UNIVERSIDAD DEL VALLE DE
GUATEMALA

Facultad de Ingenieria

Aislamiento y caracterizacion de hongos
micorricicos en cuatro especies de
orquideas terrestres del departamento de
Zacapa

Trabajo de investigacion presentado por Fatima
Melgar Maza para optar por el grado académico de
Licenciada en Ingenieria Agroforestal

Guatemala
2012






Aislamiento y caracterizacion de hongos
micorricicos en cuatro especies de
orquideas terrestres



UNIVERSIDAD DEL VALLE DE
GUATEMALA

Facultad de Ingenieria

Aislamiento y caracterizacion de hongos
micorricicos en cuatro especies de
orquideas terrestres del departamento de
Zacapa

Trabajo de investigacion presentado por Fatima
Melgar Maza para optar por el grado académico de
Licenciada en Ingenieria Agroforestal

Guatemala
2012



Vo Bo

® --—-__MM

(Licda. Maria Renée Alvarez)

[

Tribunal Examinador:

Ph. D olandp”Cifuentes)

®

Yo

(Licda. Maria Renée Alvarez)

Fecha de aprobacién: Guatemala , 18 de enero de 2012



AGRADECIMIENTOS

A Dios por darme la vida y permitirme llegar hasta aqui, dandome los medios
para alcanzar mis suefios.

A mis padres y mis hermanos por siempre darme su apoyo, ayudarme,
comprenderme y siempre estar alli para mi.

A la Universidad del Valle de Guatemala por haber permitido el desarrollo de
este estudio.

Al departamento de Ingenieria Agroforestal y el departamento de Biologia por
su apoyo Yy permitirme utilizar sus instalaciones.

A mi asesora Maria Renée Alvarez por su invaluable ayuda, asesoria
cientifica, disposicion e interés en este estudio.

Al personal de laboratorio de Fitopatologia de la UVG, por su asesoria
cientifica, por compartir su experiencia, por ensefiarme y colaborar conmigo.

A Thomas Schrei por su ayuda, compafiia y aportes a este estudio.

A la Ph.D Beatriz Dreyer por facilitarme documentacién relacionada a este
estudio y por su asesoria cientifica.

A Giovanni Gandolfo por darme su apoyo incondicional, su carifio y su ayuda
cuando la necesiteé.



Vi

PREFACIO

La elaboracion de esta tesis surgid de la intriga sobre el tema generada
por mi asesora y por mi trabajo con orquideas en el laboratorio de Cultivo de
Tejidos de la Universidad del Valle de Guatemala. Ademas por mi interés en
generar informacion sobre la relacion simbiotica entre los hongos micorricicos
y las orquideas en Guatemala ya que no existen estudios de este tipo en el
pais. Mi mayor reto al realizar este estudio fue la poca informacion disponible
sobre el tema, pero conté con mucha ayuda nacional e internacional para
poder conseguir la informacién disponible y generar el primer estudio sobre
micorrizas orquidioides en Guatemala.
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RESUMEN

Este estudio se enfocé en la caracterizacion de los hongos micorricicos
presentes en las raices de cuatro especies de orquideas terrestres. Las orquideas
utilizadas fueron  colectadas en la Reserva Natural de Heloderma en el
departamento de Zacapa. Este estudio es importante debido a la falta de informacion
e investigacion sobre las micorrizas orquidioides en el pais y los métodos
adecuados para su aislamiento. Para esto se realiz6 cultivos del hongo en medios
solidos de Manitol-Levadura, PDA y Maltosa. Se hizo observacion directa del
hongo en la raiz con los métodos de tincién de azul de tripano y tincion de azul de
indofenol. También se realizaron cortes histoldgicos de las raices para determinar la
presencia del hongo micorricico en la raiz. Para esto se utilizaron tres soluciones
fijadoras para probar cudl seria la adecuada para este tipo de raices. Con los
métodos utilizados en este estudio, se logrd confirmar la presencia de dos colonias
de hongos, ya que se observaron diferencias en los medios de cultivo sélido. Con
los cortes histoldgicos se pudo observar pelotones e hifas en las raices del hongo.
También se logré observar que los mejores medios para el cultivo de estos hongos
fueron los medios PDA y Maltosa. Para la observacion directa del hongo en la raiz,
el mejor método fue la tincion de azul de indofenol. Y para los cortes histologicos la
mejor metodologia fue la utilizacién de la solucién fijadora Davidson modificada y
cortes de 15 y 20.



. INTRODUCCION

El objetivo de este estudio al igual que su justificacion va ligado a la
necesidad de creacion de informacion sobre los hongos micorricicos de orquideas
en Guatemala. Este primer estudio sobre el tema, genera una gama de posibilidades
a nivel cientifico dando una pauta para los siguientes estudios sobre el mismo en el
pais. Este estudio busca caracterizar los hongos micorricicos orquidioides
encontrados en las raices de las orquideas colectadas. También busca identificar los
métodos adecuados para realizar cultivos en medios solidos, para observacion
directa del hongo y su relacién con la raiz y para el procedimiento de cortes
histoldgicos de la raiz. La identificacion de métodos adecuados serd Util, ya que
permite establecer protocolos para la realizacion de estudios posteriores sobre el
tema.

A. Objetivos
1. Generales

1. El objetivo de este estudio fue verificar la presencia de hongos
micorricicos en las raices de orquideas terrestres.

2. Especificos

2. Colectar e identificar cuatro especies de orquideas terrestres en la
Reserva Natural de Heloderma en el departamento de Zacapa.

3. Observar la presencia de hongos micorricicos en orquideas terrestres
colectadas.

4. Caracterizar los hongos micorricicos observados en las raices de las
cuatro especies de orquideas estudiadas.

5. Determinar la mejor técnica de observacion y aislamiento de los hongos
micorricicos en orquideas y establecer un protocolo de observaciéon de
los hongos.

6. Determinar si existe especificidad en la relacion simbiotica de especies
de hongos micorricicos y especies de orquideas terrestres.



B. Justificacion

La importancia de este estudio esta ligada a la falta de investigacion sobre
los hongos micorricicos en simbiosis con orquideas en Guatemala. El aislamiento y
caracterizacion de estos hongos alberga la posibilidad de mejorar el proceso de
reproduccion sexual y asexual de orquideas en medios de cultivo artificial. Esto es
debido a la necesidad de las semillas de las orquideas de la presencia del hongo para
poder germinar, asi como la posibilidad de mantener las orquideas en un ambiente
distinto del acostumbrado. Esto abriria la posibilidad de comercializar las orquideas
y asi proveer trabajo a guatemaltecos y aportar a la economia del pais. La
identificacion de los mejores métodos para realizar estos procedimientos es
importante ya que permitird mayor eficiencia en estudios futuros sobre el tema. Este
estudio acerca de los hongos micorricicos orquidioides al ser el primero realizado en
Guatemala, es un punto de partida para futuras investigaciones sobre el tema.



II. MARCO TEORICO

A. Orquideas

Las orquideas son plantas monocotiledoneas pertenecientes a la familia
Orchidaceae, integrada por mas de 25,000 especies, debido a su capacidad de
cruzamiento con individuos del mismo género o de géneros afines se estipula que
existen aproximadamente 30,000 hibridos y se considera que faltan muchas especies
por descubrir, debido a su capacidad de adaptaciobn a muchos ecosistemas
diferentes. Esta caracteristica la hace una de las familias mas ricas y diversas de las
angiospermas (Freuler, 2008).

La gran variedad de tipos de suelos y topografia de Guatemala, la han
provisto de la flora més rica en toda Centro América, con un estimado de 8,000
especies de plantas vasculares. Las orquideas y las leguminosas son especialmente
prominentes en el pais e incluyen cientos de especies, muchas de las cuales sélo se
pueden encontrar en Guatemala (Ames, 1952).

El pais cuenta con once regiones florales: 1. Las Ilanuras de piedra caliza de
Petén. 2. Los manglares en las costas. 3. La selva tropical del atlantico. 4. Las
sabanas bajas de Izabal y Petén. 5. El bosque mixto de las Ilanuras del pacifico. 6.
Las llanuras aridas del desierto en el oriente. 7. El bosque himedo de montafia de
Alta Verapaz. 8. El bosque mixto de la boca costa. 9. EI bosque mixto de regiones
templadas y frias. 10. El bosque de coniferas. 11. Las regiones alpinas. Es posible
encontrar orquideas en las once regiones antes descritas, varias de las regiones son
muy ricas en especies y en algunas regiones hay muy pocas especies (Ames, 1952).

La region con mayor cantidad de variedades es Alta Verapaz, ya que se
conocen aproximadamente 242 especies, de 60 géneros, esta region es la mas rica en
Guatemala, especialmente en orquideas y bromelias. En lzabal, se conocen
aproximadamente 111 especies de orquideas, de 43 géneros y muchas de las
especies en esta region no se encuentran en otras areas del pais. En Chimaltenango,
Chiquimula y Zacapa se pueden encontrar aproximadamente 75 especies de 40
géneros en cada uno de estos departamentos. En Guatemala, se pueden encontrar
116 especies. Huehuetenango tiene una gran flora de orquideas, con 110 especies de
41 géneros y la mayoria de las especies encontradas en este departamento son
terrestres y son endémicas de las regiones altas del pais. Las demas regiones tienen
cada una aproximadamente 25 géneros y menos de 40 especies (Ames, 1952).



Los generos de orquideas mas grandes en Guatemala son: Epidendrum,
Pleurothallis, Spiranthes, Oncidium, Maxilaria, Cranichis y Stelis. El género
Epidendrum es el més extendido en el pais, es el Unico presente en todas las
regiones antes descritas. La mayoria de géneros y especies de orquideas de
Guatemala estan muy distribuidas, pero se cuenta con 57 especies de 23 géneros que
son endémicos del pais (Ames, 1952).

1. Habitat. Las orquideas se pueden encontrar en la mayor parte del mundo, la
mayor cantidad de especies pertenecen al tropico, pero como Se menciono
anteriormente debido a su gran capacidad adaptativa se pueden encontrar en nichos
ecolégicos muy variados, exceptuando los polos. Su hébitat es diferente
dependiendo de su ubicacion, en las regiones con temperaturas bajas, la mayoria son
terrestres y en las regiones célidas son mayormente epifitas, aunque se pueden
encontrar terrestres también (Freuler, 2008).

2. Crecimiento. Las orquideas crecen por medio de meristemos, este grupo de
células se divide activamente, permitiendo que éstas se diferencien y tomen el
tamafio adecuado. El crecimiento vegetativo de las orquideas puede ser monopodial
o simpodial (Dumaz, 1985).

Las orquideas con crecimiento monopodial, no tienen rizoma y presentan un
tallo principal unico que crece desde el centro de la planta, lo que esto implica es la
fragilidad de la planta, ya que debido a que el tallo es Unico, sélo se cuenta con un
meristemo terminal y si éste se dafia o se destruye, la planta muere (Szlachetko,
2008).

Las orquideas con crecimiento simpodial, tienen rizomas y presentan un
crecimiento horizontal, a diferencia de las monopodiales, este tipo de orquidea tiene
varios meristemos que se diferencian a partir del rizoma, estos meristemos permiten
la generacion de seudobulbos y portan las hojas y las yemas florales (Szlachetko,
2008).

3. Morfologia

a.  Flores. Las flores de las orquideas presentan una gran diversidad de
tamanos, pero su morfologia se mantiene constante, éstas poseen 2 ciclos florales, el
ciclo externo es el caliz. Que cuenta con 3 piezas y el ciclo interno al que se le llama
corola, también cuenta con 3 piezas. La caracteristica tipica de estas flores, es el
labelo, un pétalo modificado. Aunque se diferencian, los pétalos y sépalos,



generalmente tienen la misma morfologia. Otra de las caracteristicas diferenciadoras
en las orquideas es que los dos ciclos reproductivos estan unidos formando un
ginostemo. Estas flores pueden ser hermafroditas, unisexuadas 0 con sexos
separados (Ojeda, 2008).

b.  Inflorescencias. Las flores dependiendo de la especie pueden ser
solitarias o presentarse como inflorescencias y dependiendo de la posicion donde
esté, puede ser axilar, basal y apical (Ojeda, 2008).

c.  Rizomas. Las orquideas con crecimiento simpodial tienen rizomas,
éstos son tallos lefiosos modificados, con nudos y entrenudos, pueden ser rugosos o
lisos y el color generalmente es verde, producen yemas que producen mas puntos de
crecimiento y originan las raices de la planta. Los rizomas pueden ser subterrdneos
0 aéreos, los subterraneos en algunas orquideas terrestres con seudobulbos y los
aéreos se encuentran en las orquideas epifitas. Los seudobulbos se originan en el
rizoma y su funcién es almacenar nutrientes y agua para las épocas secas y para la
floracion. La forma del seudobulbo dependiendo de la especie puede ser, cilindrico,
fusiforme, ovoide, globoso, elipsoide y comprimido (Ojeda, 2008; Szlachetko,
2008).

Figura 1. Diagrama de los Seudobulbos

Referencias
1. Cilindrico: Brassavola tuberculata

2. Fusiformes: Dendrobium nobile,
Epidendrum ibaguense, Cattleya labiata,
Laelia purpurata

3. Ovoides: Encychia stellata, Maxillaria
spegazziniana,

4. Forma globosa: Cymbidium, Sophro-
nitis cermnua.

5. Elipsoides: Maxillaria picta, Coelogy-
ne cristata

6. Comprimidos bilateralmente: Onci-
dium pulvinatum, Miitonia flavescens.

7. Comprimidos dorso lateralmente:
Warrea warreana, Bletilla atriata

(Diagrama de Freuler, 2006)



d.  Hojas. Las hojas presentan nervacion paralelinervada, mantienen una
forma acicular, linear, oblonga, eliptica, lanceolada, oblongada, ovada, cordada y
triangular con una distribucion alterna u opuesta, pueden tener seudobulbo simple,
doble o multiple y su contextura puede ser teretiforme, delgada o gruesa y carnosa
(Ojeda, 2008; Szlachetko, 2008; Freuler, 2006).

Figura 2. Diagrama de los tipos de hojas
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1) Acicular, 2) Linear, 3) Oblonga, 4) Eliptica, 5) Lanceolada, 6) Oblolanceolada, 7) Ovada, 8) Obovada, 9) Cordada,
10) Triangular

(Diagrama de Freuler, 2006)

Las raices emergen del rizoma, seudobulbo o tallo, son gruesas y a veces
ramificadas, las raices de las orquideas epifitas pueden realizar fotosintesis al igual
que las hojas. En las orquideas terrestres, las raices son gruesas y carnosas. Las
raices de las que no tienen seudobulbo, no cuentan con la capacidad de fotosintesis
(Ojeda, 2008; Dumaz, 1985).

El ovario luego de la fecundacion, aumenta volumen para dar lugar a la
creacion de las semillas, este proceso puede durar entre 3 a 20 meses, luego éste
suelta las semillas, que son dispersadas por el viento y para poder germinar deben
encontrar un sustrato con un hongo micorricico que las ayude a germinar (Freuler,
2003; Dumaz, 1985).

Hongos

Los hongos conforman uno de los grupos mas grandes de seres Vivos
contando con aproximadamente millon y medio de especies. Estos tienen
metabolismos quimioheterdtrofos absortivos, 1o que indica que obtienen sus
nutrientes descomponiendo la materia organica por medio de exoenzimas (Pastor,
2006).

Los hongos estan conformados por células con crecimiento en los extremos
formando filamentos largos, tabicados y ramificados llamados hifas, éstas crecen



extendiéndose en los extremos, formando cuerpos vegetativos a los que se les Ilama
micelio. Cuando éste crece sobre el sustrato se le puede llamar micelio aéreo, esta
formado por hifas y esporas, que le permiten reproducirse. El tamafio del mismo
depende de la especie del hongo y puede alcanzar tamafios muy grandes segun la
especie. El micelio de los hongos micorricicos, es el que se introduce dentro de su
hospedero o dentro del sustrato, a éste se le llama micelio vegetativo y a diferencia
del micelio aéreo, su funcion es proveer alimento y soporte al hongo y no
reproduccion (Montoya, 2008).

1. Composicidon. Los hongos difieren de las bacterias debido a la presencia de
quitina en su pared celular. Algunas especies de hogos presentan pareces celuldsicas
0 con polimeros como mananos, galactanos y quitosan. El citoplasma de las células
de los hongos contiene mitocondrias, reticulo endoplasmico, nucleo definido con
membrana nuclear y varios pares de cromosomas. Los hongos pueden tener
reproduccion sexual o asexual. Estos son heterotrofos quimioorganotrofos, por su
incapacidad de realizar fotosintesis debido a su falta de clorofila (Carrillo, 2003).

Los hongos pueden crecer de dos formas principales, unicelularmente como
levaduras y pluricelularmente como mohos. Las levaduras dependiendo de su
especie pueden tener una variacién morfolédgica grande, su tamafio puede variar de
5 a 30 micras y puede ser de forma elipsoide, redondeada o cilindrica. Las levaduras
se pueden reproducir por fision binaria o por gemacion (Carrillo, 2003).

Los mohos u hongos filamentosos, estdn formados por hifas que pueden ser
de 5 a 10 micras de anchura. Las hifas estan constituidas por citoplasma que es
comun para toda la hifa. Dependiendo de la especie del hongo las hifas pueden ser:
a. No septadas: son hifas con varios nucleos en el citoplasma, sin ninguna division
del mismo, el citoplasma estd rodeado por una pared rigida. b. Septadas: son hifas
con varias separaciones 0 septos, pueden tener uno o varios nucleos. Las hifas
uninucleadas, tienen un nlcleo en cada septo y tienen canales de comunicacién
entre cada uno de éstos, pudiendo asi intercambiar ndcleos y citoplasma. Las hifas
polinucleadas, tienen varios nudcleos en cada septo y al igual que las hifas
uninucleadas, pueden intercambiar nicleos y citoplasma entre cada septo (Pastor,
2006).

2. Clasificacion. Las hongos se dividen en distintas categorias dependiendo de
sus caracteristicas, fisiologicas, morfolégicas y moleculares. Por su forma de
reproduccion se pueden dividir en Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y
Basidiomycota (Caplan, 1997).



Chytridiomycota, los hongos pertenecientes a este filo, son
predominantemente acuaticos, son unicelulares, pero la mayoria son filamentosos y
forman micelios cenociticos, su reproduccion sexual se da por medio de gametos
moviles y su reproduccion asexual se da por medio de zoosporas que poseen un
flagelo en la parte posterior, son saprofitos, y tienen pared celular con quitina y
glucanos (Montoya, 2008; Caplan, 1997).

Zygomycota, los hongos pertenecientes a este filo, se caracterizan por la
presencia de una zigospora, que se produce por la unién de los gametangios. Estos
hongos tienen un micelio filamentoso, con hifas cenociticas y multinucleadas, se
reproducen y se colocan en la superficie de su sustrato. Su reproduccion asexual se
da por medio de esporangiéforos, formando un mitosporangio esférico, que en su
interior produce mitosporas que tienen dispersion aérea (Montoya, 2008; Caplan,
1997).

Ascomycota, los hongos pertenecientes a este filo, poseen micelios con hifas
septadas, pueden ser heterotdlicas o homotalicas. La reproduccién asexual la
realizan por medio de esporas llamadas conidias que pueden ser unicelulares o
pluricelulares. La reproduccion sexual la realizan cuando dos hifas se unen vy
producen una hifa ascdgena, éstas pasan por plasmogamia, cariogamia, meiosis y
mitosis y produce 8 ascosporas en un saco llamado asca (Montoya, 2008; Caplan,
1997).

Basidiomycota, los hongos pertenecientes a este filo, se caracterizan por sus
hifas septadas dicarioticas. La reproduccion asexual la realiza por medio de
artrosporas. La reproduccion sexual se da a partir de un micelio primario producido
por una espora positiva y un micelio primario de una espora negativa. Los micelios
producen hifas y se une una del micelio negativo y una del positivo, se realiza un
intercambio de ndcleos que después de varios procesos produce un micelio
secundario. Este produce hifas que forman una basidia que produce basidiosporas
que salen por medio de esterigmas de la basidia (Montoya, 2008; Caplan, 1997).

Micorrizas

La micorriza es una asociacion simbidtica entre un hongo vy la raiz de una
planta; esta simbiosis se da debido a la necesidad del hongo de sustrato y de
humedad y a la necesidad de la planta de nutrientes del suelo como el fésforo y
otros nutrientes con poca movilidad que sin el hongo no podria obtener y son
necesarios para su buen desarrollo. Esta simbiosis se da en mas de 90% de los
miembros de las familias de plantas vasculares, ya que este tipo de hongo tiene un
amplio rango de hospederos (Soil Science Society Of America, 1994).



1. Tipos de micorrizas. Se conocen diferentes tipos de micorrizas, las cuales se
pueden dividir en cuatro grandes grupos: ectomicorrizas, endomicorrizas,
ectendomicorrizas y micorrizas orquidioides.

Las ectomicorrizas, son reconocidas generalmente por tres caracteristicas
Unicas de esta simbiosis: la formacion de una capa o cubierta formada por las hifas
del hongo que cubre una parte de las raices laterales de la planta, el desarrollo de las
hifas en el espacio intercelular de la raiz para formar una estructura muy ramificada
a la que se le llama la red Hartig e hifas que emanan del manto y crecen hacia el
sustrato. Se cree que al menos un 3% de las plantas vasculares desarrollan este tipo
de micorrizas, entre las cuales hay que incluir a la casi totalidad de las especies de
los géneros con mas importancia en el mundo forestal, en particular todos los de las
familias Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae, entre otros (Merckx, 2009).

Las ectoendomicorrizas son asociaciones formadas por hongo y coniferas,
forman un manto red de Hartig pero se diferencian en que la red no solo se
encuentra en el espacio intracelular sino también se desarrolla en las células
corticales y de la epidermis (Peterson et al. 2004).

e Las endomicorrizas se caracterizan por la presencia de hifas en el interior de
las células del cortex radical; se estima que al menos el 90% del total de las plantas
vasculares conocidas forman este tipo de micorrizas. Estas se subdividen en varios
grupos, debido a su variedad de hospederos y hongos:

e Micorrizas arbusculares, esta asociacion en la mas comudn de todas, ya que
abarca el 80% de especies de plantas, con el género de hongo Glomeromicota. La
caracteristica mas distintiva de esta asociacion es el desarrollo intercelular de las
hifas, desarrollo intracelular y arbdsculos en las células corticales. Ademas
producen esporas en hifas dentro y fuera de la raiz (Peterson et al. 2004).

e Micorrizas ericoides, como su nombre lo indica se encuentran en las familias
Ericaceae y Epacrideceae. Las raices epidermales de estas plantas son colonizadas
por el hongo que por medio de sus hifas forma un complejo intracelular, que
permite la absorcidn de nitrégeno del suelo (Peterson et al. 2004).

e Micorrizas arbutoides y monotropoides, se encuentran también en miembros
de la familia Ericaceae, pero éstas forman una red Hartig e involucran otros tipos de
hongos acompafantes. Las micorrizas monotropoides son distintas debido a que
invaden las células epidemiales con una sola hifa formando una clavija que es
recubierta por la raiz (Peterson et al. 2004).
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e Las micorrizas orquidioides son endomicorrizas, cuentan con caracteristicas
Unicas y son el segundo tipo mas comun de micorrizas. Se dice que la relacion es
mutualista aunque no se ha encontrado evidencia, ya que no se conocen los
beneficios que el hongo obtiene de la relacion. La relacién de éstos pudo haber
evolucionado a un parasitismo de la planta en el hongo. La especificidad que se ha
observado entre orquideas y hongos en esta simbiosis es mayor que en cualquier
otro grupo de plantas. Las caracteristicas simbidticas de este tipo de micorrizas
tienen un gran impacto en la ecologia y distribucion de su hospedero y éstas
pudieron aumentar las oportunidades de diversificacion del hospedero a lo largo de
los afios (Merckx, 2009).

Las relaciones micorricicas pueden ser, mico-heterotrofas, que es una
relacion, formada por plantas parcial o enteramente no fotosintéticas y un hongo
que puede ser arbuscular, ectomicorricico o saprofito para obtener su energia y
nutrientes del mismo. O puede ser mixotréfica que es una relacion, formada por una
planta y un hongo, donde la planta obtiene sus nutrientes de forma autotrofa y
heterdtrofa. Las orquideas tienen los dos tipos de relacion, son mico-heterotrofas
obligadas en etapa de plantula y en etapa juvenil y son mixotrofas en su madurez
(Merckx, 2009).

Las semillas de las orquideas no tienen endospermo, lo que provoca que
aunque puedan germinar con humedad, mueren al no tener una fuente de nutrientes.
Esta es la etapa donde se da la micoheterotrofia, ya que el hongo es el que le da los
nutrientes necesarios a la semilla para que germine y pueda alimentarse, para pasar
a la etapa, después de germinar, el hongo coloniza la planta y provee carbono y
vitaminas para que el embrion continte su desarrollo y pueda producir hojas para
realizar fotosintesis y obtener parte del carbono y los nutrientes por ella misma. Los
hongos que participan en esta simbiosis generalmente son basidiomicetos
(Gianinazzi-P & Gianinazzi, 1983).

2. Fisiologia de la simbiosis. La simbiosis empieza con la llegada de una espora
en germinacion, al encontrar un sustrato produce hifas, que forman un apresorio
sobre la raiz y penetran desde la epidermis de la raiz, dispersandose inter e
intracelularmente en las células corticales, formando pelotones que se desarrollan
dentro de estas células (Gianinazzi-P & Gianinazzi, 1983).

En la simbiosis de micorrizas orquidioides, las hifas penetran de forma
intracelular las células corticales. Esta penetracion provoca una modificacion en las
células de la raiz, permitiendo que el material de la pared celular se mantenga
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alrededor de las hifas. Esto se da para realizar la transferencia de carbohidratos del
hongo micorricico a la planta y aumentar la absorcion de nutrientes de la planta
(Gianinazzi-P & Gianinazzi, 1983).

3. Aportes de los hongos micorricicos a las plantas. Los hongos micorricicos
son beneficiosos para las plantas en varios aspectos. Entre éstos estan la absorcion
del agua y nutrientes, la produccién de reguladores de crecimiento y la proteccion
contra enfermedades. Los hongos en esta relacion simbiotica, poseen hifas que son
capaces de extenderse en areas grandes y esto les permite absorber mas agua y
nutrientes que a las raices de la planta hospedero. Y las mismas permiten el
aprovechamiento del fosforo que por ser un mineral poco soluble, los pelos
radiculares de la planta nos son capaces de absorber. Los hongos micorricicos
también incitan el incremento de la tolerancia de su hospedero a temperaturas
cambiantes del suelo y acidez extrema que puede ser causada por la presencia de
minerales pesados como el aluminio, magnesio y azufre (Gorge, 1991).

a.  Produccion de reguladores de crecimiento. Los hongos
ectomicorricicos producen hormonas de crecimiento como auxinas y fitoquininas,
éstas son parte de la planta y se encargan del crecimiento de la misma, lo que
provoca un mejor desarrollo cuando el hongo también las provee a la planta. Estas
actian movilizando nutrientes, acelerando el crecimiento de las raices y les permite
permanecer fisiolégicamente mas activas que las raices que no cuentan con hongos
micorricicos (Gorge, 1991).

b.  Proteccion contra enfermedades. Las micorrizas tienen varios
mecanismos para evitar los patégenos en la planta hospedero. Actlan como una
barrera fisica, impidiendo que en el lugar ocupado por ellas se instale cualquier otro
agente patégeno. Tiene capacidad de producir compuestos fungistaticos y
antibioticos que pueden eliminar al patégeno en caso de que la barrera fisica fuera
insuficiente y el efecto que se considera mas importante es que la relacion
simbidtica provoca un aumento de tolerancia de la planta en simbiosis contra los
patogenos (Gorge, 1991).

. Algunos estudios realizados sobre el tema

En el 2002 se llevo a cabo el primer reporte de hongo micorricico en
orquideas en Brasil. El hongo aislado fue Epulorhiza epiphytica sp. nov. de las
orquideas epifitas Epidendrum rigidum y Polystachia concreta, colectadas en el
bosque atlantico de Sdo Miguel do Anta City. Los investigadores realizaron cortes
histologicos de la raiz para observar los pelotones, realizaron cultivos del hongo
para poder observar las hifas del mismo, realizaron ensayos enzimaticos, utilizaron
un holotipo de un hongo aislado de la orquidea P. concreta colectada en el mismo
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sitio en 1999 y una clave dicotdmica de los géneros existentes de este hongo. Con
esto se pudo identificar la especie del hongo colectado y hacer el primer reporte
sobre este tipo de simbiosis con orquideas (Pereira, 2003).

También en el 2002 se llevd a cabo un estudio en la Universidad de Hong
Kong, donde se aislaron 21 cepas de hongos de forma parecida a Rhizoctonia de las
orquideas terrestres Eulophia flava, Goodyera procera, Habenaria dentata, and
Spiranthes hongkongensis. Para la identificacion de las cepas colectadas, los
investigadores utilizaron como referencia 5 cepas identificadas hasta especie.
Realizaron cultivos de las raices de las orquideas, realizaron estudios con
microscopia electrénica de transmision y realizaron analisis RAPD’s y CAPS en
fragmentos de rADN. Los resultados de los analisis mostraron la diversidad
geneética de las setas dependiendo de la orquidea y del lugar de colecta. También
realizaron estudios de germinacion simbiotica (Shan et al. 2002).

. Area de estudio

El &rea donde se colecto las muestras para el estudio fue el departamento de
Zacapa que se encuentra en el Nor-oriente de Guatemala, su cabecera es Zacapa,
colinda con los departamentos, Alta Verapaz, lzabal, Chiquimula, Jalapa y El
Progreso. Debido a su variabilidad ecoldgica y de factores edaficos, Zacapa cuenta
con 6 zonas de vida (segun la clasificacion de Holdrige), éstas son: Monte Espinoso
Subtropical (me-S), Bosque Humedo Subtropical Templado (bh-S (t)), Bosque Muy
Humedo Subtropical Céalido (bmh-S (c)), Bosque Muy Humedo Subtropical Frio
(bmh-S (f)), Bosque Himedo Montano Bajo Subtropical (bh-MB), Bosque Pluvial
Montano Bajo Subtropical (bp-MB) (Rodas, 2004).

1. Capacidad del suelo. Dependiendo del clima y las caracteristicas del suelo,
se puede clasificar la capacidad de uso de la tierra. Dividiéndolo en 8 clases
agrologicas, las primeras 4 son adecuadas para agricultura, las clases V, VI y VII
adecuadas para cultivos perennes y bosques y la Gltima clase es adecuada para
proteccidn del suelo y la vida silvestre. EI departamento de Zacapa cuenta con 7 de
las 8 clases agroldgicas pero se encuentra mayor cantidad de suelos de las clases VI,
VIly VIII (Rodas, 2004).

2. Uso actual del suelo. Actualmente el suelo en el departamento de Zacapa
debido a sus caracteristicas edéaficas y la topografia del terreno, es mayormente
utilizado para el cultivo de maiz, frijol, yuca, café, banano, pifia, melén, tomate,
chile pimiento, sandia y tabaco. El departamento también cuenta con crianza de
ganado, bosques naturales y plantaciones (Rodas, 2004)
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I1Il. METODOLOGIA

A. Colecta de orquideas

Este estudio se realiz6 utilizando las raices de cuatro orquideas terrestres;
por lo que el primer paso fue la obtencién de las raices. Para obtener las raices se
realizd un viaje de campo a la Reserva Natural de Heloderma, el 9 y 10 de julio del
afio 2011. La colecta se llevd a cabo recorriendo el area de la reserva y se escogio
una orquidea de cada poblacion, de cuatro distintas poblaciones en distintas areas de
la reserva con condiciones edaficas diferentes. Cada orquidea fue colectada con
sustrato y sembrada en una maceta individual para no mezclar sustratos y no
contaminar las muestras. Debido al largo viaje, las orquideas se colocaron en una
hielera vacia para evitar dafios a las plantas. Luego las plantas fueron colocadas en
el invernadero de la Universidad del Valle de Guatemala para mantenerlas con
temperaturas de 25°C a 30°C y sombra, para simular su habitat y se regaron cada 2
dias con agua de grifo. Dos de las orquideas colectadas fueron identificadas hasta
especie (Sacoila lanceolata y Sarcoglottis assurgens), gracias a que se contaba con
fotografias de las mismas en su etapa floral. Las otras dos orquideas fueron
Unicamente identificadas hasta género (Sarcoglottis sp. (1) Sarcoglottis sp. (2)).

B. Limpieza, cultivo del hongo en medio sélido y cultivo puro

Para realizar el cultivo del hongo micorricico en los medios de cultivo;
manitol-levadura, PDA y Maltosa (ver anexo 1), se prepararon los medios de cultivo
2 dias antes de la siembra con las recetas del laboratorio de cultivo de tejidos de la
Universidad del Valle de Guatemala. Para realizar la siembra se tomd una raiz de
cada orquidea, luego la raiz fue lavada con agua de grifo para eliminar el sustrato
remanente. Después se colocaron las raices en una campana de flujo laminar, para
evitar contaminacion exterior y se sumergieron en etanol al 70% por 5 segundos, en
cloro al 10% durante 2 minutos. Luego se lavé con agua estéril dos veces para
eliminar el etanol y el cloro y se sec6 con una servilleta estéril. Se cort6 la raiz en
rodajas de 2 mm y luego a este segmento se le cortaron las orillas y se colocaron en
diferentes cajas petri los centros de la raiz y las orillas de la misma. Las cajas fueron
selladas con parafilm y se dejaron volteadas en una incubadora a 25°C por 48 horas.
Al observar que el hongo ya se habia desarrollado en el cultivo, se tomd una seccion
del micelio aéreo de la caja petri y se coloco en una nueva caja para tener un cultivo
puro del hongo y asi poder realizar una buena observacion del mismo.

Observacion en el microscopio

Para la observacion en el microscopio de los hongos obtenidos en el cultivo
puro, se colocaron los cultivos en una campana de flujo laminar y se tomé con un
palillo una pequefia muestra del micelio aéreo. Esta se colocd en un portaobjetos
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con una gota de agua estéril y se tapd con un cubreobjetos, se observd en un
microscopio marca Leitz con el lente de inmersion.

. Métodos de observacion directa del hongo micorricico en la raiz.

1. Metodologia de tincidon con azul de tripano (Sylvia, 1994). Para realizar la
tincion con azul de tripano, se tomd una raiz de cada orquidea, se identificé y se
esterilizd. En una campana de extraccion, se calento KOH 1.8 M a 80°C, luego se
sumergieron las muestras en el KOH caliente por 30 min. Se hicieron tres lavados
con agua y se sumergi6 en H,O, 30% a 50°C por aproximadamente 30 min, hasta
que se blanquearon las raices. Se lavaron con cinco cambios de agua estéril, se
colocaron las muestras en agua y se afiadieron 5 ml de HCI concentrado por cada
200 ml de agua por aproximadamente 1 min. Se desechd, se realiz6 de nuevo y se
volvié a desechar. Como siguiente paso se agreg0 la tincion de azul de tripano (ver
anexo 2) en un beaker y se calent6 a 80°C. Se colocaron las muestras en el beaker
con la tincién a 80°C por 30 minutos, se dejo enfriar y se drend. Para finalizar se
lavaron las muestras con agua para eliminar el exceso de colorante y se almacenaron
en el refrigerador a 5°C.

2. Metodologia de tincion de micorrizas con azul de indofenol (J. Calderon,
com. pers.). Para realizar la tincion de azul de indofenol, se tomé una raiz de cada
orquidea. Las raices se lavaron con agua de grifo para eliminar el sustrato
remanente. Se sumergieron en etanol al 70% por 5 segundos, en cloro al 10%
durante 2 minutos. Luego se lavaron con agua estéril dos veces y se secaron con una
servilleta estéril. Se hicieron cortes transversales y longitudinales, se colocaron en
un portaobjetos, se les agregd una gota de azul de indofenol y se observd en el
microscopio.

. Cortes histoldgicos

Para la realizacion de los cortes histoldgicos, se utilizé la metodologia para
Cortes Histoldgicos del laboratorio de Fitopatologia de la Universidad del Valle.
Para iniciar el procedimiento se tom6 una raiz de cada una de las orquideas, se
identificaron y se lavaron con agua de grifo para eliminar el sustrato excedente.
Luego se realizaron los siguientes pasos (Ver anexo 3):

Fijado

Para realizar la fijacion de las células de la raiz, se cortd la raiz en segmentos
transversales y longitudinales. De los cortes hechos, se sumergieron 2 segmentos
transversales y 2 longitudinales de cada una de las raices en cada una de las
soluciones fijadoras: Davidson modificada, Davidson AFA y Fosfatos-
Glutaraldehido (Ver anexo 4). Estos segmentos se dejaron sumergidos 4 horas en las



15

soluciones, se les cambio la solucion para eliminar las impurezas que las raices
expulsaron y se dejaron sumergidos 44 horas mas. Después se sacaron los cortes de
las soluciones y se sumergieron en etilenglicol, realizando el cambio de solucién a
las 4 horas para eliminar el fijador remanente en las raices. Se dejaron sumergidas
en etilenglicol durante 44 horas mas. Este procedimiento se realizé a temperatura
ambiente en el laboratorio de Fitopatologia perteneciente a los laboratorios de
Proteccion Vegetal de la Universidad del Valle de Guatemala.

Deshidratacion

Se realizd el proceso de deshidratacion de las raices, después de sacar los
segmentos de raiz del etilenglicol, los segmentos fueron colocados en cassettes
especiales para este proceso. Estos cassettes fueron sumergidos en etanol al 100%
durante 30 min, se les aplicé vacio durante 20 min. Se sumergieron en etanol al
100% durante 30 min mas, dos veces en tolueno durante 30 min cada repeticion y
finalmente dos veces en parafina durante 30 minutos. Inmediatamente se paso al
proceso de infiltracion.

Infiltracion

Para el proceso de infiltracion, se coloco el cassette en molde con parafina a
60°C y se dejo enfriar a temperatura ambiente para formar un bloque de parafina
solidificada con los tejidos embebidos en él.

Seccionamiento

Luego de obtener el bloque de parafina, se realizaron cortes de 5, 7, 10, 15 y
20 micras en el microtomo. Cada corte se paso por agua desmineralizada a 56°C
mezclada con solucién de gelatina al 0.2% que actuaba como adhesivo y se monto
en un portaobjetos. Se identificd cada muestra y se coloco cada portaobjetos en un
horno a 60°C por 30 min, para secar y sellar las preparaciones.

Tincién de azul de anilina (Rawlins, 1993)

Para el proceso de tincion, se colocd los portaobjetos en una gradilla para
tincién, la gradilla se sumergié cuatro veces en soluciones de xilol durante 3
minutos cada vez. Seguidamente se sumergieron en etanol al 100%, 12 veces y se
repitié este paso una vez mas. Se sumergié 12 veces en etanol al 95% y luego se
repitié el proceso con etanol al 80%, 70% y 50%. Se realizaron 6 lavados en agua
desmineralizada sumergiendo la gradilla 12 veces en cada lavado. Para colorear, se
sumergio la gradilla 10 minutos en la tincion de azul de anilina (Ver anexo 5) a
40°C previamente calentado en bafio maria. Se trasladé la gradilla a etanol al 95%
sumergiéndola 12 veces y luego en alcohol al 100% otras 12 veces. Este Gltimo
paso se repitid una vez mas. Por ultimo, se sumergié en 3 soluciones de xilol, 3
minutos en cada solucion.
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Montaje
Se cubrio el tejido con 2 gotas de merckoglass y un cubreobjetos y se dejé
secar a temperatura ambiente durante 12 horas.

. Descripcion de los hongos

Con base en lo observado en las metodologias anteriormente descritas, se
procedido a realizar una descripcion de los hongos. Se usé el documento
Microbiologia Agricola de Carrillo (2003) como guia para la descripcion de las
hifas y para la identificacion de los pelotones se utilizo la descripcion de Pereira
2003.
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IV. RESULTADOS

A. Colecta de las orquideas utilizadas en el estudio

Se colectaron aleatoriamente 4 especies de orquideas terrestres
pertenecientes a 2 géneros distintos, en 4 sustratos distintos. En el cuadro 1 se
encuentra su identificacion.

Cuadro 1. Identificacion de orquideas y sustrato en el que fueron colectadas.

Especie Sustrato

Sacoila lanceolata (Aublet.) Garay Suelo muy arcilloso
Sarcoglottis assurgens (Rchb. f.) Schltr. Materia organica (Hojarasca)
Sarcoglottis sp. (1) Suelo pedregoso y superficial
Sarcoglottis sp. (2) Suelo y materia organica

B. Observacion de cultivos en medio sélido
En el cultivo de manitol-levadura se observo crecimiento de los hongos
micorricicos y crecimiento de bacterias acompariantes de la micorriza. En la figura 3
se pueden observar los dos tipos de bacterias encontradas. En el cuadro 2 se
presentan los resultados de la tincion Gram de las bacterias encontradas.

1. Observacion de bacterias en medio solido

Figura 3. Bacterias observadas en el medio de cultivo manitol-levadura (aumento de 400X)
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Cuadro 2. Bacterias en el medio de cultivo Manitol-Levadura.

Bacteria Tincién Gram
Cocos Negativos
Bacilos Positivos

2. Observacion del cultivo puro en medio sélido. En el cultivo puro se pudo
observar 2 colonias blancas de hongos morfolégicamente distintas con micelio
aéreo, no se pudo observar cuerpos reproductivos ni pelotones. El tiempo de
crecimiento de las mismas fue en un intervalo de 48 a 72 horas.

1. Hifas

Figura 4. Hifas en cultivo puro (fotografias observadas con lente inmersién).

Estas figuras corresponden a los montajes microscopicos que se realizaron del
cultivo puro en los medios sélidos. En estos se observa la presencia de hifas mas no de
cuerpos reproductivos ni pelotones. En las figuras 4a 'y 4b se observa la colonia nimero 1y
en las figuras 4c y 4d se observa la colonia nimero 2.



19

C. Observacion directa

1. Observacion directa con el método de azul de tripano. Con este método de
tincion se pudo observar hifas del hongo pero no se pudo observar cuerpos
reproductivos ni pelotones (figuras 5, 6, 7 y 8).

Figura 5. Hifas en Sacolia lanceolata Figura 6. Hifas en Sarcoglottis assurgens

Figura 7. Hifas en Sarcoglottis sp. (1) Figura 8. Hifas en Sarcoglottis sp. (2)

En las figuras 5, 7 y 8 se puede observar células desprendidas de la raiz. (Figuras 5
observadas con aumento de 400X y figura 6 observada con aumento de 100X)

2. Observacion directa con el método de azul de indofenol. Con este método de
tincion al igual que con el método de azul de tripano, se pudo observar hifas pero no
se pudo observar cuerpos fructiferos ni pelotones (figuras 9 a 14).
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Figura 9 y 10. Orquidea 1. Sacolia lanceolata.(Figura 9 observada con aumento 400X y
figura 10 observada con aumento 100X)

Figura 13. Orquidea 3 Sarcoglottis sp. (1) Figura 14. Orquidea 4 Sarcoglottis sp. (2)
(Figuras observadas con aumento 400x)
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En estas figuras se puede observar las hifas del hongo tefiidas de color azul y su
relacién con la raiz de su hospedero, en las figuras 10 y 13 también se puede observar como
las hifas no s6lo se encuentran dentro de la raiz, como se observa en la figura 14 en la que
se puede observar como las hifas salen de la epidermis de la raiz.

. Cortes histoldgicos

Con este método se pudo observar pelotones tefiidos con azul de anilina en
las células corticales de la raiz (Figura 15).

Figura 15. Pelotones de Orquidea 1. Sacolia lanceolata (Figuras 15a, 15b y 15c observadas
con aumento 100X. Figura 15d observada con lente de inmersion 1000X)

La figura 15a y 15b se muestra cortes histologicos de 15 umy en las figuras 15¢ y
15d cortes histoldgicos de 20 um de una raiz de la orquidea Sacolia lanceolata Se observan
los cortes longitudinales de la raiz y los pelotones en las células corticales de la misma.
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Figura 16. Pelotones de Orquidea 3 Sarcoglottis assurgens (Figura observada con aumento
de 400X)

La figura 16 muestra un corte histolégico de 20 um de una raiz de la orquidea
Sarcoglottis assurgens en esta figura se puede observar que la orquidea cuenta con
pelotones mas pequefios y diferenciados que las otras orquideas muestreadas y con células
mas dafiadas que las que se observan en los demas cortes.

Figura 17. Pelotones de Orquidea 2 Sarcoglottis sp. (1). (Figura 17a observada con aumento
100X. Figura 17b observada con lente de inmersion 1000X)

La figura 17 muestra cortes histoldgicos de 20 um de una raiz de la orquidea
Sarcoglottis sp. (1). Se puede observar un corte longitudinal de la raiz y los pelotones en las
celulas corticales de la raiz.
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Figura 18. Pelotones de Orquidea 4 Sarcoglottis sp. (2). (Figuras 18ay 18b observadas con
aumento 100X. Figuras 18c y 18d observadas con lente de inmersion 1000X)

La figura 18 muestra los cortes histolégicos de una raiz de la orquidea Sarcoglottis
sp. (2) en la figura 18a se puede observar un corte transversal del centro de la raiz, se
observa los pelotones en las células corticales de la misma. En la figura 18b se puede
observar un corte transversal de la corteza de la raiz, por lo que se pueden observar los
pelotones a lo largo del corte, ya que todas las células observadas son corticales. En las
ilustraciones 18c y 18d se pueden observar pelotones tefiidos de azul de anilina.

Descripcion del hongo

En los cultivos realizados a las 4 orquideas se observaron 2 colonias de
hongos distintas:

Colonia 1: micelio de forma irregular de color blanco, con micelio aéreo
abundante distribuido por toda la colonia, con reverso blanquecino y textura
granulosa. Las hifas observadas en esta colonia, son hifas blancas, septadas,
uninucleadas y con ramificaciones sencillas. No se pudieron observar pelotones.
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Colonia 2: Micelio redondo con crecimiento radial de color blanco, con
micelio aéreo abundante distribuido por toda la colonia, reverso de blanquecino-
amarillento y textura algodonosa. Las hifas observadas en esta colonia, son hifas
blancas, septadas, uninucleadas y con ramificaciones sencillas. No se observaron
pelotones (Figura 19).

Figura 19. Cultivo de la colonia 2. Figura 19a micelio aéreo y figura 19b reverso.

Pelotones:

En la observacién directa del hongo en la raiz se pudo observar pelotones,
éstos son hifas interconectadas que crecen dentro de las células corticales de la raiz
en forma cilindrica, aunque muchos de los pelotones observados tienen formas
mayormente irregulares. No se encontré diferencias en cuanto a la morfologia de los
pelotones en las raices de las cuatro especies de orquideas observadas.
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V. DISCUSION

A. Colecta de orquideas

Las especies de orquideas utilizadas para el estudio fueron Sacoila
lanceolata, Sarcoglottis assurgens y 2 especies mas del género Sarcoglottis. Estas
fueron colectadas en distintas areas de la Reserva de la Heloderma en Zacapa y en
distintas poblaciones para que el estudio fuera representativo de la poblacion de
orquideas terrestres. Para tener la certeza de no encontrar el mismo hongo en las
especies, se colecto en distinta clase de sustratos y se colocé cada orquidea en una
maceta con su propio sustrato. Sélo se tom6 un individuo de cada especie, para no
acabar con la diversidad del lugar, debido a que estan en peligro de extincion. Dos
orquideas se identificaron solamente hasta el nivel de género, ya que para su
identificacion hasta nivel de especie se necesita observarlas en su etapa floral y esto
fue imposible debido a la época en que se realizé el estudio.

B. Cultivos en medio solido

Para la realizacion de los cultivos en medios sélidos, se utiliz6 3 tipos de
medio de cultivo. EI primer medio utilizado fue el de manitol-levadura, este medio
debido a su gran cantidad de nutrientes y poca especificidad, permitié el crecimiento
del hongo micorricico y también de varias bacterias (ver Cuadro 2). A estas
bacterias que se encuentran asociadas a las micorrizas se les llama bacterias
acomparfiantes. Debido a la presencia de estas bacterias no fue posible realizar un
cultivo 100% puro de los hongos debido a que esta contaminacion no permitia
obtener el hongo sin la bacteria.

Debido al problema con Manitol-Levadura se recurrio a utilizar los medios
PDA y Maltosa agregandoles antibi6tico para evitar el crecimiento de las bacterias.
La siembra se realizé colocando en distintas cajas petri los centros y las orillas,
debido a que segun la literatura es mas comun encontrar los hongos micorricicos en
las células de la corteza que en el centro de la raiz.

Se observd, que el hongo micorricico de las orquideas estudiadas, se
mantiene en las células corticales, ya que las cajas petri que contenian los centros de
la raiz no presentaron crecimiento de hongos. A diferencia de las cajas petri en las
que se sembro las orillas, que si presentaron crecimiento del hongo. De éstas se
obtuvo el hongo para realizar el cultivo puro y poder observar las fotografias en la
Figura 1. Ambos medios utilizados funcionaron adecuadamente, permitiendo el
crecimiento del hongo y evitando el crecimiento de bacterias.
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En los medios de cultivo solido se pudo observar las diferencias entre las 2
colonias encontradas indicando la presencia de 2 hongos diferentes, los dos
presentes en las 4 orquideas estudiadas. Lo que indica que no hay evidencia de
especificidad entre los hongos micorricicos encontrados y las orquideas
muestreadas. En los medios no se pudo observar cuerpos fructiferos ni pelotones
debido a que este tipo de hongos necesita estar en el hospedero para reproducirse y
para crear pelotones.

. Observacion directa

1. Observacion directa con tincion de azul de tripano. Debido a la
agresividad de este método, no se pueden observar pelotones, ya que destruye las
células de la raiz y con éstas los pelotones contenidos en ellas. Por lo tanto, no se
recomienda esta metodologia como Unica opcion.

2. Observacion directa con tincion de azul de indofenol. Con el método de
tincion de azul de indofenol al igual que con el método de azul de tripano, se pudo
observar hifas del hongo, pero no se pudo observar pelotones, esto debido a que los
cortes de la raiz fueron muy gruesos, tomando varias capas de células que no
permitian observar los pelotones, pero se puede observar la relacion del hongo con
la raiz, ya que se observa como se encuentra el hongo dentro y fuera de la raiz en las
figuras 7 y 8.

. Cortes histoldgicos

Al ser ésta la primera investigacion sobre el tema, no se contaba con una
metodologia ya estructurada para realizar este proceso. Debido a esto se decidio
realizarlo con tres distintas soluciones fijadoras para poder observar qué solucion
fijadora es la mejor para los estudios de micorrizas en orquideas. Las soluciones
utilizadas fueron, solucién Davidson modificada, solucion Davidson AFA y
Solucion de Glutaraldehido y fosfatos. Se utilizaron estas soluciones ya que se ha
observado su efectividad en otros tejidos vegetales. Las soluciones fijadoras matan
y fijan las células, preservando lo mas posible sus caracteristicas morfoldgicas y
quimicas, para permitir la tincién del hongo que se desea observar. La solucién que
realizd una mejor fijacion fue la solucion de Davidson modificada, ésta permitio una
buena coloracion del hongo micorricico y fue la que mantuvo mayormente la
integridad de las células de la raiz. Los cortes se realizaron de 5, 7, 10, 15y 20
micras. Los cortes en los que se pudo observar la raiz y el hongo, fueron los cortes
de 15 y 20 micras, los otros cortes eran demasiado delgados, provocando que las
celulas se rompieran y no permitian la visualizacion del hongo, porque no abarcaban
la capa completa de las células.



27

Con los cortes histologicos se pudo observar el hongo en la raiz que se
mantiene como pelotones o haustorios intracelulares, éstos se forman dentro de las
células corticales de la raiz, cubiertas por el material de la pared celular de la célula
cortical que penetra. Esta modificacion en las células de la raiz permite la
transferencia de carbohidratos del hongo a la orquidea, por esta razon es que se dice
que la micorriza incrementa la absorcién nutricional de la planta.

Descripcion de los hongos micorricicos

En este estudio se observO que no existe diferencia entre los hongos
encontrados en las 4 orquideas muestreadas, ya que los dos hongos fueron
encontrados en las 4 especies de orquideas. También se encontrd el mismo tipo
morfolégico de pelotones en las cuatro orquideas. Se puede decir que existen por lo
menos 2 especies de hongos micorricicos en las 4 especies de orquideas terrestres
muestreadas.
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VI. CONCLUSIONES

Se identificaron 2 colonias de hongos filamentosos con morfologia distinta, las
dos colonias de color blanco y con micelio aéreo, una colonia redonda, con
crecimiento radial y textura algodonosa y la otra colonia con forma irregular,
textura granulosa y masa conidial, mostrando que se encontraron 2 hongos
distintos en las 4 orquideas estudiadas.

Se identificaron las orquideas colectadas.

Se logr6 crecer exitosamente los hongos micorricicos en el laboratorio, sin
embargo no se logré que produjeran pelotones.

Los hongos encontrados, tienen hifas septadas uninucleadas y blancas que
forman el micelio aéreo obtenido en los cultivos en medios solidos. Estos fueron
encontrados en las 4 especies de orquideas estudiadas.

La mejor metodologia para observacion directa del hongo fue la tincion de azul
de indofenol, ya que no es agresiva con las células de la raiz y permite la
observacion de las hifas y su relacién con la raiz de su hospedero.

La mejor metodologia para realizar los cortes histoldgicos en raices de orquideas
fue utilizando la solucién de Davidson modificada y realizar cortes de 15 y 20y,
ya que esta solucion fijadora conservo las células de la raiz y permitié una mejor
tincion del hongo y el corte permitié la observacion de las células y los
pelotones.

Los medios de cultivos sélidos PDA y Maltosa, brindaron buenos resultados, ya
que el hongo pudo crecer en ambos y debido al antibidtico agregado a la receta,
no crecieron bacterias en ninguno.

No hay evidencia de especificidad en la relacion simbiotica entre los hongos
micorricicos encontrados y las orquideas muestreadas, ya que los dos hongos se
encontraron en las raices de las cuatro orquideas utilizadas para el estudio.

Los pelotones de los hongos micorricicos se encuentran en las células corticales
de la raiz.
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VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar este estudio con analisis moleculares para identificar
los hongos micorricicos en las orquideas colectadas.

Se recomienda continuar investigando sobre las micorrizas orquidioides en
Guatemala ya que se necesita generar mas informacion sobre el tema para
conservar la diversidad tanto de los hongos como de las orquideas que se esta
perdiendo por la venta y extincion de las mismas.

Se recomienda realizar un estudio similar incluyendo especies de orquideas
epifitas del pais.

Se recomienda continuar con el estudio colectando mas individuos de las
mismas especies para asegurar que no existe especificidad entre hongo y
hospedero.

Se recomienda realiza un estudio con las mismas especies pero en regiones
distintas.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Recetas para medios de cultivo

Reactivos para la preparacion de los medios de cultivo utilizados
1. Medio de cultivo manitol-levadura:

Manitol 590
K2HPO4 0.25¢
MgS0O4.7H20 0.1¢g
NaCl 0.05¢g
Extracto de levadura 0.25¢g
Agar agar 6.59
Agua destilada 500 ml
2. Medio PDA:
Agar PDA 19.5¢
Antibidtico 10 g
Agua destilada 470 ml

3. Medio Maltosa:

Maltosa 22.5¢
Antibiotico 109
Agua destilada 467.5 ml

Anexo 2. Receta de azul de tripano

Reactivos para la preparacion de azul de tripano
1. 800 ml de glicerina
2. 800 ml de &cido lactico
3. 800 ml de agua destilada
4. 1.2 g de azul de tripano
(Sylvia, 1994)



33

Anexo 3. Proceso para realizacion de cortes histologicos

5. Bloques de parafina. 6. Seccionamiento.

L
\ B <N

7. Montado en portaobjetos. 8. Colocado en gradillas.
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9. Tincién con azul de anilina.

Anexo 4. Recetas para soluciones fijadoras

Anexo

Reactivos para la preparacién de las soluciones utilizadas:
Davidson modificada:

Etanol 95% 82 ml
Formalina 55 ml
H20 desmineralizada 112.5 ml
Hidréxido de amonio 2.5 ml
pH 6.5-7

Davidson AFA:

Etanol 95% 82.5ml
Formaldehido 40% 55 ml
Acido acético glacial 25.75 ml
Solucioén de fosfatos 0.01M 83.75 ml
pH 7.4

Glutaraldehido-fosfatos:

Fosfato monobésico 0.01M 19 ml
Fosfato dibasico 0.01M 81 ml
Glutaraldehido 50% 4 ml
pH 7.4

5. Receta para tincion de azul de anilina

Reactivos para la preparacion de la tincion de azul de anilina

Fenol 83449

Glicerina 83.4 ml
Acido Léactico 83.4ml
Agua destilada 83.4 ml

Azul de anilina 041g
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