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ABSTRACT

The symbiosis between specific fungi and the roots of epiphytic
and terrestrial orchids constitute a vital point for the establishment
and development of orchids in the natural environment.
Knowledge of these important mycobionts now has been
restricted to the molecular data to find an answer to the
correlation between the individuals involved in this exchange of
nutrients. The study in orchid micorrhiza in Ecuador has been
established by Suéarez (2006, 2008) Kottke 2010, without
achieving greater success in aislameinto in vitro of these fungi. To
establish a method of isolation of mycorrhizal fungi in culture, 25
individuals of orchids terrestrial roots were sampled in the Andean
forest at the Reserva Biologica San Francisco. To increase
effectiveness and prevent external contaminants only roots
without velamen but highly colonized were used in order to isolate
in the culture media Potatoe Dextrose Agar (PDA), and Moser B.
By PCR with primers combination ITS1/ITS4Tul for Tulasnella
was posible determine that 48 isolates belong to this genus.

Is really Imporat to obtain and matinain pure cultures in vitro, for

future studies that can assist in the preservation of such valuable
species such as orchids.

Key Words: Micorrhiza, Tulasnella, ITS1/ITS4Tul



RESUMEN

La simbiosis entre hongos especificos y las raices de las
orquideas epifitas o terrestres se constituyen en un punto vital de
establecimeinto y desarrollo de las orquideas en el medio
ambiente natural. Los conocimientos sobre estos importantes
micobiontes en la actualidad se ha restringido a los datos
moleculares para buscar una respuesta a la correlacién entre los
individuos involucrados en este intercambio de nutrientes. El
studio en micorrizas de orquideas en el Ecuador ya ha sido
establecido (suarez 2006, 2008, Kottke 2010), sin lograr mayor
éxito en el aislameinto in vitro de dichos hongos. Con el fin de
establecer una metodologia de aislamiento de hongos
micorrizicos en cultivo, se muestrearo raices de 25 individuos de
orquideas terrestres en el bosque andino de la Reserva Biologica
San Francisco. Para aumentar la efectividad vy evitar
contaminantes externos se probé aislar desde raices altamente
colonizadas y sin velamen, en los medios de cultivo Potatoe
Dextrose Agar (PDA), y medio Moser B. Por medio de PCR con
la combinacion de primers para Tulasnella ITS1/ITS4Tul, se
determinaron que 48 aislados pertenecen a este genero.

Es de imporatncia obtener y mantener cultivos puros in vitro, para

futuros estudios, que puedan colaborar en la conservacion de tan
valiosas especies como lo son las orquideas.

Palabras clave: Micorrizas, Tulasnella, ITS1/ITS4Tul



1. INTRODUCCION

Orquidaceae es una de las familias de plantas mas rica en
especies con aproximadamente 35000 (Cameron et al. 2006).
Ecuador, es uno de los paises con mayor biodiversidad en el
mundo, y como ejemplo se han registrado aproximadamente
4000 especies de orquideas (Dodson 2003).

Las orquideas tienen la capacidad de producir miles de
semillas, pero se enfrentan a una problematica de germinacion
por ser diminutas y contener escasas reservas de carbohidratos
(Shimura & Koda 2005). La limitacién de nutrientes en la semilla,
lleva a la necesidad de generar un vinculo con hongos
especificos que les proporcionen nutrientes y asi contribuir a su
germinacién, el desarrollo del protocormo y el desarrollo
temprano de la plantula (Smith & Read 1997).

La simbiosis que se da entre los hongos especificos y las
raices de las plantas se denomina micorriza (Brundrett 2002).

Los estudios de hongos micorrizicos de orquideas, se ha
restringido a datos moleculares obtenidos desde raices de
orquideas asi como cultivos, creandose un grupo superficial
denominado Rhizoctonia para ubicar los estados anamoérficos,
debido a la falta de datos moleculares desde sus telemorfos
(Warcup 1980; Moore 1987; Taylor et al. 2002; Ma. et al. 2003;
Pereira et al. 2003, 2005).

En el Ecuador estudios realizados en la zona Andina de la
Reserva Biologica San Francisco, muestran a miembros de
Tulasnellales, Sebacinales (Suarez et al. 2006, 2008) vy
Atractielales (Kottke et al. 2010) como potenciales micobiontes
en orquideas, reportandose al género Tulasnella como el
micobionte mas comun en orquideas epifitas y terrestres

Hasta la actualidad, se mantiene la problemética para
poder obtener aislados puros de estos hongos simbiontes a partir
de raices de orquideas, que son necesarios para ampliar
nuestros estudios en pruebas de inoculacion in Vitro, dando
relevancia al establecimiento de posibles estrategias de



conservacion de orquideas (Zettler 1997; Otero et al. 2002; Dixon
et al. 2003); analisis enzimaticos, y estudio de la taxonomia
mediante la induccion de los estados sexuales o fructificaciones
de estos hongos en cultivo (Warcup 1980).



2. RECOPILACION BIBLIOGRAFICA

2.1. IMPORTANCIA DE LAS ORQUIDEAS

Las orquideas ocupan un lugar muy importante en la
cadena evolutiva de las plantas superiores, debido a que estan
entre las mas avanzadas y especializadas (Linares 1993). Tienen
tres habitos principales de crecimiento: Habitan el suelo
(terrestres), sobre otras plantas (epifitas), y en la superficie de las
rocas (litofitas) (Smith & Read 1997).

Estas plantas pueden ser encontradas desde los tropicos
hasta las regiones articas, como por ejemplo orquideas epifitas
que son comunmente encontradas en zonas tropicales, o las
terrestres en zonas templadas y hasta algunas formas
subterraneas (Smith & Read 1997). Teniendo una gran
distribucién y por ello son consideradas como indicadoras de la
estabilidad de los ecosistemas (Rivera 2002)

Por otro lado, estas plantas tienen una gran importancia
econdmica; la vainilla obtenida de la Vainilla planifolia_es utilizada
para dar sabor de los alimentos y bebidas, los tejidos de
Gastrodia spp. son utilizadas en la medicina natural (Griesbach
2002), y en general las orquideas se constituyen en un gran
mercado econémico en el campo de la horticultura existiendo una
fuerte presion por parte de los colectores al sacarlas de su sitio
dado el incremento en la demanda (Larrea 2002).

En la actualidad existe una fuerte preocupacion por la
pérdida de habitas, lo cual requiere mayor conocimiento y
comprension de las relaciones bidticas entre estos seres vivos
para apoyar los esfuerzos de conservaciéon. Segun Hamilton
(2005), aproximadamente el 90 % de los bosques andinos ya se
han destruido, y se ha perdido gran parte de la diversidad de
orquideas, provocando como consecuencia un funcionamiento no
saludable del ecosistema, siendo necesario empezar con
actividades de conservacion de cada especie amenazada.



2.2. REINO FUNGI Y SU CLASIFICACION

El reino fungi constituye un grupo diverso de organismos
unicelulares o pluricelulares que se alimentan mediante la
absorcién directa de nutrientes (organismos heterotréficos). Los
alimentos se disuelven mediante enzimas que secretan los
hongos; después se absorben a través de la fina pared de la
célula y se distribuyen por difusién simple en el protoplasma.
La nutricion heterotrofica puede ser establecida por una vida
saprotréfica, parasitica o0 simbidtica en un huésped
determinado (Gams et al. 1998).

Durante las Ultimas décadas se ha venido aplicando técnicas
moleculares en micologia, pero es en la década de 1990 con la
amplificacion por PCR de genes de regiones de RNA ribosomal,
(18S rRNA, ITS, 5.8S rRNA, 28S rRNA) que se ha llegado hasta
la utilizacion de bases de datos de mudltiples locus, concluyendo
en conjunto en la mas grande clasificacién filogenética de
hongos, manejando un lineamiento jerarquico modificado por el

| Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica -, (Hibett et al.
2007).

Una clasificacion basada en las relaciones evolutivas se
| conoce como una clasificacién filogenética, y taxo (sing. taxén);
idealmente comprende a todos los organismos pertenecientes a
linajes monofiléticos (Vilgalys & Hibbet 1993), incluyendo sus
formas tanto sexual como asexual. Aceptandose asi un Reino, un
Subreino, siete Phylum, diez Subphylum, 35 Clases, 12

| Subclases y 129 érdenes_(Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion del Reino Fungi. (Hibett et al. 2007).

Reino Fungi

Subreino  Dycaria

Phylum Chytridiomycota
Neocallimastigomycota
Blastocladiomycota
Microsporidia
Glomeromycota
Ascomycota
Basidiomycota

2.3. ASOCIACIONES MICORRIZICAS

El término micorriza describe una forma comun de
simbiosis entre raices de plantas y hongos (Harley & Smith
1983). Los hongos que participan como socios en esta relacién
hongo planta, son del filum: Basidiomycota, Ascomycota y
Glomeromycota (Brundrett 1991; Harley & Smith 1983). En la
literatura micorrizica, al término simbiosis se lo describe como
una favorable relacién mutualista interdependiente del lugar en el
gue la planta huésped recibe nutrientes minerales, mientras el
hongo obtiene componentes de carbono derivados de la
fotosintesis (Harley & Smith 1983).

2.3.1. TIPOS DE ASOCIACION

Al menos se han reconocido siete tipos diferentes de
asociaciones micorrizicas, involucrando diferentes grupos de
hongos y plantas huésped y distintos modelos morfologicos (Fig.
1), (Brundrett et al. 1996).

Las asociaciones mas comunes son:

- Micorrizas vesiculo-arbusculares (VAM) — en esta
asociacion hongos del filum Glomeromycota producen



arbusculos, hifas, y vesiculas dentro de las células de la
corteza radical (Brundrett et al. 1996).

- Ectomicorrizas (ECM) - son Basidiomicetes vy
Ascomicetes que forman un manto alrededor de raices y
una red de Hartig entre las células radicales (Brundrett et
al. 1996).

- Micorrizas de orquideas — principalmente hongos de la
clase Basidiomicetes producen ovillos de hifas dentro de
raices de plantas orquidaceas (Brundrett et al. 1996).

- Micorrizas ericoides — involucra ovillos de hifas en el
exterior de las células de los angostos pelos radicales de
plantas del orden ericales (Brundrett et al. 1996).

- Asociaciones Ectendo-, arbutoides y monotropoides — son
similares a asociaciones ectomicorrizicas, pero tienen

caracteristicas anatdmicas especializadas (Brundrett et
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Fig. 1 Tipos de micorrizas modificado de José Miguel Barea,
1998.



2.3.1.1. MICORRIZAS DE ORQUIDEAS

Segun estudios realizados de forma preliminar se ha
sugerido que el desarrollo de las relaciones micorrizicas marc6
una pauta importante en la evolucién de la familia Orchidaceae
(Benzing 1981; Rasmussen 1995).

En este contexto se sabe que la mayoria de las especies
de orquideas de zonas templadas estan durante todo su ciclo
vital infectadas con hongos micorrizicos, al contrario los estudios
hechos con orquideas tropicales han mostrado grados variables
de asociacion, demostrando que la infeccién de micorrizas en
zonas tropicales es fundamental para la germinacién, pudiendo o
no estar presente en las siguientes etapas de desarrollo
(Rasmussen 1995).

Las micorrizas de orquideas se caracterizan por la
formacion de ovillos o pelotones de hifas intracelulares de
hongos en la corteza de la raiz de plantas maduras (Dearnaley
2007; Masuhara & Katsuya 1991). Los pelotones son digeridos
por la planta, permitiendo la transferencia de nutrientes desde los
hongos a las células radicales de las orquideas (Alexander &
Hadley 1985; Rasmussen 1995). La infeccidn inicial fingica de la
raiz en algunas especies es a través de los pelos epidérmicos
(Burgeff 1936), aunque en otros casos, los pelos de la raiz no
estan involucrados (Burgess et al. 1994).

Cameron en estudios realizados el 2006 reporta que la
asociacion hongo-orquidea es mutualista, ya que sus resultados
experimentales demostraron una transferencia reciproca de C
entre hongo y orquidea. Ademas se conoce que los hongos son
grandes proveedores de nutrientes minerales como el C y N,
obtenidos a partir de compuestos como aminoacidos y sustancias
como la celulosa, que son producidos y encontrados de forma
natural (Sharma 2003; Cameron 2006); y le permiten a la planta
obtener recursos como el agua para evitar la desecacion (Yoder
et al. 2000; Cameron et al. 2006).



En orquideas mixotréficas (heterotréficas) existe una
dependencia de los hongos micorrizicos a lo largo de su vida. En
orquideas autotréficas esta necesidad va disminuyendo por el
desarrollo de funciones fotosintéticas, por lo que la planta
disminuye la dependencia hacia las micorrizas. Sin embargo
algunas orquideas fotosintéticas poseen raices rasticas, por lo
gue conservan a los hongos micorrizicos, para la suministracion
de nutrientes minerales, especialmente el fésforo (Cameron et al.
2007). En bosques tropicales éstos hongos establecidos sobre la
corteza de arboles son importantes para mantenimiento y
crecimiento de orquideas epifitas (Suéarez et al. 2006).

La actividad fotosintética permite que se genere mayor
intercambio nutricional y mineral de las orquideas hacia los
hongos, convirtiéndose en un flujo bidireccional constante entre
ambos (Cameron et al. 2006)

HONGOS QUE FORMAN MICORRIZAS CON ORQUIDEAS

En bosques tropicales, subtropicales y neotropicales se ha
reportado la interaccién con hongos pertenecientes al subfilum
Basidiomicotina, con los ¢rdenes: Tulasnellales, Sebacinales
Ceratobasidiales y Atractelialles como los hongos micorrizicos
mas comunes en orquideas. (Kottke & Suarez 2009; Yukawa et
al. 2009; Kottke et al. 2010)

« FILUM BASIDIOMYCOTA

El phylum Basidiomycota incluye cerca de 30.000
especies de hongos incluidos royas, carbones vy, levaduras
(James et al. 2006).

Los hongos que comprenden el filum Basidiomycota
comunmente son conocidos como basidiomicetes. Los
basidiomicetes se caracterizan primariamente por el hecho de
que ellos producen sus esporas sexuales, basidiosporas
terminales, sobre la superficie de una estructura especializada y
microscopica llamada basidio (Alexopoulos et al. 1996), ademas
presentan sus hifas con septas, usualmente micelio dicariético, a



menudo provistos de fistulas, y propagacion sexual con basidios
entre 2 y 8 basidiosporas.

ORDEN TULASNELLALES

Los Tulasnellales se han reconocido como saprofitos y
parasitos, simbidticos en micorrizas con orquideas. Muchas
colecciones de estas especies han sido hechas desde madera u
hojas en descomposicion, como también de basidiocarpos
senescentes de otros hongos (Bourdot & Galzin 1928; Roberts
1999). Sin embargo, varias especies han sido aisladas desde las
raices de orquideas terrestres (Warcup & Talbot 1967).

Diversas observaciones en diferentes trabajos han
sugerido que algunas especies de Tulasnellales no son
primariamente organismos descomponedores de madera pero
pueden ser micoparasiticos, parasitos sobre otros organismos,
asociados micorrizicos, o limpiadores de los bioproductos de
especies degradadoras de madera (Wells & Bandoni 2001).

Se conocen seis especies de Tulasnella que forman
micorrizas en orquideas: T. allantospora Wakefield y Pearson, T.
asimétrica Warcup y Talbot, T. calospora (Boud.) Juel, T. cruciata
Warcup y Talbot, T. irregularis Warcup y Talbot, T. violea (Chalet)
Bourdot y Galzin (Currah et al. 1997).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE TULASNELLALES

Entre las caracteristicas principales de Tulasnellales
tenemos: basidioma, extendido aracnoideo sin himenium
definido, de ceroso a subgelatinoso y hialino (claro) o
frecuentemente gris violaceo, muy a menudo invisible
microscépicamente; las hifas son bi o multinucleadas, claras
monomiticas con o0 sin conexiones por fistulas (clamps),
esporas: lizas y de variadas formas (Roberts 1999; Warcup &
Talbot 1967, 1971, 1980).

Algunas Tulasnella spp. se las ha localizado en
hepéticas, asi se demuestra la importancia de estos micobiontes
en los diversos ecosistemas (Kottke et al. 2007). También



forman ectomicorrizas y participan en asociaciones tripartitas
(Bidartondo et al. 2004). En cultivo han sido reportadas como
formas Rhizoctonicas (Warcup & Talbot 1966, 1971; Roberts
1999; Sharma 2003).

FORMA-RHIZOCTONIA

Los hongos forma-Rhizoctonia, son hongos imperfectos
(Warcup & Talbot 1967) saprofitos, parasitos de plantas y hongos
endomicorricicos de  orquideas, dentro del phylum
Basidiomycota, clase Basidiomycetes. (Roberts 1999).

En condiciones de laboratorio, el crecimiento de estas
formas anamorficas ha sido inducido, caracterizadndose por
poseer hifas septadas, las cuales en algunos son heterocariéticas
(dos 0 mas nucleos genéticamente diferentes), o homocariéticas
(nucleos genéticamente idénticos), (Roberts 1999).

La subdivision de Rhizoctonia, se ha basado en ndmero
de nulcleos por segmento de hifa y la ultra-estructura de la septa
de la hifa, con lo que se ha asignado previamente para los
estados anamorficos de sus géneros telomérficos (Ceratorhiza
para Ceratobasidium; Moniliopsis para Thanateaphorus vy
Epulorhiza para Tulasnella y Opadorhiza para Sebacina)
(Sharon et al. 2008).

2.4. AISLAMIENTO DE HONGOS EN CULTIVO

La metodologia de cultivos puros permite a un
investigador detectar, aislar, identificar y cuantificar tipos de
hongos desde una amplia serie de ambientes y para definir los
requerimientos nutricionales, quimicos y ambientales para su
crecimiento y metabolismo. Los estudios con cultivos puros no
solo mejoran el entendimiento de algin ecosistema natural
dentro de huéspedes infectados o en el ambiente, sino también
ayudan en la determinacion de la arquitectura molecular y el
escrutinio (screening) para una nueva actividad/componente
(Jong & Birmingham 2001).
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Los hongos micorrizicos de orquideas han sido
estudiados mediante el aislamiento y establecimiento de
cultivos puros desde tejidos radicales colonizados (Warcup 1981,
Currah et al. 1997). Para lograrlo se han probado una
variedad de métodos de aislamiento, pero todos con el fin de
obtener una cepa pura de un hongo micorrizico.

2.4.1.METODQS DE AISLAMIENTO DE HONGOS
MICORRIZICOS EN ORQUIDEAS

Existen diversos métodos de aislamiento de hongos
micorrizicos en raices de orquideas (Zhu et al. 2008) son los
descritos a continuacion.

a) Método de Currah et al. (1987)

En este método segmentos de la superficie de la raiz son
esterilizados durante un minuto en una solucioén de cloro de uso
domestico diluida al 20% por, y enjuagadas dos veces en agua
destilada estéril, y finalmente se retira el velamen con un bisturi
estéril. Grupos de células se extraen de la corteza interior, luego
de macerar el corte en una gota de agua estéril se siembran en
cajas con medio fundido Melin-Norkran modificado. Las placas se
dejan solidificar y se incuban en la oscuridad a 18 C hasta que
las hifas de las células corticales crecen en las placas con medio,
luego las hifas son transferidas a Potato Dextrosa Agar (PDA), se
repite este paso hasta obtener cultivos puro.

b) Método de Warcup y Talbot (1967)

Las raices de la orquidea con micelio Rhizoctonio
externo se seleccionan y se lavan a fondo con agua del grifo y se
cortan en segmentos. Los segmentos son macerados aparte en
agua estéril, y con la ayuda de agujas estériles se liberan los
pelotones en las placas de aislamiento. Estos se mezclan en
refrigeracion con el agar fundido con 50 pg/ml de estreptomicina
y 20ug/ml de tetraciclina y se vierte en cajas de Petri para
obtener los hongos que crecen en pelotones.
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2.4.2.MEDIOS PARA EL AISLAMIENTO DE HONGOS
MICORRIZICOS EN ORQUIDEAS

Muchos medios selectivos son especialmente (tiles para
aislar hongos desde una mezcla de varias especies. Estos
permiten el crecimiento de los hongos deseados mientras
suprimen a otros microorganismos (Jong & Birmingham 2001).
Los medios selectivos son generalmente mas complejos que los
usados para cultivo después del aislamiento. En muchos casos,
los componentes incluyen una sola fuente de carb6n o nitrégeno
permitiendo solo el crecimiento de unos pocos tipos de
microorganismos.

Las sustancias esenciales de crecimiento necesarias
para hongos incluyen azulcares simples, como son glucosa y
sucrosa, sales minerales, agua, y aire (Jong & Birmingham
2001). Muchos hongos son capaces de crecer y producir esporas
sobre medios sencillos como en el agar-agua; otros requieren
factores especificos de crecimiento, como son vitaminas
(tiamina, biotina, inositol, piridoxina, acido nicotinico, y acido
pantoténico), aminoacidos, acidos grasos, metales traza (Jong &
Birmingham 2001).

Los medios de cultivo pueden ser sélidos o liquidos. Los
medios sélidos incluyen sustancias naturales o soluciones de
nutrientes solidificados por la adicién de agar o gelatina. Medios
con agar se usan comunmente en experimentos preliminares;
aislamiento, identificacién, y mantenimiento de cultivos; y en
estudios de esporulacion. Los medios liquidos son preferidos por
los trabajadores bioquimicos, particularmente en estudios sobre
subproductos metabolicos, deficiencias metabdlicas, y ensayos
microbiolégicos (Jong & Birmingham 2001).

Algunos medios de cultivo se han utilizado para
estudios en los que se necesita obtener aislamientos de
hongos. Por ejemplo en trabajos de caracterizaciéon de hongos
se us6 el medio MMNC para el aislamiento de hongos
micorrizicos desde raices de orquideas continuando con PDA
(Liparini et al.2005). Las colonias obtenidas en estos medios
se transfirieron a otro medio como corn meal agar CMA,
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coconut milk agar, malt extract agar (MEA), o oatmeal agar
(Zelmer & Currah 1996).

Los hongos micorrizicos necesitan de un medio de cultivo
especial que corresponda a su nicho ecoldgico. De acuerdo a la
ecologia de los Tulasnellales se ha podido estimar sus
requerimientos nutricionales, y se ha considerado ampliamente
que la principal fuente de carbon para todas las especies de
Tulasnella es la materia organica del suelo (Smith & Read 1997;
Roberts 1999) ya que estos producen sus estructuras
reproductivas sobre la madera en descomposicion (Bidartondo
2003); en este contexto el grupo de sistematica y micologia de la
universidad de Tubingen ha desarrollado el medio Moser b
cuyos componentes emulan las condiciones para un crecimiento
especifico de Tulasnellales y Sebacinales.

Para el herbario micolégico de la UTPL, es de especial
importancia establecer un método de aislamiento de hongos
micorrizicos de orquideas, el presente trabajo tiene como fin
incrementar el banco de hongos micorrizicos que puedan en un
futuro ser utilizados para ensayos en estudios ecologicos.
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3. OBJETIVOS
General:

Aislar Tulasnella spp. en cultivos puros a partir de diferentes
especies de orquideas terrestres.

Especificos:

e Implementar un método adecuado de aislamiento
de hongos micorrizicos a partir de pelotones.

« Identificar mediante el uso de técnicas moleculares si
los aislados pertenecen al orden Tulasnellales.

« Mantener e incrementar el nimero de hongos asilados
para el herbario micologico de la Universidad Técnica
Particular de Loja.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Sitio de estudio y coleccion de muestras

El sitio de estudio estd ubicado en un bosque montano
tropical lluvioso dentro de la Reserva Bioldgica San Francisco
(RBSF), ubicada en mitad de la via entre las provincias de Loja y
Zamora Chinchipe (3°58" S, 79°04° W), el mismo que fué
utilizado en el proyecto “Mycorrhizal fungi for growth and
rehabilitation of orchids of a tropical mountain rain forest in
southern Ecuador”, que forma parte del programa aleman
financiado por la DFG (FOR-816). En el mencionado proyecto
fueron establecidos cuatro sitios de muestreo: dos bosques
primarios (S1 y S4), un bosque secundario (S3) y un derrumbe
antropogénico (S2), (Kottke et al. 2010) (Fig. 2). En cada sitio se
establecieron parcelas para el muestreo de orquideas epifitas
(Im en ramas de arboles) y de orquideas terrestres (1m°®), las
que incluyeron al menos cuatro o cinco individuos de orquideas.
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Para este trabajo, se colectaron 4 segmentos de raiz de
al menos 4 especies de orquideas terrestres por cada parcela,
con un total de 25 muestras entre el sitio 2 y sitio 3. Se
selecionaron aquellas que estén en contacto directo con el suelo,
y ademdas se tuvo en cuenta que sean raices jévenes con un
color amarillento u opaco, caracteristico de la colonizacién (Zhu
et al. 2008). Los segmentos de raiz fueron trasladados al
laboratorio en papel aluminio para el proceso de esterilizacion y
siembra a relalizarse el mismo dia del muestreo para evitar la
pérdida de viabilidad de los hongos simbiontes.

4.2. Verificacion de pelotones en células corticale s de la
raiz

Antes de iniciar con el aislamiento de pelotones, fue
necesario comprobar si las raices recolectadas se encontraban
colonizadas. Para ello se examinaron al microscopio, finos cortes
transversales de la raiz provenientes de varias secciones de las
muestras colectadas. Estos cortes se tifieron con una gota de
solucion de azul de metilo 0.05% (C. I. 42780, Merck), dejando
reposar por unos 3 minutos. Las secciones fueron examinadas al
microscopio con una magnificacion de 40x, 100x (Leitz
WETZLAR SM — Lux).

4.3. Tratamiento de las raices

Luego de comprobar su colonizacién, las raices
seleccionadas fueron sometidas a un proceso de lavado
superficial con agua y jabon para retirar los restos de suelo, y asi
evitar algun tipo de contaminacién ajeno a las células corticales
de la raiz.

En condiciones estériles los segmentos de raiz fueron
sumergidos en etanol 70% durante 30 seg., seguido por
inmersién en una solucion de cloro 20% (Hipoclorito de sodio
5.25 %) y unas gotas de jabon liquido (Dish Liquid concentrado)
por 10 min. y finalmente lavadas por agitaciéon en agua destilada
estéril por aproximadamente 3 min.
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Con ayuda de wun bisturi, micropinzas y un
estereomicroscopio (ZEISS Stemi DV4) se retird las partes
proximal y distal del segmento de raiz (aproximadamente 2 cm
por cada lado) y luego se procedié a quitar el velamen del
segmento (medio) utilizado para la siembra, dejando el tejido
cortical limpio.

4.4. Siembra de pelotones
4.4.1.Preparacion de los pelotones en cultivo liquido

Se realiz6 16 finos cortes transversales por individuo de
diferentes segmentos de raiz con la ayuda de una bisturi, y se
incubé cada uno de ellos en tubos de ensayo de 10ml (8 tubos
con 2ml de agua potable autoclavada y 8 tubos con 2 ml de
medio de cultivo Moser b liquido) por un periodo de 24 horas en
agitacion constante a 200rpm.

4.4.2.Siembra de pelotones en cultivo solido

Los cortes incubados fueron examinados por microscopia
para detectar el crecimiento de hifas, si presentaban crecimiento,
fueron transferidos a cajas petri con medio PDA y con medio
sélido Moser b (recomendado para Tulasnella y Sebacina
siguiendo el protocolo establecido por el Departamento de
Botanica Sisteméatica y Micologica de la Universidad de
Tibingen — Alemania , Anexo 1).

Para el siguiente paso con los 8 cortes incubados, tanto
en agua como en medio Moser b liquido, se procedi6 como
sigue:

e Se ecogieron 4 cultivos que presentaron
crecimiento.

 De éstos, 2 cultivos fueron transferidos a Medio
sélido Moser b y 2 a PDA.

Los cultivos se incubaron a una temperatura de 24C. El
procedieminto se grafica en la figura 3.
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Fig.3 Esquema de la siembra de pelotones
4.5. Purificacion de las cepas

La observacion tanto al estereomicroscopio como al
microscopio (100x) permitid observar las hifas directamente en la
caja de cultivo (Fig.4) Cuando éstos alcanzaron un tamafio
aproximado de 1 cm, se traspasaron a un nuevo medio de cultivo
con la ayuda de un asa de aluminio estéril, (Fig. 5) para asi
obtener un solo tipo de hongo por caja de cultivo, es decir un
cultivo puro. Hay que tener presente que en cada medio de
cultivo sembrado pueden crecer varios tipos de hongos
diferenciados primariamente por sus caracteristicas
macroscopicas (color, forma de micelio, forma y cinética de
crecimiento entre otras), por lo cual se fue separando uno de otro
en los medios de cultivo correspondientes. La conservacion de
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cultivos jévenes libres de contaminacién se los hizo mediante
repiques en nuevos medios de cultivo (Fig. 6) y por refrigeracion
a 4°C.

—
T

Fig. 4 Crecimiento de las hifas Fig. 5 Cultivo repicado

v N

4

Fig.6 Cultive puro aislado

4.6. Agrupamiento de aislado

En el presente trabajo los aislados similares fueron
agrupados de acuerdo a sus caracteristicas macroscopicas. Las
similitudes y diferencias de crecimiento entre aislados en su
medio correspondiente se observaron en los siguientes
caracteres: el grado de crecimiento, color (blanca, crema y
castafia), forma, tamafo, textura (grumoso, algodonoso o liso),
abundancia de micelio (aéreo abundante o escaso), (Eustaquio
2005) y cambios de color en el sustrato causado por el hongo
(Harvais 1967).
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4.7. Técnicas moleculares de identificacién: Extrac cién
de DNA, PCR.

Se extrajo el DNA de aquellos cultivos que basados en
las caracteristicas macroscoépicas fueron sospechosos de ser
Tulasnella. Para ello, una pequefia porcion de micelio fungico fue
extraido desde los cultivo aislados y colocado en microtubos 1.5
ml. El DNA fue extraido usando el kit DNeasy Plant Mini Kit
extraccion (Qiagen).

Para la deteccion de Tulasnella spp. mediante PCR se
utilizé la  combinacion de  primers: ITS1 (5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'; White et al. 1990) y ITS4Tul
(5'-CCG CCAGATTCACACATTGA-3'; Taylor & Bruns 1997),
combinacion especifica para este género (Bidartondo et al. 2003)
para amplificar las regiones nrDNA ITS1, 5.8S rDNA y ITS2.

Las condiciones de PCR (Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa) fueron: desnaturalizacion inicial a 98 °C por 3 min;
35 ciclos, cada ciclo consiste de un paso de desnaturalizacion a
94 °C por 30s; anillamiento a 60°C por 45 s y extension a 72 °C
por 1 min; y una extension final a 72 °C por 7 min para finalizar la
PCR (Suarez et al. 2006). El volumen de reaccién de la PCR fue
de 20ul: 10ul de Phusion High-Fidelity PCR Mastermix
(Finnzymes, Espoo, Finland), 6.4 pl de Agua estéril, para ambos
primers 0.4 pl (25 pmol/ul), 0.8ul de Bovine Serum Albumin 10%

| (BSA-SIGMA), y 2ul de DNA.

Para verificar que los cultivos aislados pertenecen al
género Tulanella, los productos de PCR se verificaron por medio
de electroforesis, con 2uL de producto de PCR + 2 pL de azul de
bromofenol — 6x loading solution, en geles de Agarosa 0.7%
(128 V, 300 mA, 20 min), tefiido en Gel Red Nucleic Stain 3x in

| water_y se analizo la presencia/ausencia de bandas.
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5. RESULTADOS

5.1. Colonizacién

Todas las raices colectadas en contacto directo con el
suelo estaban colonizadas. Los hongos se observaron en el
interior de las células corticales formando ovillos con hifas
jovenes, (Fig. 7a) pero también se observaron una serie de
estructuras grumosas que denotan pelotones
colapsados.(Fig. 7b)

Fig. 7. Pelotones micorrizicos colonizando las células corticales.
a. pelotones jovenes, b. pelotones colapsados

5.2. Aislamiento en Cultivos

Luego de la siembra de los cortes en medio liquido Moser b y
Agua, se lograron aislar 100 cajas petri con 2 cortes
transversales cada una, obteniendo los porcentajes de
crecimiento y contaminacion en relacion a cada uno de los
medios utilizados (Tabla 2).
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Tabla 2. Numero y porcentajes de crecimiento y contaminacion
de los cortes transversales aislados en cajas con medio PDA y
Moser b.

Medio de cultivo
PDA Moser B Total
N° Sembrados 100 100 200
N° aislados 19 29 48
N° contaminados 46 50 96
NSin crecimiento 36 20 56
Total 200

El nimero inicial de cajas en cada medio de aislamiento fué de
50, cada una con dos cortes

Del total de cortes aislados el 24% presentaron
crecimiento el mismo que fue lento (entre 8, 15 y 30 dias); la
mayor parte de los hongos comenzaron a crecer a partir de la
primera y segunda semana, mientras que pocos comenzaron su
crecimiento luego de este periodo, hasta aproximadamente 30
dias después de su aislamiento en cajas petri
independientemente del medio de cultivos en el que fueron
aislados. (Tabla 3).

Tabla 3. Tiempo de crecimiento de los aislados desde que el
corte transversal fue colocado en el medio Moser b y PDA

Medio PDA MOSER B
Tiempo que L 2 )
tarda en Obsgryacmn 5 S % de 3 S % de
del didmetro S 8 . o % .
mostrar d o 2 »| aislados | = % | aislados
S el micelio. Z3g zZ3
crecimiento
8 Dias 0,5cm 5 26,32 10 34,49
15 Dias 0,5cm 7 36,84 15 51,72
30 Dias 0,5cm 7 36,84 4 13,79
Total 19 100 29 100
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El medio Moser b fué el que permitié el mayor crecimiento de
los hongos enddfitos en cultivo en menor tiempo (8 y 15 dias); la
mayoria de los hongos que crecieron en este medio fueron de
crecimiento medio (2cm), con aspecto algodonoso y con
coloraciones blanquecinas a rosaceas, amarillentas y castafnas.
Por otro lado Potato Dextrosa Agar (PDA Difco) se observaron
aislados de color blanco pardo, con un micelio aéreo, y bien
adherido al substrato, pero su crecimiento fué mas lento (15 y 30
dias).

5.3. Agrupamiento y conservacion de aislados

Siguiendo el procedimiento de separacién de aislados de
acuerdo a las caracteristicas macroscépicas, se pudieron
distinguir 6 grupos diferentes de enddfitos (Tabla 4),(Fig.8).
Facilitando la exclusién de hongos contaminantes como especies
de Fusarium, Penicillum, Aspergilius entre otros.

Tabla 4. Clasificacibn de los aislados de acuerdo a sus

caracteres macroscopicos.

Variables
g g Tempode g
Sz E: Color % Aspecto o Leé:;rgée:u £ ("%’_g
o g = siembra o @
1 12 Crema 1-2cm Plano 8-15 dias 25
2 14 | Amarillo | 2-3cm 15-30 dias 29,17
claro- Plano
rosado
3 5  Amarillo- | 3-4cm 8 dias 10,42
café Algodonoso
0SCuro
4 4 Blanco 4-5cm | Algodonoso 8-15 dias 8,33
5 9 Blanco 1-2cm | Aterciopelad 15 dias 18.7
o
6 4 Rosado 2-3cm Algodonoso 15 dias 8,33
y con
granulosidad
es
48 100
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Fig. 8 Fotografias de hongos aislados tentativos para Tulasnella

5.4. Resultados , PCR.

48 de los cultivos que presentaron crecimiento fueron
sospechosos de ser Tulasnella. Se extrajo el DNA de estos
cultivos puros, y fueron amplificados con un primer general y un
especifico para el género Tulasnella, obteniéndose igual nimero
de productos, es decir 48 productos tentativos para Tulasnella

spp. (Fig. 8)
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Fig. 8 Electroforesis en gel de agarosa.

El nmero de aislados que se obtuvieron pertenecen a 18
orquideas de las 25 estudiadas, que en muchos de los casos aun

no han sido identificadas en el sitio de estudio. (Tabla 5)

Tabla 5. Muestras de orquideas que reportaron Tulasnella spp.

Cantidad Género Cadigo Especie Sitio de
de Aislado | huésped Huésped coleccion
aislados
2 Tulasnella | 2TA-1 | No identificada 2
3 Tulasnella | 2TA-2 | No identificada 2
1 Tulasnella | 2TA-3 Maxillaria sp. 2
2 Tulasnella | 2TA-4 | No identificada 2
2 Tulasnella | 2TA-5 | No identificada 2
1 Tulasnella | 2TE-1 Prosthechea 2
sp.
4 Tulasnella | 2TE-2 Maxillaria sp. 2
6 Tulasnella | 2TE-3 | No identificada 2
5 Tulasnella | 2TE-4 | No identificada 2
2 Tulasnella | 3TF-1 | No identificada 3
2 Tulasnella | 3TF-2 | No identificada 3
3 Tulasnella | 3TF-3 | No identificada 3
2 Tulasnella | 2TG-3 Prosthechea 2
Sp
3 Tulasnella | 3TG-5 Maxillaria sp. 3
2 Tulasnella | 2TH-1 Prosthechea 2
sp.
4 Tulasnella | 2TH-2 | No identificada 2
2 Tulasnella | 2TH-3 Sobralia sp 2
2 Tulasnella | 2TH-4 | No identificada 2
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6. DISCUSION

Los cultivos in vitro de Tulasnella no han sido exitosos
con muchas metodologias, Suaréz (2006) logro tres aislados de
Tulasnella spp. En nuestro trabajo se selecciono muy bien las
raices colonizadas, donde se observé detalles como ovillos
fungicos en varias etapas de digestion y recambio por una nueva
infeccion (Benzing 1981; Esnault et al. 1994; Suarez et al. 2008).
La colonizacion de estos hongos al ser mucho mas en las células
corticales externas que en las células internas sugiere que la
infeccién luego de pasar el velamen se dirige de célula a célula
(Suarez et al. 2008).

Benzing (1981) menciona que la colonizacion de los
hongos micorrizcicos de las orquideas se mantiene en mayor
porcentaje entre las partes mas jévenes y mas viejas de la raiz.
Para evitar contaminantes aplicamos el método utilizado por
Suarez 2006, que se basa en remocion del velamen vy
esterilizacion de la parte externa, sumado a esta metodologia el
namero de cortes a aislar y las raices en varias etapas de
desarrollo, sin olvidar el chequeo previo de colonizacion, y en
lugar de sembrar pelotones aislados de la célula cortical, se
sembroé el corte transversal completo, asegurando de esta forma
la presencia del ovillo fungico.

Una de las dificultades mas grandes en aislar hongos
micorrizicos es la exigencia del medio de cultivo, debido a los
requerimientos nutricionales y ambientales especiales de éstos
hongos (Stretton 1964). Asi lo demuestran los esfuerzos por
aislar este tipo de hongos Suarez (2006) con tres aislados de
Tulasnella spp y Herrera (2007) sin ningun aislado.

La preparacion de los de cortes con mayor cantidad de
pelotones se convirtid en un punto importante para hacer exitoso
el aislamiento de hongos enddéfitos a partir de raices
especialmente Tulasnella spp., ya que en el método descrito por
Zhu et al. (2008) nos dice que al ser incubados los cortes a una
temperatura de 18 €T se inhibe el crecimiento de ba cterias,
promoviendo el crecimiento del hongo.
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El éxito de nuestra técnica también se la debemos a la
utilizacion de los medios sélidos Papa Dextrosa Agar (PDA Difco)
y Moser b que mostraron en trabajos anteriores como el de Diaz
(2009) un mayor didametro de micelio para los cultivos. El
crecimiento en medio Moser b fue mucho mas rapido con
relacion al Papa Dextrosa Agar (PDA Difco), pero en los dos se
obtuvieron aislados de caracteristicas similares a las reportadas
por Warcup & Talbot (1967, 1971, 1981) para este tipo de hongos
micorrizicos por ejemplo, a los cultivos que se les realizd
extraccion tuvieron entre sus caracteristicas un color rosaceo o
blanquecino cremoso, y en otros tenian un color rosa mas
intenso, crecimiento lento, micelio poco abundante e hifas
ramificadas.

Las caracteristicas microscopicas y macroscopicas de los
cultivos in vitro no siempre son las mas precisas, y no permiten
determinar grupos establecidos concretos ya que muchos hongos
en cultivo in vitro generan similares tipos de hifas como
moniloides, coloracion etc, y ademas estas caracteristicas
pueden variar y modificarse por el nimero de sub cultivos, la
edad del aislado, el medio de cultivo, nutrientes disponible, etc,
(Rangel 2006) por lo que es requerida la herramienta molecular
para comprobar nuestras observaciones.

Los aislados tentativos de Tulasnella spp. se los confirmaé
mediante PCR con la aplicacion de la combinacién de primers
ITS1/ITS4Tul, eficaz para este género (Cruz et al. 2010),
obteniéndose el 24% de los aislados puros como Tulasnella spp.,
constituyéndose asi el uso de nuestra técnica conjuntamente con
la combinacion de primers en una técnica prometedora para
aislar hongos potencialmente micorrizicos desde raices de
orquideas por su alta eficacia.

El ADN desde cultivo puro da menos problemas para ser
amplificado, pero de igual forma se debe mantener un cuidado al
seleccionar el micelio evitando grandes cantidades de agar que
se convierte en inhibidor de PCR, pero para evitar cualquier
inconveniente también adicionamos al mix de PCR Serum Bovine
Albumine (BSA) que es capaz de capturar una variedad de
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sustancias y por consiguiente prevenir el ligamiento e
inactivacion de la polimerasa (Kreader 1996).

La combinacion de una técnica de aislamiento apropiada
conjuntamente con medios de crecimiento que proporcionan los
nutrientes necesarios para el desarrollo de hongos micorrizicos,
ademas del trabajo molecular y las caracteristicas macroscoépicas
permitieron la determinacion de Tulasnellales en el tejido cortical
de las micorrizas individuales  confirmando la interaccion
mutualista indicativa de las micorrizas de Orquidea (Peterson &
Massicotte 2004)

Es importante mencionar que con los resultados
obtenidos en esta investigacion se pretende realizar la
secuenciacion de los aislados positivos para una identificacion
completa, y puedan ser usados para futuras investigaciones que
puedan incluir pruebas de inoculacion in vitro de plantulas de
orquideas para mejorar su sobrevivencia durante la aclimatacion y
estudios de filogenia utilizando otros genes a mas de los
nucleares de RNA ribosomal. También, serd posible estudiar las
caracteristicas morfolégicas macro y microscépicas de los
diferentes tipos de hongos aislados, en estudios fisioldgicos y en
la induccion de estados sexuales.
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8. ANEXOS

Al.Preparacion del medio Moser b recomendado para Tulasnella
y Sebacina, segun la Botanica Sistematica y Micologia de la
Universidad de Tubingen - Alemania .

Reactivo s 1000ml
KH2PO4 0,359
K2HPO4 0,159
NH4NO3 1,009

NaNO3 0,30g
MgSO4x7H20 0,509
CaCl2x2H20 0,10g

Glucose 10,009

Maltose 10,009

Saccharose 10,009
Malt extract 10,009
Universal Peptone 1,009
Thiamin 0,5ml

(stock solution in the
fridge: 10mg in 100ml)

Biotin 0,02ml
(stock solution in the
fridge: 10mg in 100ml)

Inosit 100mg 0,19

ZnSO4x7H20 Iml

(stock solution in the
fridge: 100mg in 100ml)

FelllCI3x6H20 10ml
(stock solution in the
fridge: 100mg in 100ml)

MnSO4XH20 5ml
(stock solution in the
fridge: 100mg in 100ml)

Agar 15¢g
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