control sin
hongo (AA). F. Semillas en medio Murashige & Skoog (MS).

Los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p<0,0001), el tratamiento control positivo (MS) fue el que mayor
porcentaje de germinacion presenté con 36,54% (n=10), seguido por el 31,72%
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(n=10) del tratamiento “hongo fresco” y el 28,14% (n=10) de germinacién en el
tratamiento a 4°C, pese a que los porcentajes de germinacion entre estos tres
tratamientos fueron diferentes, segun la prueba de Tukey obtenida, éstos comparten
cierta similitud estadistica entre ellos, sin embargo, el tratamiento “hongo fresco”
también comparte similitud con el resto de tratamientos a excepcion del tratamiento
control (AA) que presentd los porcentajes mas bajos (22,42%) (n=10) y
estadisticamente es diferente al tratamiento “hongo fresco”, no obstante, el
tratamiento control es estadisticamente comparable con los tratamientos 4°C, -80 y
-20°C (Anexo 11). La figura 11 ilustra los resultados obtenidos, donde podemos
observar un efecto favorable del hongo fresco en comparacion con el tratamiento
control, efecto estadisticamente comparable al que se obtiene al sembrar las
semillas en un medio rico en sacarosa.

Hongo Ceratobasidium sp. conservado a 3 meses
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Figura 11. Germinacion de semillas de orquidea Epidendrum sp. bajo diferentes
tratamientos: hongo Ceratobasidium sp. encapsulado en perlas de alginato
conservado a 4°C, -20°C y -80°C durante 3 meses. Hongo fresco (HF). Control
(AA). Murashige & Skoog (MS). Se aplico un ANOVA unidireccional y una prueba
complementaria de Tukey para diferenciar estadisticamente a los tratamientos,
cada letra representa los diferentes rangos. Las barras representan la media +
error estandar (n=10).

6.3.2 Ensayo 2 (9 meses de almacenamiento)
La semilla present6 un efecto positivo frente a todos los tratamientos y refleja los
resultados de la prueba de viabilidad (Figura 12).

Figura 12. Germinacién de semillas de Epidendrum sp. luego de 8 semanas de
la siembra a diferentes tratamientos. A. Semillas con Ceratobasidium sp.
conservado a 4°C durante 9 meses. B. Semillas con Ceratobasidium sp.
conservado a -20°C durante 9 meses. C. Semillas con Ceratobasidium sp.
conservado a -80°C durante 9 meses D. Semillas con Ceratobasidium sp.
tratamiento hongo fresco (HF). E. Semillas en medio avena-agar, control sin
hongo (AA). F. Semillas en medio Murashige & Skoog (MS).

Los resultados obtenidos en la implementacion de este ensayo presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p<0,0001) (Anexo
12). El tratamiento que destaco en este ensayo fue HF con un porcentaje de 43,45
% de germinaciéon (n=10), seguido del control positivo (MS) con un porcentaje de
41,66 % de germinacion (n=10), segun la prueba de Tukey obtenida, cabe recalcar
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gue tanto HF como MS no presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre ellos (p>0,01). Por otra parte, los valores de porcentaje de germinacion del
resto de tratamientos: conservacion a 4°C, -20°C, -80°C y control negativo (AA) no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si (p>0,01). El
tratamiento conservacion a 4°C presenté un porcentaje de 30,20 % de germinacion
(n=10), seguido por el tratamiento de conservacién a -80°C con 29,29 % de
germinacion (n=10), y el control negativo (AA) con un porcentaje de 29,15 % de
germinacion (n=10). Finalmente, el tratamiento que presentd el menor porcentaje
de germinacion fue la conservacion a -20°C con un valor de 27,53 % de germinacion
(n=10), aun mas bajos que un control negativo (AA) (Figura 13), sin embargo,
estadisticamente similar al compararlo con los tratamientos 4°C, -80°C y control
negativo (AA).
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Figura 13. Germinaciéon de semillas de orquidea Epidendrum sp. bajo diferentes
tratamientos: hongo Ceratobasidium sp. encapsulado en perlas de alginato
conservado a 4°C, -20°C y -80°C durante 9 meses. Hongo fresco (HF). Control
(AA). Murashige & Skoog (MS). Se aplic6 un ANOVA unidireccional y una prueba
complementaria de Tukey para diferenciar estadisticamente a los tratamientos,
cada letra representa los diferentes rangos. Las barras representan la media +
error estandar (n=10).

6.3.3 Ensayo 3 (33 meses de almacenamiento)
La semilla presentd un efecto positivo frente a todos los tratamientos y refleja los
resultados de la prueba de viabilidad (Figura 14).

Figura 14. Germinaciéon de semillas de Epidendrum sp. luego de 8 semanas de
la siembra a diferentes tratamientos. A. Semillas con Ceratobasidium sp.
conservado a 4°C durante 33 meses. B. Semillas con Ceratobasidium sp.
conservado a -20°C durante 33 meses. C. Semillas con Ceratobasidium sp.
conservado a -80°C durante 33 meses D. Semillas con Ceratobasidium sp.
tratamiento hongo fresco (HF). E. Semillas en medio avena-agar, control sin
hongo (AA). F. Semillas en medio Murashige & Skoog (MS).

Los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p<0,0001) (Anexo 13). El tratamiento que destaco6 en este ensayo fue
el control positivo (MS) con un porcentaje de 42,66 % de germinacion (n=10),
seguido del tratamiento HF con un porcentaje de 39,41 % de germinacion (n=10),
segun la prueba de Tukey obtenida, los tratamientos HF como MS no presentaron
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diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p>0,01). De la misma
manera, los valores de porcentaje de germinacion del resto de tratamientos:
conservacion a 4°C, -20°C, -80°C y control negativo (AA) no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre si (p>0,01), sin embargo, el tratamiento que
presento el valor mas bajo de germinacion fue el control (AA) con el 27,62 % (n=10)
(Figura 15).

Hongo Ceratobasidium sp. conservado a 33 meses
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Figura 15. Germinacién de semillas de orquidea Epidendrum sp. bajo diferentes
tratamientos: hongo Ceratobasidium sp. encapsulado en perlas de alginato
conservado a 4°C, -20°C y -80°C durante 33 meses. Hongo fresco (HF). Control
(AA). Murashige & Skoog (MS). Se aplicé un ANOVA unidireccional y una prueba
complementaria de Tukey para diferenciar estadisticamente a los tratamientos,
cada letra representa los diferentes rangos. Las barras representan la media
error estandar (n=10).
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Tabla 2. Estados de desarrollo de la semilla (%) a diferentes tiempos y
temperaturas de almacenamiento. (HF) hongo Ceratobasidium sp. fresco.
(AA) medio de cultivo avena agar, control negativo. (MS) medio de cultivo
Murashige & Skoog, control positivo.

Tratamientos Estado de desarrollo de la
semilla (%)
Estado Estado Estado 2
0 1
3 meses
4° C 71,86 28,14 0
-20° C 73,42 26,58 0
-80° C 72,14 27,86 0
HF 68,28 31,72 0
AA 77,58 22,42 0
MS 63,46 36,39 0,15
9 meses
4° C 69,80 30,20 0
-20° C 72,47 27,53 0
-80° C 70,71 29,29 0
HF 56,55 43,45 0
AA 70,73 29,28 0
MS 58,25 41,36 0,39
33 meses
4°C 72,02 27,98 0
-20° C 72,02 27,98 0
-80° C 70,61 29,39 0
HF 60,59 39,41 0
AA 72,38 27,62 0
MS 57,34 42,33 0,33

7. Discusion

7.1 Objetivo especifico 1: Determinar la viabilidad del hongo Ceratobasidium sp.
encapsulado en perlas de alginato y conservado a 4,-20 y -80°C luego de 3, 9y 33
meses.

El hongo se reactivo en todas las temperaturas y tiempos de almacenamiento, con
lo que se pudo comprobar su viabilidad, en el caso de los ensayos almacenados por
3y 9 meses, los tratamientos dentro de cada tiempo de almacenamiento no fueron
estadisticamente diferentes entre si. Por el contrario, en el ensayo de
almacenamiento por 33 meses, los tratamientos a -20 y -80°C, fueron
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estadisticamente diferentes superando en crecimiento al tratamiento de
almacenamiento a 4°C lo que se asemeja a los resultados presentados por Lopez
et al. (2021) quienes reportan reduccion en el vigor de crecimiento del hongo
almacenado a 4°C, aunque por un tiempo mas prolongado. En el caso especifico
del almacenamiento a 4°C por 33 meses, el crecimiento podria verse reducido por
un efecto conjunto de la temperatura y el doble encapsulamiento ya que estas cepas
se obtuvieron del refrescamiento de hongos previamente encapsulados, sin
embargo, solo redujeron su vigor de crecimiento inicial, pero fueron viables.
Ordoiiez (2017), este autor sefiala que la encapsulacién con perlas de alginato del
hongo Ceratobasidium sp. y su almacenamiento a 4°C durante 3 meses permitio su
reactivacion, luego de 2 semanas de la siembra en medio PDA. CIAT (1980),
recomiendan el uso de temperaturas de refrigeracion entre 4 °C y 10 °C, ya que
registraron viabilidad de los hongos (Rhizopus sp, Chaetomium sp, Alternaria sp y
Pythium sp) luego de 60 dias de conservacion, debido a la inhibicion de los procesos
metabdlicos de los hongos.

Por su parte, Pinzén et al. (2009), conservaron los hongos fitopatégenos
Colletrotrichum y Fusarium a -80 °C durante 5 meses, reportando una variacion en
la viabilidad probablemente debido a la fase de adaptacion de las células frente a
las condiciones medioambientales, lo mismo sucede con los resultados de Batty et
al. (2001), quienes conservaron hongos micorrizicos de orquideas a -196 °C en
nitrogeno liquido y experimentaron una breve fase de retraso por la recuperacion
del dafio causado durante la congelacion y descongelacion. En nuestro trabajo, la
sacarosa usada durante el secado de las perlas de alginato de sodio brinda una
fuente de alimento rapido para los hongos encapsulados (Sommerville et al., 2008),
lo que justifica la ausencia de este tipo de variaciones en la viabilidad del hongo,
también se observd que la sacarosa acelera el desarrollo del micelio durante los
primeros 8 dias (Lépez et al., 2021).

Lalaymia et al. (2013), aplicaron un almacenamiento a 4°C en propagulos de hongos
micorrizicos arbusculares producidos in vivo y encapsulados en perlas de alginato,
antes de la aplicacion en el campo, reportando que la viabilidad e infectividad del
propagulo disminuy6 luego de 20 meses de almacenamiento, de igual manera,
Plenchette y Strullu (2003), mencionan que con el hongo Glumus intrarradices que
fue encapsulado en perlas de alginato y almacenado a 4 °C tuvo una infectividad
reducida después de 62 meses de almacenamiento. Contrario a esto, estudios de
Mugnier y Mosse (1987) encontraron que el almacenamiento de hongos cultivados
in vivo de Glomus mosseae bajo soluciones salinas saturadas a 4 °C mantuvo la
viabilidad durante al menos 4 afos.

Lopez et al. (2021), agregan que las temperaturas de almacenamiento de 4°C hasta
por 6 meses y de -20°C y -80°C hasta por 22 meses no tuvieron efectos
significativos en la viabilidad de Ceratobasidium sp. encapsulado en perlas de
alginato, lo que concuerda con nuestros resultados e indica que la viabilidad del
hongo no se pierde a -20°C y -80°C hasta por 33 meses (LOpez et al.,
2021). Lalaymia et al., (2012), mencionan que la duracion del almacenamiento a -
130°C después de 1 mes de encapsulacién y secado del hongo Rhizophagus sp.
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no afecto su viabilidad, pese a que nuestro experimento no fue igual, concuerda con
los resultados al usar temperaturas bajas (-80°C) para la conservacion.

7.2 Objetivo especifico 2: Evaluar la actividad promotora de la germinaciéon del
hongo Ceratobasidium sp. encapsulado en perlas de alginato y conservado a 4,-20
y -80 °C luego de 3, 9 y 33 meses.

En todos los ensayos, a los 3, 9 y 33 meses, se observo un patron similar en donde
el hongo fresco destac6 con los porcentajes de germinacion mas altos vy
estadisticamente diferentes a los demas tratamientos de conservacion a excepcion
del tratamiento en medio MS, con el cual se mostré similar en todos los ensayos. A
los 9y 33 meses, los resultados fueron muy claros, sin embargo, cuando los hongos
se almacenaron por 3 meses, los resultados obtenidos a 4°C se agruparon dentro
del mismo rango estadistico que el del hongo fresco y el MS, éstos resultados se
explican posiblemente por la reactivacion previa de los hongos durante su
multiplicacion para la obtencion del micelio previo a la encapsulacion, y que en el
caso de la conservacion a 4°C, produjo solo una reduccion y no una detencién del
metabolismo como probablemente ocurrié en los tratamientos a -20 y -80°C.No
obstante, es importante mencionar que el resultado obtenido a 4°C también fue
estadisticamente similar al resto de tratamientos con menor germinacion que la del
Hongo fresco y el MS. En general, los resultados concuerdan con Sommerville et
al. (2008), quienes encapsularon semilla con el hongo Pterostylis saxicola,
correspondiente a una especie de Ceratobasidium, y los conservaron durante 6
meses a temperaturas de 4°C, -18°C y -196 °C sin presentar efectos significativos
en la germinacion, sin embargo, los mismos autores reportan que el potencial de
germinacion al parecer estaba ligeramente reducido en las perlas conservadas a
4°C. Por el contrario, Wood et al. (2000), afirman que el almacenamiento de
Ceratobasidium cornigerum a -20°C en tan solo 30 dias, redujo la viabilidad y
germinacion de hongos de manera critica, esto contrasta con los resultados
obtenidos, ya que a pesar de registrarse una reduccion en la actividad promotora
de la germinaciéon en comparacion con la del hongo fresco en todos los ensayos, la
germinacion se ve favorecida con la presencia del hongo aungque no se evidencian
diferencias estadisticas con el tratamiento control (p>0,01). En el trabajo de Wood
et al. (2000), posiblemente la encapsulacion conjunta de la semilla y el hongo pudo
influir en la viabilidad de la semilla (Lopez et al., 2021).

Sommerville et al. (2008), demostraron que las semillas de orquidea y el hongo
encapsulados pueden almacenarse durante un periodo de 6 meses a temperaturas
de -18°C y -196 °C, sin pérdida de viabilidad y la germinacion dependia de manera
primordial del mantenimiento de la viabilidad del hongo. Sin embargo, los resultados
de esta investigacion demostraron que es posible la encapsulacion del hongo (sin
la semilla) durante 33 meses, pese a existir una disminucion de la actividad
promotora del hongo, en comparacion con un hongo fresco, la viabilidad de este no
se ve afectada, ademas, el uso Unicamente del hongo encapsulado podria ser mas
conveniente ya que ayudaria a la conservacion de varias especies de orquideas y
no se enfocaria Unicamente a una sola especie (Lopez et al., 2021).
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En el estudio de Zettler y Dvorak (2021), utilizaron un método de conservacion que
consistié en el recultivo prolongado por 20 afios, con refrescamientos cada 3 y 6
meses, obteniendo asi un porcentaje de germinacion de semillas de Spiranthes
cernua del 33,7% con el hongo Tulasnella calospora, los resultados de nuestro
estudio sugieren que inducir una simbiosis previa a la utilizacién del hongo, podria
mejorar los resultados de la germinacion simbiética, sin embargo implican mas
trabajo, al momento de aislarlo nuevamente, sin embargo, la germinacién simbibtica
in vitro podria ser una alternativa viable y de facil manejo para mantener al hongo
activo.

Los resultados demostraron que la encapsulacion en alginato podria ser un método
exitoso para la conservacion de Ceratobasidium sp. durante periodos de tiempo de
hasta 33 meses y de acuerdo con Lopez et al. (2021), existe la posibilidad de un
almacenamiento por periodos mas prolongados. Kim et al. (2019), aseguran que el
almacenamiento a temperatura ambiente luego de 6 meses no es recomendable
debido a que la viabilidad del hongo disminuye de manera significativa y que para
periodos de tiempo mas largos se pierde completamente la viabilidad del mismo,
por consiguiente, es importante tomar en cuenta la temperatura de almacenamiento
ya que este factor es la clave para el éxito de la conservacion de hongos
micorrizicos.

La conservacion de hongos micorrizicos mediante el protocolo de encapsulacion-
deshidratacion puede ser de importancia para inocular lugares donde se pretenda
mejorar o restaurar la poblacion de orquideas, también podria aplicarse a otros
hongos de interés y se ha recomendado como una estrategia importante para el
desarrollo de investigaciones de inoculacion de hongos a gran escala y para el
mantenimiento de grandes colecciones (Plenchette & Strullu 2003). Se demostré de
esta manera que el método de encapsulacion no solo es efectivo como una forma
de conservar la viabilidad del hongo, sino que ademas conserva la capacidad
simbidtica (Sommerville et al., 2008). Finalmente, la conservacién por encapsulados
de alginato es de facil manejo dentro de laboratorio, debido a que no requiere de
gran espacio para trabajarlos, transportarlos o almacenarlos, el protocolo es facil de
implementar, pese al uso de equipos especificos para la encapsulacion, estos no
son esenciales y se puede realizar con tipo de pipeta estandar de laboratorio
(Plenchette & Strullu 2003).

8. Conclusiones

En conclusion, nuestra investigacion demuestra la viabilidad del hongo
Ceratobasidium sp. encapsulado en perlas de alginato hasta por 33 meses en las
tres temperaturas de almacenamiento (4, -20 y -80°C), a 4°C durante 3 meses se
registr6 un mayor crecimiento, posiblemente por la reactivacion previa y solo
reduccion del metabolismo, asi mismo, esto demuestra la importancia de las
interacciones bidticas y abidticas en la actividad promotora de la germinacion de
este hongo.
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En el caso de los ensayos de 9y 33 meses, la temperatura presenté mayor vigor en
el crecimiento, fue la de -80°C, sin que las diferencias sean significativas entre las
temperaturas demostrando asi que la viabilidad del crecimiento micelial del hongo
se mantiene al conservarlo en perlas de alginato a cualquiera de las temperaturas
evaluadas y hasta por 33 meses, sin embargo, el crecimiento mas vigoroso se
observoé en los hongos conservados a -80°C.

El efecto promotor de la germinacion, en todos los casos fue superior en el
tratamiento en el que se uso el hongo fresco (HF), en comparacion con el resto de
tratamientos, y en todos los tiempos de conservacion, siendo el tratamiento HF
comparable al tratamiento con el medio rico en sacarosa (MS), lo que evidencia un
efecto positivo de la interaccién planta-hongo previo a su inoculaciéon en la
germinacion simbidtica de Epidendrum sp.

9. Recomendaciones

Es recomendable realizar una comparacion en la viabilidad (crecimiento miceliar)
de hongos conservados frente a un hongo fresco para obtener resultados mas
claros con respecto a su viabilidad.

Para futuros estudios se recomienda extender el tiempo de evaluacién en cuanto a
la germinacion debido a que asi las semillas puedan lograr alcanzar otros estados
de germinacion.

Seria adecuado realizar un estudio similar con distintos géneros de orquideas y sus
simbiontes con el fin de enriquecer los datos de conservacion y germinacion de
acuerdo con cada especie.

Se recomienda realizar estudios en combinacion de hongos de otras especies de
orquideas.
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11. Anexos

Anexo 1. Elaboracion de encapsulados de Ceratobasidium sp. en perlas de

alginato.

1.- Mezcla homogenizada en agitador
magnético.

2.- Proceso de osmosis para la
deshidratacién en sacarosa.

3.- Siembra de las perlas de alginato en
cajas Petri que contenia medio PDA.

4.- Fotografia bajo estereomicroscopio
de una perla de alginato.
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Anexo 2. Aislamiento de Ceratobasidium sp. a partir de plantas inoculadas para
obtener el hongo fresco.

1.- Obtencion del hongo fresco | 2.- Segmentos sembrados en medio de

mediante segmentos de raiz de | cultivo de aislamiento de hongos.
orquidea Epidendrum sp.

3.- A partir del micelio que se desarrollé | 4.-  Identificacion  bajo  estéreo
se sembraron nuevas placas del | microscopio del micelio de
aislado en medio de cultivo Agar Papa | Ceratobasidium sp. tefiido con azul de
Dextrosa (PDA). metileno.
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Anexo 3. Evaluacién de la viabilidad de las semillas Epidendrum sp.

1.- Prueba de viabilidad de las semillas
en sales de tetrazolio al 1%.

2.- Semillas tefidas de
consideradas viables.

rojo son

Anexo 4. Establecimiento del ensayo de germinacion.

1.- Siembra de semillas de Epidendrum
sp. en cajas Petri que contenian medio
de cultivo avena agar y medio de
Murashige & Skoog (MS).

2.- Siembra de un segmento del micelio
del hongo obtenidos a partir de los
encapsulados almacenados a
diferentes tiempos y temperaturas.
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Anexo 5. Ensayos de germinacion a 3 meses y a diferentes tratamientos A. 4°C
B. -20°C C. -80°C D. Hongo Fresco E. Control negativo (AA) F. Control
positivo (MS).
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Anexo 6. Ensayos de germinacion a 9 meses y a diferentes tratamientos A. 4°C
B. -20°C C. -80°C D. Hongo Fresco E. Control negativo (AA) F. Control
positivo (MS).
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Anexo 7. Ensayos de germinacion a 33 meses y a diferentes tratamientos A.
4°C B. -20°C C. -80°C D. Hongo Fresco E. Control negativo (AA) F. Control
positivo (MS).
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Anexo 8. Resultados del ANOVA del crecimiento micelar y de la prueba de
Tukey del hongo Ceratobasidium sp. conservado a 3 meses de
almacenamiento a diferentes temperaturas, luego de 5y 8 dias de la siembra.

Analisis de la varianza

Tamafio micelio a los 5 dias (cm)

Variable M E* R*® Lj CWV
Tamafio micelio a los 5 dia.. © 0,24 0,00 10,30

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p—valor
Modelo 0,44 2 0,22 0,%7 0,4330
Tratamiento 0,44 2 0,22 0,97 00,4330
Error 1,35 & 0,23
Total 1,79 8

Test:Tokey Alfa=0,01 DMS=1,T73582
Error: Q,525& gl: &

Tratamiento Medias n E.E.

-80° 4,77 3 0,27 A
4° 4,77 3 0,27 A
-20° 4,30 3 0,27 A

Medias con una letra comin no son significativamente difsrentes (p > 0,01)

Tamaho micelio a los 8 dias (cm)

Variable N R ER® Rj CW
Tamafio micelio a los 8§ dia.. 9 0,13 0,00 7,87

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. 5C gl M F p—wvalor

Modelo 0,35 2 0,17 0,43 0,6669
Tratamiento 0,35 2 0,17 0,43 0O,&6669
Error 2,41 & 0,40

Total 2,76 8

Test:Tokey Alfa=0,01 DMS=2,631739
Error: 0,4022 gl: &
Tratamiento Medias n E.E.

4° 8,23 3 0,37 L
—z0° 7,83 3 0,37 L
—80° 7,80 3 0,37 B

Mzdias con una letra comiin no son sigrificativamsnte difsrsntes (p

> 0,01)
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Anexo 9. Resultados del ANOVA del crecimiento micelar y de la prueba de
Tukey del hongo Ceratobasidium sp. conservado a 9 meses de
almacenamiento a diferentes temperaturas, luego de 5y 8 dias de la siembra.

Analisis de la varianza

Tamafio micelio a los 5§ dias (om)

Variable N E*= E= &3 o
Tamafio micelio a los 5 dia.. 9 0,80 0,74 31,81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 15,17 2 (508 12,32 0,0075
Tratamiento 15,17 2 7,58 12,32 00,0075
Error 3,69 6 0,62
Total 18,86 8

Test:Tokey Alfa=0,01 DMS=2, 686755
Error: 0,615 gl: &
Tratamiento Medias n E.E.

-z0° 3,47 3 0,45 &
-z20° 3,30 3 0,45 R
4° 0,63 3 0,45 B

Msdias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.01)

Tamaho micelio a los 8 dias (cm)

Variable ) Rt | cv
Tamafo micelio & los 8 dia.. 9 0,55 0,40 26,70

Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 19,28 2 9,64 3,67 0,0908
Tratamiento 19,28 2 9,64 3,67 0,0908
Error 15,74 & 2,62
Total 35,02 8§

Test:Tukey Alfa=0,01 DMS=5,91977

Error: 22,6233 gl: &

Tratamiento Medias n E.E

—-g80"® 7,20 3 0,54 &R
—-20° 7,00 3 0,54 &
4° 4,00 3 0,54 &

Medias con una letra comin no son significativaments diferentes (p > 0,01}
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Anexo 10. Resultados del ANOVA del crecimiento micelar y de la prueba
de Tukey del hongo Ceratobasidium sp. conservado a 33 meses de
almacenamiento a diferentes temperaturas, luego de 5y 8 dias de la siembra.

Analisi=s de la varian=za

Tamafio micelio a los 5 dias (cm)

m?
11,00

Variakle N R

Tamafio micelio a los 5 dia.. @ 0,

| n
[=+]
m
o n
[y
|1
[i N

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo IITI)
F.V. S gl M F p—valor

Modelo 54,62 2 27,31 189,05 <0,0001
Tratamiento 54,62 2 27,31 189,05 <0,0001
Error 0,87 & 0,14

Total 55,48 B

Test:Tokey Alfa=0,01 DMS=1,38908
Error: 00,1444 gl: &

Tratamiento Medias n E.E.

—-g0° 5,57 3 0,22 A
-20° 4,80 3 0,22 A

4° 0,00 3 0,22 B

Msdias con una lstra comin no son significativamentes difsrentes (p > 0.01})

Tamafio micelio a los 8 dias (cm)

Variable i) R*= R= Bj W
Tamafio micelio a los 8§ dia.. % 0,88 0,84 24,58

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S gl CcM F p—valor
Modelo %0,38 2 45,19 21,82 0,0018
Tratamiento 90,38 2 45,1% 21,82 0,0018
Error 12,43 g 2,07
Total 102,8 8

Test:Tokey Alfa=0,01 DMS=5,25993
Error: Z2,0711 gl: &

Tratamiento Medias n E.E.

-80° 8,50 3 0,83 A
-20° 7,87 3 0,83 A

4° 1,40 3 0,8 B

M=sdias con una letra comin ne son s

|

gnificativamente diferentes (p > 0,01)
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Anexo 11. Resultados del ANOVA de germinacion y de la prueba de Tukey
del hongo Ceratobasidium sp. conversado a 3 meses a diferentes
tratamientos.

Analisis de la varianza

H R
E0 0,43

Variable
Germinacidn

R® B CV
0,37 18,53

(%)

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. s5C gl M F p-valor
HModelo 1152,30 5 230,46 8,05 <0,0001
Tratamientos 1152,30 5 230,46 8,05 <0,0001
Error 1546,71 54 28,64
Total 2695,02 55

Test:Taokey Alfa=0,01

DMS=8,49314

Error: 28,6429 gl: b4
Tratamientos Medias n E.E.
M5 36,54 10 1,689 A
HF 31,72 10 1,69 & B
4° 28,14 10 1,692 2 B C
-g0* 27,86 10 1,89 B C
-20* 26,58 10 1,89 B C
AR 22,42 10 1,69 C
Medias cor una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.01)
Anexo 12. Resultados del ANOVA de germinacion y de la prueba de Tukey
del hongo Ceratobasidium sp. conversado a 9 meses a diferentes

tratamientos.

Analisis de la varianza

N &:
§0 0,74

Variabkle
Germinacion (%)

R B CV
0,71 12,10

Cnadro de Analisiz de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2486,03 5 457,21 30,18 <0,0001
Tratamientos 2486, 03 5 487,21 30,18 <0,0001
Error 885, 54 1&,48
Total 3375,80 58

Test:Tukey Alfa=0,01 DMS=6,44172

Error: 1&£,4772 gl: 54

Tratamientos Medias n E.E.

HF 43,45 10 1,28 &

M35 41,66 10 1,28 A

4° 30,20 10 1,28 B

—g0Q° 29,29 10 1,28 B

vy 29,15 10 1,28 B

-20° 27,53 10 1,28 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p = 0,.01)
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Anexo 13. Resultados del ANOVA de germinacion y de la prueba de Tukey
del hongo Ceratobasidium sp. conversado a 33 meses a diferentes
tratamientos.

Analis=si=z de la varianza

Variable N R®= R*® A3 CW
Germinacidin (%) €0 0,66 0,62 14,38

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. S gl CH F p-valor
Modelo 2253,17 &5 450,63 20,61 <0,0001
Tratamientos 2253,17 5 450,63 20,61 <0,0001
Error 1180,48 54 21,86
Total 3433,65 59

Test:Tokey Alfa=0,01 DMS=7,641981
Error: 21,8608 gl: 54

Tratamientos Medias n E.E.

M5 42,66 10 1,48 R

HF 39,41 10 1,48 &
-80° 29,39 10 1,48 B
4% 27,98 10 1,48 B
-20° 27,98 10 1,48 B
LR 27,62 10 1,48 B

r

Madias con una letra comiin no son significativaments diferentes (p = 0,01}
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