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EFECTO DE LA ALTITUD EN LA COMPOSICION Y RIQUEZA DE
HONGOS MICORRIZICOS DE ORQUIDEAS EPiFITAS EN BOSQUES
MONTANO ALTOS DEL SUR DEL ECUADOR

RESUMEN

Orchidaceae es una de las familias mas representativas en el Ecuador, éstas tienen
una relaciéon muy intima con un grupo de hongos micorrizicos involucrados en su
desarrollo, pero es muy poco lo que se sabe sobre la importancia de estos hongos.
Este estudio comprende un acercamiento a la composicién y riqueza de los hongos
micorrizicos de orquideas en los bosques montano altos del sur del Ecuador, en
donde se evaluaron dos sitios a dos diferentes alturas: Mazan y Llaviucu, se usaron
las especies de orquideas: Odontoglossum pardinum y Epidendrum marsupiale con
el objetivo de evaluar si existe una influencia de la altitud en la composici6én de estos
micobiontes. Se describieron las especies de hongos (OTUs) presentes por medio de
técnicas moleculares. Se obtuvieron un total de 8 OTUs pertenecientes a los grupos
Ascomycota, Tulasnellaceae, Ceratobasidiaceae y Sebacinaceae. Estos resultados

muestran una alta diversidad de estos hongos en este tipo de ecosistemas.

PALABRAS CLAVE: Micorrizas de orquideas, orquideas epifitas, ecologia

molecular, unidades taxondmicas operacionales.

Diréctora de tesis

A FD

Nubia Alejandra Guzman Salinas Byrén Javier Moreno Coronado
Tesista Tesista



Guzmaén Salinas, Moreno Coronado

EFFECT OF ALTITUDE IN THE COMPOSITION AND RICHNESS OF
MYCORRHIZAL FUNGI OF EPIPHYTIC ORCHIDS IN THE UPPER
MONTANE FORESTS OF SOUTHERN ECUADOR

ABSTRACT
Orchidaceae is a representative plant family in Ecuador. Orchidaceae has intimate
relationships with a group of mycorrhizal fungi that is involved in the plant
development, although little is known about its specific importance. This study
consists of an approach to know the composition and richness of mycorrhizal fungi
in orchids of the upper montane forests of southern Ecuador, for which two sites in
Mazan and Llaviucu at two different elevations were selected. The Odontoglossum
pardinum and Epidendrum marsupiale orchid species were observed together with
the fungi present in each of the sites. Fungal species (OTUs) present in the roots of
the orchids were obtained by means of molecular techniques. Results showed 8
OTUs that belonged to Ascomycota, Tulasnellaceae, Ceratobasidiaceae and

Sebacinaceae. These results show a very high diversity of fungi in these ecosystems.

KEY WORDS: id Mycorrhiza, Epiphytic Orchids, Molecular Ecology,
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EFECTO DE LA ALTITUD EN LA COMPOSICION Y RIQUEZA DE
HONGOS MICORRIZICOS DE ORQUIDEAS EPIFITAS EN BOSQUES
MONTANO ALTOS DEL SUR DEL ECUADOR

INTRODUCCION

Las orquideas, diversidad e importancia

Las orquideas son un grupo muy carismatico, tanto que han llegado a ser
denominadas los “pandas del mundo vegetal”. Son especies representativas para la
conservacion de las plantas, apareciendo todas en los Apéndice | o 1l de la CITES

(IUCN, 2012). Este grupo representa la familia mas numerosa de plantas entre las

monocotiledoneas, con 27.135 especies aceptadas (The Plant List, 2010). Su rango

de distribucién es amplio, va desde 0 hasta casi los 5000 m s.n.m., son consideradas
omnipresentes encontrdndose en todos los continentes, incluso en algunas islas

antarticas (Swarts & Dixon, 2009).

En el Ecuador existen mas de 4.200 especies de orquideas conocidas, de estas mas de

1.300 son especies endémicas (Ecuador Megadiverso, 2011), razén por la que el

Ecuador se encuentra primero en el ranking mundial de orquideas, una de cada cinco

especies de orquideas del mundo esta presente en Ecuador (Kleinsy, 2013).

Las orquideas son consideradas como una de las especies mas fascinantes por los
cientificos y personas que gustan de ellas, pues, aparte de su vasta diversidad, sus
flores poseen una extraordinaria forma y belleza, contando con estructuras

especializadas que han dado lugar a mecanismos de polinizacién muy especificos
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(Darwin, 1888), existiendo estrechas relaciones entre las flores, sus estructuras y sus

polinizadores (Dodson & Frymire, 1961).

La familia Orchidaceae tiene una gran importancia econémica, principalmente en la
horticultura, en la industria alimenticia, farmacéutica y de fragancias (Medhi &
Chakrabarti, 2009; IUCN, 2012). En los ultimos afios estas industrias se estan

desarrollando muy rapidamente y mas especies de orquideas son introducidas en el
mercado (Liu et al., 2010).

Aunque la familia Orchidaceae sea un grupo antiguo, es una de las familias de
plantas mas altamente modificadas de todos los taxas de Angiospermas, que incluso
en la actualidad, pasa por una rapida diversificacion y especiacion, siendo la
subfamilia Epidendroideae las mas avanzada (Van Den Berg et al., 2005). Esto se

debe en gran medida a que el ciclo de vida de las orquideas es complejo, depende
principalmente de la interaccion simbidtica con cierto grupo de hongos conocidos
como micorrizas y de la interaccion con polinizadores especificos (Waterman et al.,
2011)

Interaccién con hongos que forman micorrizas

Alrededor del 90% de las especies de plantas Angiospermas forman asociaciones
micorrizicas. Las micorrizas se forman por la asociacion simbiotica entre las raices y

varios grupos de hongos del suelo (Smith & Read, 2008).

En la mayoria de las semillas de las plantas Angiospermas, el embridn se encuentra
rodeado de un tejido nutricio, el endospermo, en otros casos las sustancias de reserva
se almacenan en oOrganos especiales llamados cotiledones; estas reservas permiten
que el embridén crezca y se desarrolle hasta que la planta produzca sus primeras
hojas y raices. En el caso de las orquideas, las semillas carecen de sustancias y

organos de reserva (Swarts & Dixon, 2009), de ahi la necesidad de un agente externo

que aporte nutrientes al embrion en desarrollo.

Todas las especies pertenecientes a la familia Orchidaceae durante su germinacion y
establecimiento como plantulas dependen de hongos micorrizicos, por lo que son

Ilamadas mico-heterdtrofas en esta fase (Peterson et al., 2004). Varias especies no

fotosinteticas de orquideas llegan a ser mico-heterotrofas parciales todo su ciclo de
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vida y estas pueden ser mas ampliamente distribuidas de lo que se conoce hasta el
momento (Stockel et al., 2014).

Las micorrizas de orquideas son consideradas Unicas, son de tipo endotrofo, lo que
significa que las hifas del hongo viven en el interior de las células y no s6lo en los
espacios intercelulares, se encuentran formando pelotones que son un complejo de
hifas enrolladas dentro de las células hospederas de la planta (Peterson & Massicotte,
2004).

Las raices, rizomas Yy tejidos de las orquideas estan generalmente colonizados por
estos hongos, los cuales desempefian un rol fundamental en el aporte de nutrientes

para el desarrollo de la planta (Peterson & Massicotte, 2004). Las hifas de estos

hongos aportan al embrion los azlcares necesarios para su crecimiento, funcionando
como pequefias raices que absorben sustancias nutritivas del medio circundante

(Junta de Andalucia, 2012), siendo su principal funcion proveerles nutrientes

organicos e inorganicos para su germinacion y oportuno desarrollo del protocormo,

que es la estructura tuberosa que se forma tras la germinacion de las semillas de

orquidea y a partir de la cual se desarrolla una planta completa (Dearnaley, 2007).

Amenazas para la conservacion

El Ecuador es un pais con una riqueza de flora muy grande, a pesar de una superficie
relativamente pequefia Ecuador tiene entre 20.000 y 25.000 especies de plantas

vasculares frente a las 17.000 de toda América del Norte (Carbale, 1989). Los

bosques montano altos, ecosistemas donde se realizé este estudio, poseen una alta
diversidad de flora, se hallan aproximadamente 300 especies de plantas superiores

(Montesinos, 1996), estos ecosistemas se caracterizan por el incremento exuberante

de epifitas como huicundos, orquideas (aprox. 92 especies) musgos y liquenes
(ETAPA, 2005; Caiiadas, 1983).

La dificil situacion por la que atraviesa el Ecuador en la proteccidn y uso racional de
sus recursos naturales es preocupante. Se han establecido nueve grandes problemas
ambientales en el pais: erosion de suelos, deforestacion, degradacion de aguas
dulces, degradacion de pesqueria y habitats costeros, urbanizacion de tierras
agricolas, pérdida de biodiversidad, polucién del aire, desastres naturales y abuso de

pesticidas (Marmorek et al., 1991).
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De las cuales las actividades humanas han ejercido y ejercen una continua
perturbacion a los ecosistemas naturales, la degradacion, la fragmentacion y la
pérdida del habitat son las principales amenazas para la biodiversidad en todo el

mundo (Juarez et al., 2014). El impacto causado por estas actividades han

determinado un efecto considerable en el tamafio y la distribucion de estos bosques,
en la actualidad entre los ultimos remanentes de vegetacion original alto andina que
queda en la provincia del Azuay se encuentra el bosque montano alto de Mazan
(Montesinos, 1996).

Las especies de la familia Orchidaceae se encuentran entre las mas vulnerables dado
que son organismos muy sensibles a las perturbaciones ecologicas de los bosques

(Brundrett, 2007; Medhi & Chakrabarti, 2009). Su especializacion ecoldgica no sélo

ha contribuido a su gran diversidad, sino que también se ha traducido en un alto nivel

de amenaza en esta familia (Cribb et al., 2003).

La conservacion y el uso sustentable de las orquideas es tema de suma importancia
en la actualidad. En un contexto general incluyendo al Ecuador, es escasa la
informacion que se tiene acerca de los roles de las comunidades de hongos asociados
a las orquideas, asi también, se sabe muy poco acerca del papel que desarrollan las
comunidades de hongos micorrizicos sobre el tamafio, la distribucion y la genética de

las poblaciones de orquideas (McCormick et al., 2004). Cualquier esfuerzo para

conservar las orquideas que no incluya también un esfuerzo para conservar sus

hongos micorrizicos asociados sera poco exitoso (Zettler, 1997; Kottke et al., 2010).

La rareza de las especies se ha relacionado en su gran mayoria con rasgos ecolégicos,
sin embargo, un estudio previo ha demostrado que los hongos micorrizicos pueden

afectar la diversidad (Van der Heijden et al., 1998) y potencialmente la distribucion

de las especies de plantas (Swarts et al., 2010). Asi las micorrizas podrian limitar la

distribucion de las orquideas, ya sea por la ausencia de un hongo micorrizico o la
incapacidad para formar una simbiosis en ciertas condiciones ambientales. Por lo que
es necesario conocer la distribucion de los hongos de orquideas dentro del suelo o en
sus forofitos, para poder entender lo que limita el nimero y tamafio de las
poblaciones de orquideas, con independencia de que si es 0 no la rareza inducida por
humanos o una caracteristica natural de la especie (Phillips et al. 2011).
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En nuestro pais los estudios acerca del efecto del nivel altitudinal sobre la estructura
de la comunidad de hongos micorrizicos son escasos. Investigaciones de esta indole
estdn enfocadas a proveer de importante informacion acerca de las diferentes

relaciones existentes en la interaccion entre hongos y orquideas.

El objetivo principal de este estudio es determinar la composicion y riqueza de la
comunidad de hongos micorrizicos, y establecer si existe una influencia del nivel
altitudinal sobre la composicion de estas comunidades, con el fin de responder las
siguientes preguntas: ¢Existe una diferencia en la composicion de la comunidad de
micobiontes de las orquideas como respuesta a la variacion de la altitud? ¢Existe una
diferencia en la composicion de la comunidad de micobiontes entre poblaciones de
orquideas? Esta investigacion pretende generar informacion para entender las
interacciones ecoldgicas de este grupo de hongos con las poblaciones de orquideas
en los bosques de Mazén y Llaviucu, informacién que se podra integrar a futuros

planes de conservacion de esta familia de plantas.
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CAPITULO 1

1. MATERIALES Y METODOS

1.1.Area de estudio

El area de estudio comprende los bosques de Mazan y Llaviucu, éstos bosques se
encuentran ubicados en la zona Este del Parque Nacional Cajas (P.N.C.), parte del
area de éstos se encuentra fuera de los limites del Parque, pero dentro del area
protegida actualmente por la Empresa Publica Municipal de Teléfonos y Agua
Potable, ETAPA.

Estos bosques han sido definidos segun Sierra (1999), como bosques siempre verdes
montano altos, con una diversidad vegetal que consta de alrededor 300 especies de
plantas vasculares, de éstas aproximadamente 50 son especies de arboles, 60
arbustos, 3 lianas, 7 bejucos, 40 epifitas entre orquideas y bromelias y 140 son

hierbas (ETAPA, 2005). Ambos sitios pertenecen al Macizo del Cajas considerado

segin la UNESCO como Reserva de la Biosfera en 2013.
Bosque de Mazan:

Se encuentra ubicado a 10 km al Noroeste de la ciudad de Cuenca, pertenece a las

parroquias de Sayausi y San Joaquin. Tiene un total de 2640 ha (Montesinos, 1996),

las cuales estan cubiertas en la parte alta por paramo de pajonal con numerosas

lagunas, bosque de Polylepis y bosque primario y secundario (BirdLife International,

2013), con aproximadamente 300 especies vasculares de las cuales 80 son lefiosas
(Montesinos, 1996).

El bosque ha sufrido una serie de alteraciones debido a las actividades humanas
principalmente ligadas a la ganaderia y agricultura (Rengel, 2004), desde los afios
ochenta se realizaron acciones de conservacion que se han mantenido hasta la
actualidad, permitiendo la recuperacién del bosque. Hoy en dia es considerado como

uno de los sitios méas diversos en la provincia del Azuay, formando parte de un
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importante refugio de especies endémicas, amenazadas y claves para la conservacion
(ETAPA, 2005).

Bosque de Llaviucu:

Se encuentra ubicado a 17 km al Noroeste de la ciudad de Cuenca. Conformado por

paramo de pajonal, bosque primario, secundario y pastizal (Rodas, 2005).

Al igual que el bosque de Mazéan, Llaviucu ha sido alterado por actividades
antropicas especialmente relacionadas al area agropecuaria, debido a éstas en parte
del bosque se fueron formando grandes zonas de pastizales ocupadas principalmente

por el ganado vacuno (Rodas, 2005), que en la actualidad se encuentran en estado de

recuperacion. Con un 20% de especies vegetales catalogadas como utiles y raras

(ETAPA, 2005) es un sitio de importancia para la conservacion.

1.2.Disefio experimental / recoleccion de muestras

Se muestred raices de dos especies de orquideas epifitas en dos sitios a distintas
altitudes. En el bosque de Mazan a 3000 y 3400 m s.n.m. y en Llaviucu a 3100 y
3500 m s.n.m., (Figura 1). En cada sitio se muestre6 10 individuos de cada especie,
cada individuo ubicado en un foréfito (planta sobre la que crece la orquidea) distinto.

En total se colectd 40 muestras de raices de cada especie, 80 en total.

Figura 1: Disefio de muestreo en los dos sitios de estudio

3500 m
s.n.m

ALTURA

3000 m

s.nam.

MAZAN LLAVIUCO
SITIOS DE ESTUDIO

Fuente: Autores
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Entre los meses de Mayo y Agosto del 2013 se realiz0 en sitio una estimacion visual
de las especies de orquideas epifitas. En consecuencia se determind que las especies
de Odontoglossum pardinum y Epidendrum marsupiale ocurren en todos los sitios de
estudio y en ambas altitudes. Se conservo las muestras de raices en etanol al 50%
para su posterior analisis en el laboratorio, para la identificacion de las especies de

orquideas se tomd muestras de las flores.

1.3.Analisis microscopico de las raices

En el laboratorio se realzd por microscopia la verificacion de la colonizacién de los
hongos micorrizicos en las raices colectadas, efectuando cortes transversales a las
muestras, para después ser sometidas a una tincion con azul de metileno (0.05 % en
acido lactico, Merck C.1. 42780) siguiendo lo propuesto por Kottke et al. (2010) por
3 minutos, finalmente los cortes fueron observados al microscopio para constatar la
presencia de pelotones con hifas viables dentro del tejido corticoidal o corteza en las

raices de las orquideas (Figura 2-3).

Figura 2: Representacion de un corte transversal de una raiz de orquidea

Fuente: Peterson et al., 2004

Las hifas penetran a la raiz a través de la epidermis (1) y forman las enroscaduras de hifas
que son los Ilamados pelotones en las células corticales (2), estos pelotones se degradan con
el tiempo (3).
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Figura 3: Pelotones de micorrizas de orquideas

5V

Py T

Pt gt

Fuente: Autoes

A la izquierda pelotones de hongos micorrizicos de orquideas viables. A la derecha
pelotones degradados.

Una vez realizada la verificacion de la colonizacion, se esterilizaron los fragmentos
bien colonizados de raices siguiendo lo establecido por Herrera et al. (2010), las
muestras fueron lavadas con agua destilada estéril mas unas gotas de jabon liquido,
sumergidas en alcohol etanol al 70 % por 30 segundos, después en una solucion de
Hipoclorito de Sodio al 20 % por un periodo de 10 minutos y finalmente enjuagadas

en agua destilada estéril.

Figura 4: Corte transversal de una raiz de orquidea

Corteza

Cilindro vascular

Velamen

Fuente: Autores
1.4.Extraccion del velamen

La extraccion del velamen (Figura 4) de las raices de orquideas se la realiz6 en

ambientes estériles y asépticos para evitar posibles contaminaciones, el velamen de
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cada muestra de raiz fue removido y descartado, la corteza resultante de cada
muestra fue depositada en micro-tubos de 1.5-ml con algunas gotas de agua destilada

estéril.

1.5.Extraccion de DNA

El DNA se extrajo usando el Kit plant mini (Quiagen, Hilden, Germany) siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Se realizo la extraccion de DNA de las 80 muestras colectadas, debido a ajustes en el
presupuesto del proyecto se continu6 los restantes analisis de biologia molecular con

24 muestras, tres individuos de cada especie por sitio de muestreo.

1.6.PCR, Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Las regiones del gen ITS1-5.8S-ITS2 y parte de la regién 28S rDNA se amplificaron
utilizando una combinacion de primers universales para Eucariotas ITS1 (50-TCC
GTA GGT GAACCT GCG G-30; White et al, 1990) y Twi14 (50-
GCTATCCTGAGGGAAACTTC-30; Cullings 1994). Se escogid esta combinacién

de primers ya que incrementa la posibilidad de amplificar una amplia diversidad de

hongos en las muestras de raices (Riofrio et al., 2013; Kottke et al., 2010). La

concentracion final de los primers fue 25 pmol/ul. Se us6 la Tag Phusion High-
Fidelity PCR Mastermix (Finnzymes, Espoo, Finland), se adiciond Bovine Serum
Albumin 10% (BSA-SIGMA) y 2ul del extracto de DNA, ademas, se us6 un blanco
como control de la PCR. El programa del Termociclador usado fue de 98°C por 30
segundos (desnaturalizacion inicial), cada ciclo con desnaturalizacion a 98°C por 10
segundos, anillamiento a 60°C por 20 segundos, y la elongacién a 72°C por 30

segundos (repetido por 30 ciclos) y la extension final a 72°C por 10 minutos.

Se comprobaron las bandas resultantes de la PCR con una electroforesis, se utilizé
gel de agarosa al 0.7 %, las muestras de PCR se tifieron con una solucion de bromuro
de etidio 0.5 ug ml 1y el gel se corrié con las siguientes condiciones: 300mA, 180V
y 25 minutos, se visualizd bajo luz UV. Una vez comprobada la buena calidad de las
bandas (Figura 5) se continué con el Cloning molecular.
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Figura 5: Bandas de DNA resultantes de la PCR

Fuente: Autores

1.7.Clonacion molecular

La clonacion molecular se realizé con el Kit Zero Blunt TOPO PCR Cloning
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las colonias de E. coli
crecieron en medio sélido LB AGAR MILLER (Difco TM) (Figura 6); con el
objetivo de verificar la insercion del DNA se escogio al azar 20 colonias de bacterias
de cada muestra para realizar una nueva PCR con los primers modificados M13R
(5°-TGAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3°) y MI13F (5°-
CCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG-3’) Kruger et al. (2009).

El programa del termociclador usado para las reacciones fue: desnaturalizacion
inicial a 95°C por 5:00 minutos; 35 ciclos, cada ciclo consistiendo de un paso de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, anillamiento a 65 °C por 30 segundos,
extension 72 °C por 2 minutos; y una extension final a 72 °C por 10 minutos. Se
comprobd las bandas resultantes de la PCR con una electroforesis en gel de agarosa
al 0.7% (Figura 7). Las colonias de bacterias que tienen insertado el DNA fueron
cultivadas en medio LB liquido, MILLER (Difco TM) (Figura 8), para luego ser
purificadas siguiendo el protocolo de S.N.A.P.™ Plasmid DNA MiniPrep de

Invitrogen.

Se utilizaron 10 clones por individuo, contando con un total de 240 clones a ser

secuenciados.
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Figura 6: Bacterias de E. coli en medio sdlido LB AGAR

Fuente: Autores

Al lado izquierdo una fotografia de las colonias de E. coli sembradas en medio sélido LB
AGAR. Al lado derecho las colonias re-sembradas para la verificacién de la insercion del
DNA.

Figura 7: Verificacion de la insercion del DNA

o el ’ — e [
— et
= o= L]

- ve wewuwsg B .

Fuente: Autores

a) Bandas con insercion de DNA,; b) Bandas sin insercion de DNA.

Figura 8: Colonias sembradas en medio liquido.

Fuente: Autores

A la derecha medio LB Broth MILLER; A la izquierda colonias cultivadas en el medio LB
Broth MILLER.
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Los clones fueron secuenciados en la empresa Macrogen (Seul, Korea) usando los

primers universales M13F forward y M13R reverse.

1.8.Anélisis de secuencias y delimitacion de Unidades Taxondémicas Operaciones
(OTU)

Los cromatogramas de las secuencias se analizaron con el programa CodonCode
Aligner version 5.0.2 (Figura 9). Con los resultados obtenidos de las secuencias se
realizaron asignaciones taxondémicas preliminares, comparando la similitud de las
secuencias con las secuencias publicadas en el GenBank, mediante una busqueda en

BLAST (Altschul et al., 1997). Con esta comparacion inicial se agruparon las

secuencias en: Ascomycetes y Basidiomycetes, éstos ultimos divididos en tres

grupos: Tulasnellaceae, Ceratobasidiaceae y Sebacinaceae.

Las secuencias se alinearon usando el algoritmo G-INS-i en MAFFT (Katoh et al.

2002) ajustadas manualmente en el programa Sequence Aligment Editor (Se-Al)
version 2.0 (Rambaut, 1996).

Figura 9: Cromatogramas de las secuencias de Epidendrum marsupiale

a)

HES oo™ i/OEF I I ¥y 7

e TCC TTGGTCCG TG TTTCAAGACGGG TC G TTGACGACCATTACGC CAGCATCCTTGCAAAAGCGCGGTCCTCGGETCCC|
Z]J.J.UZ]JZ 3e0 370 380 380 400 410 4azo i

™

Y 110262 Base 1 o978 Quality: 46

HE <~ F /AR 7[Ry 7
[XMECATCTTTEGGGTECGAACAGTGATGC TCTTACTC TCATCECATCCG ARG ACATCAGG ATCEGTC GATGEATCCACCCET »
(All21gs 220 230 240 250 260 250

==

& 1121, Base 1 of 1202 Quality: 10
®m U 8 :
Fuente: Autores

a) Cromatograma valido; b) Cromatograma con ruido (descartado).
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Para delimitar OTUs del grupo Ascomycota y Basdiomycota se calculé una tabla de
p-distancia en PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002) con las regiones ITS1-5.8S-1TS2

para todas las secuencias, luego se agruparon con el programa OPTSIL (Goker et al.

2009). Se utiliz6 un umbral del 1% para el grupo de Ascomycetes y del 3% para
Basidiomycetes (Ceratobasidiaceae y Sebacinaceae), representacion habitual para la
delimitacion de especies en este grupo (Martos et al., 2012, Hughes et al., 2009,

Jacquemyn et al., 2010), a excepcion del grupo Tulasnellaceae en el que se us6 un

umbral del 5% debido a la alta variabilidad en las regiones de su DNA (Jacquemyn et
al., 2012).

1.9.Anélisis de la composicion de la comunidad de hongos micorrizicos

Curvas de acumulacién

La curva de acumulacion de especies es una muestra de la riqueza de especies

acumulada frente a un esfuerzo de muestreo (Walther & Morand, 1998), en donde se

asume que la riqueza total en el niUmero de especies se encontrara con un esfuerzo de

muestreo infinito, es decir, la asintota (Gonzales et al., 2010).

Para el andlisis de acumulacion de las especies se consider6 como esfuerzo de
muestreo cada individuo de orquidea; los datos fueron analizados con el programa

EstimateS version 7.5 (Colwell, 2013) para un proceso de “suavizado” de la curva, se

usé un numero de aleatorizaciones de 100, recomendado por Jiménez & Hortal

(2003), los datos se ajustaron a la ecuacion de Clench (Jiménez & & Hortal 2003;

Soberon & Llorente, 1993) con ayuda del programa Statistica 7.0.61.0, siguiendo

las directrices de Jiménez & Hortal (2003).

A partir de los valores obtenidos se calculd:

La pendiente final de la curva, para evaluar la calidad del muestreo. Esta pendiente,
si es menor a 0.1 indica un muestreo completo y altamente fiable (Jiménez & Hortal,
2003).

Pendiente de la curva = a/(1+b-n)?
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La proporcion de especies registradas indica la calidad del inventario (Jiménez &
Hortal, 2003).

Proporcidn de especies registradas = Sobs /(a/b)

Se estimd el esfuerzo de muestreo necesario para registrar una determinada (95%)

proporcion de las especies (Jiménez & Hortal, 2003).
Esfuerzo de muestreo =0.95/[b-(1-0.95)]*100

También se calcul6 el valor asintético, usando la formula aplicada en la ecuacion de
Clench:

Asintota = a/b

indices de Chao-Jaccard y Chao-Sorensen

El indice de similitud de Jaccard y el indice de estrecha relacién de Sorensen son los
indices méas antiguos y mas utilizados para evaluar la similitud en la composicion de

las muestras, ambas medidas se basan en la presencia/ausencia de especies.

Se utilizaron los estimadores estadisticos desarrollados por Chao et al., (2005) que
proponen un método para estimar tanto los indices de Jaccard y Sorensen basados en
la abundancia y la incidencia a partir de datos de la muestra, en estos se incorpora el
efecto de las especies compartidas no detectadas.

El rango de estos indices va desde cero a uno, cero cuando no hay especies

compartidas, uno cuando los dos sitios comparten las mismas especies (Villareal

2006). Los analisis de los datos fueron calculados en EstimateS version 9.1.0
(Colwell, 2013).

Test de Monte Carlo

El analisis estadistico de Monte Carlo forma parte de los métodos de randomizacion
bayesianos. Este método brinda la posibilidad de producir un casi nimero infinito de
nameros aleatorios, es decir, de randomizaciones distintas distribuidas acorde a una
distribucion observada (Robert & Casella, 2010). En el test de Monte Carlo la

significancia de los datos observados son evaluados por medio de una comparacion
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con los datos aleatorios obtenidos, en donde se asume, que todos los modelos
implicados y todos los datos ordenados son iguales probabilisticamente, mostrando si
en un determinado numero de ordenamiento aleatorio de los datos existe una

tendencia significativa para aceptar o rechazar la hipdtesis nula (Manly, 1997).

La hipotesis alternativa sugiere que existen evidencias de una tendencia o cierto tipo
de patrén a surgir en los datos, mientras que la hipotesis nula indicaria lo contrario,
en donde, si ese patrén observado estd presente entonces es efecto puramente de la
oportunidad de observaciones en un orden al azar (Robert & Casella, 2010; Manly,
1997).

Los analisis se efectuaron en el programa R version 3.1.1 (2014), siguiendo las
directrices de Manly (1997).
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CAPITULO 2

2. RESULTADOS

Se muestre6 10 individuos de las orquideas, Epidendrum marsupiale y
Odontoglossum pardinum, una por forofito ubicados en dos diferentes sitios a dos
niveles altitudinales: Mazan 3000 y 3400 m s.n.m. y en Llaviucu a 3100 y 3500 m

s.n.m., con un total de 80 muestras de raices.

La extraccion del DNA a partir de las raices colectadas se la realiz6 para todos los
individuos muestreados, sin embargo para los procesos de cloning y secuenciacion
molecular se utilizaron 24 muestras, es decir, tres individuos por especie en cada sitio

de muestreo.

Se obtuvo un total de 240 secuencias de micobiontes de aproximadamente 1500
pares de bases de longitud de la region completa de nrDNA I1TS1-5.8S-ITS2 y parte
de nrDNA 28S, de las cuales 57 secuencias se descartaron debido a la mala calidad

de los cromatogramas. Se analiz6 un total de 183 secuencias.

Con un porcentaje de similitud del 99% para el grupo Ascomycota se obtuvo un total
de una OTU, OTU 8 que incluye 120 secuencias (Figura 10 y 11). Para el grupo de
Basidiomycetes se identificaron un total de 7 OTUs: para la familia Tulasnellaceae
con un porcentaje de similitud del 95% se obtuvieron 3 OTUs, OTU1 con 1
secuencia, OTU2 con 3 secuencias, OTU3 con 33 secuencias; para la familia
Ceratobasidiaceae, con una similaridad del 93% en 20 secuencias se obtuvieron dos
OTUs, OTU4 con 17 secuencias, OTUS con tres secuencias; y finalmente para la
familia Sebacinaceae, con un porcentaje de similaridad del 93% en tres secuencias se
obtuvieron dos OTUs, OTUG6 con una secuencia'y OTU7 con dos secuencias (Figura
10y 11).
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Figura 10: Porcentaje del nimero de secuencias reportadas para cada grupo de micobiontes
de Epidendrum marsupiale y Odontoglossum pardinum en los dos sitios de estudio

Ceratobasidiace
ae
11%

Sebacinaceae
2%

Fuente: Autores

Figura 11: NOmero de secuencias obtenidas para cada OTU de los micobiontes de
Epidendrum marsupiale y Odontoglossum pardinum en los dos sitios de estudio

140

120

100 -

80 -

M N° Secuencias
60 -

40 -

OTu8 OTU3 OTU4 OTU2 OTUS5 OTU7 OTU1 OTU®6

Fuente: Autores

La abundancia de hongos para todos los sitios muestreados fue mayor para el grupo
de OTUs de Tulasnellaceae con un 37% del total de la muestra, seguido por los
grupos de OTUs Sebacinaceae y OTUs Ceratobasidiaceae con el 25%, finalmente un
13% la OTU de Ascomycota (Figura 12).
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Figura 12: Riqueza de los grupos de micobiontes reportados para las especies estudiadas

Ascomycota
13%

Fuente: Autores

La riqueza para Mazan es de 5 OTUs: OTU2, OTU3, OTU4, OTU5 y OTUS,
teniendo a la OTU2 perteneciente a la familia Tulasnellaceae reportada solo en este
sitio. Del total de las secuencias detectadas en la muestras de Mazan el 48%
corresponden a Ascomycota, seguido del grupo Tulasnellaceae con un 38% vy el
grupo de OTUs de Ceratobasidiaceae, el de menor riqueza reportada, con un 14%
(Figura 13 y 14).

Figura 13: Porcentaje de micobiontes reportados para los sitios de estudio

Sebacinales Ceratobasidium
0% 14%

Fuente: Autores

Al lado izquierdo OTUs del bosque de Mazan; Al lado derecho OTUs del bosque de
Llaviucu.
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La riqueza para el sitio de Llaviucu es de 7 OTUs: OTU1, OTU3, OTU4, OTUS,
OTU6, OTU7, OTUS, siendo tres OTUs exclusivas para este sitio, OTU1 de
Tulasnellaceae, OTU6 y OTU7 de la familia Sebacinaceae. Del total de las
secuencias detectadas en las muestras de Llaviucu el 63% corresponden a
Ascomycota, seguido del grupo de OTUs de Sebacinaceae con un 13%, los grupos de
OTUs de Tulasnellaceae y de Ceratobasidiaceae representaron el 12% (Figura 13 y
14).

Cuatro OTUs se comparten entre ambos sitios: OTU3 de Tulasnellaceae; OTU4,
OTUS de Ceratobasidiaceae y OTUS8 de Ascomycota (Figura 14).

Figura 14: Comparacion de la abundancia de OTUs reportadas en los dos sitios de estudio y
el nimero de OTUs que se comparten

OTUS
Mazan (5 OTUS) Llaviucu (7 OTUS)

oTu1 aTu 2 oTu3 oTuU 4 QTus oTU 6 oTu?7 oTus

W Mazan M Llaviucu
Fuente: Autores

Para la comparacion de riqueza de OTUs entre las dos especies de orquideas
muestreadas se obtuvo para E. marsupiale un total de 5 OTUs: OTU1 y OTU3
pertenecientes a Tulasnellaceae, OTU6 y OTU7 pertenecientes a Sebacinaceae y
OTU8 a Ascomycota. El grupo de OTUs de Sebacinacea OTU6 y OTU7 y OTU1
Tulasnellaceae solo se reportan para esta especie de orquidea. Del total de las
secuencias detectadas en las muestras de E. marsupiale el 72% corresponden a
Ascomycota, seguido del grupo de OTUs de Sebacinaceae y Tullasnellacea con un
14%, no se tiene presencia de las OTUs de grupo Ceratobasidiaceae para esta especie
(Figura 15y 16).
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Figura 15: Porcentaje de micobiontes reportados para las especies de orquideas

Ceratobasidium
0%

Sebacinales
0%

Fuente: Autores

Al lado izquierdo Epidendrum marsupiale; Al lado derecho Odontoglossum pardinum.

Para O. pardinum se obtuvo un total de 5 OTUs: OTU2, OTU3 pertenecientes a
Tulasnellaceae; OTU4, OTUS pertenecientes al grupo Ceratobasidiaceae y OTUS8 de
Ascomycota. OTU2 de Tullasnellacea y el grupo de OTUs de Ceratobasidiaceae se
reportaron solo en esta especie de orquidea. Del total de las secuencias detectadas en
O. pardinum el 43% corresponden a Ascomycota, seguido del grupo de OTUs de
Tullasnellacea con un 35% y del grupo Ceratobasidiaceae con el 22%, no se tiene

presencia de las OTUs de grupo Sebacinaceae para esta especie (Figura 15y 16).

Dos fueron las OTUs de micobiontes compartidas entre las dos especies de
orquideas muestreadas, OTU3 y OTU8 de Tullasnellaceae y Ascomycota
respectivamente, en la Figura 18 se muestra que la incidencia de hongos son
exclusivas OTUL, OTU6 y OTU7 para E. marsupiale y para O. pardinum OTU2,
OTU4y OTUS.
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Figura 16: Comparacion de los micobiontes reportados para las dos especies de orquideas
estudiadas en los sitios de muestreo
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Fuente: Autores

En la comparacion de OTUs de micobiontes de orquideas entre los dos niveles
altitudinales se obtuvo un total de seis OTUs para cada sitio. Siendo para los sitios
bajos las OTUs: OTUL, OTU2 y OTU3 del grupo de Tulasnellaceae, OTU4 del
grupo Ceratobasidiaceae, OTU7 del grupo Sebacinaceae y OTU8 de Ascomycota.
Del total de las secuencias detectadas en las muestras para los sitios bajos el 58%
corresponden a Ascomycota, seguido del grupo de OTUs de Tullasnellacea con un
26%, del grupo Ceratobasidiaceae con el 11% y del grupo Sebacinaceae con un 5%
(Figura 17 y 18).

Figura 17: Porcentaje del numero de micobiontes reportados para los dos niveles
altitudinales de los bosques de Mazan y Llaviucu

Sebacinales
5%

Sebacinales

5%

Fuente: Autores

Al lado izquierdo sitio bajo; Al lado derecho sitio alto.
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Y para los sitios altos se reportd las OTUs: OTU2, OTU3 del grupo de
Tulasnellaceae, OTU4, OTUS del grupo Ceratobasidiaceae, OTU6 del grupo
Sebacinaceae y OTU8 de Ascomycota. Del total de las secuencias detectadas en las
muestras para los sitios altos el 50% corresponden a Ascomycota, seguido del grupo
de OTUs de Tullasnellacea con un 28%, del grupo Ceratobasidiaceae con el 17% y
del grupo Sebacinaceae con un 5% (Figura 17 y 18).

Es importante recalcar que se reportd la OTU1 del grupo Tulasnellaceae y OTU7 del
grupo Sebacinaceae solo para los sitos bajos de Mazén y Llaviucu. Y las OTUS del
grupo Ceratobasidiaceae y OTU6 del grupo Sebacinaceae solo para los sitios altos de
Mazan y Llaviucu (Figura 18).

Figura 18: Comparaciéon de los micobiontes reportados para los sitios alto y bajo de los
bosques de Mazéan y Llaviucu

N° de OTUS por nivel altudinal
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Fuente: Autores

Para el analisis de las curvas de acumulacién de especies se consideré como unidades
muestreales a los individuos de las dos especies de orquideas estudiadas. Para la
especie Epidendrum marsupiale la curva representada muestra que es necesario un
mayor esfuerzo de muestreo (Figura 19), pues ésta no llega a la asintota, por otro
lado, en la especie Odontoglossum pardinum la pendiente de la curva, menor a 0.1,

indica que el muestreo es significativo.
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La proporcién ideal de muestras calculada indica que para E. marsupiale se deberian
obtener 211 muestras y para O. pardinum 42, y el porcentaje de especies registradas

muestra un 52% y 83% respectivamente (Tabla 1).

Figura 19: Curvas de acumulacion de las especies Epidendrum marsupiale y
Odontoglossum pardinum
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Fuente: Autores

Tabla 1: Curvas de acumulacion para las especies E. marsupiale y O. pardinum.

Especies Proporcion de Esfuerzo Asintota Pendiente
sp registradas muestreo
(95%0)
E. marsupiale 52 % 211 9.595499 0.21807311
O. pardinum 83 % 42 6.038423 0.06579243

Al comparar los sitios alto y bajo, el resultado del indice de Jaccard de 0.5 no
demuestra una similitud o diferencia significativa entre la composicién de OTUs de
cada sitio, mientras que el resultado del indice de Sorensen de 0.66 evidencia una
mayor tendencia a que la comunidad de OTUs entre altitudes sea mas similar, se

obtuvo iguales resultados al momento de comparar entre Mazan y Llaviucu.
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Entre las especies Epidendrum marsupiale y Odontoglossum pardinum se obtuvo un
resultado de 0.25 para el indice de Jaccard y 0.4 para el indice de Sorensen (Tabla 2)
lo que evidencia una marcada diferencia en la composicion de OTUs entre estas

especies de orquideas.

Tabla 2: indices de similaridad calculados a nivel de especies, alturas y sitios

Jaccard Sorensen

Sitio alto vs. Sitio bajo 0.5 0.66
E. marsupiale vs. O. pardinum 0.25 0.4
Mazén vs. Llaviucu 0.5 0.66

Para comprobar si existen o no evidencias de una cierta tendencia o patron en los
hongos micorrizicos (OTUs) a escoger una u otra especie de orquidea se efectud el
test de Montecarlo. En este analisis se tomo en cuenta la OTU 8 de Ascomycota y la
sumatoria de todas las OTUs presentes en E. marsupiale y O. pardinum, debido a
que cada OTU por si sola, a excepcion de la OTU 8, no alcanzé una incidencia

mayor al 20% que es una condicién para aplicar este analisis.

Con 10000 aleatorizaciones para la OTUS, el valor de significancia de p fue 0.7097
(Tabla 3), por lo que se acepta la hipétesis nula, en la que se considerd que los
micobiontes no tienen preferencia hacia ninguna especie de orquidea (Figura 20a).

Tabla 3: Test de Montecarlo calculado para la OTU8 y para la ) de todas las OTUs para las

especies E. marsupiale y O. pardinum

E. marsupiale vs. O. pardinum p
OoTU 8 0.7097
> OTUs 0.0269

En la sumatoria de todas las OTUs reportadas para cada especie de orquidea, se
obtuvo un valor de p de 0.0269 (Tabla 3), por lo que se acepta la hipdtesis
alternativa, en donde se plantea que existe evidencia de una tendencia a que los

hongos micorrizicos se acumulen en una u otra especie e orquidea (Figura 20b).
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Figura 20: Histograma de frecuencias representado para a) OTUS8 perteneciente al grupo
Ascomycota y b) >’ de OTUs para cada especie de orquidea muestreada.
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CAPITULO 3

3. DISCUSION

Las especies se definieron a partir de Unidades Taxondémicas Operacionales OTUs,
consideradas en muchas investigaciones al momento de definir especies a nivel

molecular, tanto en organismos procariontes como eucariontes (Linde et al., 2014;

Herrera, 2012; Garnica et al., 2012; Jones et al., 2011), de otra manera resultaria

muy complejo tener una aproximacion a la diversidad de estos organismos (Herrera
2012; Hibbett et al., 2011).

Se utilizé la regidn ITS para la delimitacion de las OTUSs, no se descarta la idea que
el uso de esta regidn podria sobreestimar o subestimar la diversidad de los hongos, ya

que ésta es muy generalizada en el reino fungi (Schoch et al., 2012). Por otro lado

varios estudios demuestran que el uso de esta region es ampliamente utilizada en
investigaciones que buscan dar una aproximacion a la diversidad de la comunidad de

hongos micorrizicos de orquideas (e.g. Herrera, 2012; Kottke et al., 2010; Suarez et

al., 2008) y si nos referimos a Tulasnella, ésta regién provee un buen soporte

filogenético para la delimitacién de las especies (Linde et al., 2014).

En cuanto a los umbrales de similitud para la determinacion de OTUs, se considero6
un umbral del 97% para Basidiomycota, tomando en cuenta, que generalmente, la

variabilidad intra-especifica de la region ITS fluctia entre 0 y 3% (Ciardo et al.

2006), la mayor parte de estudios que intentan delinear especies de micorrizas desde
datos de secuencias de ITS consideran a éste umbral como una regla de oro (Linde et
al., 2014). Sin embargo estos niveles de variacion de ITS pueden cambiar en algunas
especies de hongos, estudios sugieren que se podria encontrar valores de ITS intra-

especificos con una divergencia mayor al 3% (Nilsson et al., 2008) como es el caso

de Tulasnella (Taylor & McCormick 2008), por lo que, para este grupo se uso un

umbral del 95% (e.g. Jacquemyn et al., 2012; Herrera, 2012). Para Acomycetes se

usé un umbral del 99%, debido a que en este grupo la regién de ITS es muy

conservada (Herrera et al., 2010).
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Las OTUs obtenidas en nuestro estudio pertenecen a los grupos Ascomycetes y
Basidiomycetes, éste dltimo incluye varios grupos de hongos formadores de

asociaciones micorrizicas (Suarez et al., 2006), principalmente ligadas a la clase

Agaricomycetes, de la cual obtuvimos tres grupos que han sido reportados como
hongos micorrizicos de orquideas epifitas: Ceratobasidiaceae (Martos et al., 2012;
Graham and Dearnaley, 2012; Otero et al., 2002, 2004, 2007; Pereira et al., 2005),
Tulasnellaceae (Martos et al., 2012; Kottke et al., 2008; Suarez et al., 2006) y
Sebacinaceae (Martos et al., 2012; Suérez et al., 2008).

En este estudio se obtuvo una alta incidencia de Ascomycetes, representados con el
66% de las secuencias analizadas, lo que concuerda con estudios similares que

reportan a este grupo de hongos como muy frecuentes (e.g. Kennedy et al., 2011;

Rasmussen, 2002). Hasta el momento no existen evidencias de que este grupo de

hongos haya sido reportado como micorrizico de orquideas (Suérez et al., 2006), en
algunos casos son considerados como hongos patdgenos o necrotroficos de raices

(Kennedy et al., 2011), y en otros casos como ectomicorrizicos (Waterman et al.,

2011), el hecho de que este grupo de hongos tenga reiteradas incidencias, se podrian
ser considerados como hongos enddfitos, por lo que su rol debe ser analizado con

mas atencién (Julou et al., 2005).

Todas las secuencias analizadas del grupo Ascomycota, estan ligadas a una Unica
OTU (OTU8) perteneciente al orden Xylariales, esta alta incidencia definida en una
sola especie reportada para todos los sitios y las especies estudiadas hace pensar, que
probablemente, exista una relacion mas especifica de estos hongos con las orquideas

epifitas, ya que este grupo es frecuentemente reportado en algunos estudios (e.g.

Suérez et al., 2006), sin embargo hasta el momento no se ha probado
experimentalmente o demostrado por ultraestructura que formen micorrizas con

orquideas (Suérez et al., 2006).

Las OTUs representantes de Tulasnellaceae fueron las mas abundantes, lo que
concuerda con los reportes de algunos estudios que sefialan a esta familia como la
mas frecuente en orquideas epifitas (Jacquemyn et al., 2013; Martos et al., 2012;
Kottke et al., 2008; Suarez et al., 2006; McCormick et al., 2004), sugiriendo que

Tulasnella podria ser el principal linaje de hongos implicados en la simbiosis de

micorrizas de orquideas (Martos et al., 2012).
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Ceratobasidium también es un género de hongos micorrizicos comunmente

reportado para orquideas epifitas (Dearnaley et al., 2012; Martos et al., 2012), en

donde es probable que promuevan una relacion simbidtica especialista con éstas

(Graham & Dearnaley, 2012; Otero et al., 2004, 2007) en este estudio se observa una

tendencia a que éste grupo de hongos tenga cierta preferencia hacia la especie
Odontoglossum pardinum, aunque es necesario que esto sea corroborado con mas

estudios.

Ceratobasidium tiene una gran amplitud de nichos ecoldgicos, considerandose en
algunos casos una especie paréasita, en otros sapréfita (Dearnaley et al., 2012; Smith

& Read, 2008), e incluso es reportada en asociaciones ectomicorrizicas (Collier &

Bidartondo, 2009), lo que lo hace un grupo clave para futuros estudios que

experimenten los alcances de estos hongos en la conservacion de las orquideas
(Otero et al., 2007) asi como su potencial como biocontrolador (Mosqguera et al.,
2013).

Hasta el momento el género Ceratobasidium, refiriéndonos a ecosistemas tropicales,
solo ha sido reportado en Brasil, Puerto Rico y Colombia (Pereira et al., 2005; Otero

et al., 2007; Mosquera et al., 2010) aunque datos de microscopia electronica sugerian

su presencia en el Ecuador (Suérez et al., 2008). Este estudio aporta una evidencia

clara de la presencia de este grupo de hongos probablemente como formadores de

micorrizas en orquideas epifitas en Ecuador.

Por altimo se obtuvo al grupo de OTUs de Sebacinacea, también reportado como
micorrizico para orquideas epifitas en el Ecuador (Setaro et al., 2012, Suérez et al.,

2008), nuestros datos muestran que estos hongos presentan una baja frecuencia, lo
que concuerda con estudios realizados en orquideas y Ericaceas en nuestro pais

(Suarez et al., 2008) en donde este grupo no representa una alta diversidad en

ecosistemas montanos y subandinos (Setaro et al., 2012; Garnica et al., 2012).

Se reporta a este grupo solo para la especie Epidendrum marsupiale, aunque no se
tengan suficientes datos para sugerir que este grupo tenga una preferencia hacia esta
especie de orquidea, estudios indican que éstos hongos son los primeros simbiontes
micorrizicos en especies del orden Epidendra, e incluso se los reporta como hongos
conductores de carbon fotosintético en especies de este mismo orden (Kennedy et al.,
2011).
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Para evaluar el esfuerzo de muestreo se utilizaron curvas de acumulacion, y de
acuerdo con los resultados, las curvas no revelan una asintota. Se denota la necesidad
de un mayor esfuerzo de muestreo para lograr acercarnos a una diversidad éptima.
La diversidad total posiblemente aumente con una mayor intensidad de muestreo, sin
embargo al encontrar OTUs pertenecientes a tres principales grupos de especies
formadoras de micorrizas de orquideas (Taylor & McCormick, 2008; Dearnaley,

2007) podemos hablar de una diversidad notablemente alta (Pandey et al., 2013).

Las evidencias de los indices de Jaccard y Sorensen muestran que no hay similitud
en la composicion de hongos micorrizicos entre las dos especies en estudio,
complementandose con los resultados del test de Monte Carlo, en donde se observa
una tendencia de las OTUs a preferir una u otra especie de orquidea. Por otro lado, al
considerar los sitios Mazéan y Llaviucu, no se puede asumir con precision si existe
alguna posible variacion en la composicion de la comunidad de hongos encontrados,
pero debido a que la mayoria de especies se encuentran presentes en cada uno de los
sitios estudiados y considerando que éstos mantienen caracteristicas ecosistémicas

similares (Sierra, 1999) podemos decir que la composicién de éstos hongos en todos

los sitios sea la misma, y que esta diferencia este ligada de cierto modo a la

predileccion de las especies de orquideas involucradas en este estudio.

En el caso de las altitudes, los indices de Jaccard y Sorensen no muestran resultados
significativos para inferir si existe una diferencia en la composicion de OTUs,
ademas no se obtuvieron suficientes datos para dar una aproximacion en donde se
pueda concluir si existe un posible efecto del nivel altitudinal en la composicion de
los hongos micorrizicos. Sin embargo nuestros resultados inician los esfuerzos para
comprender las interacciones entre orquidea-micobionte en los bosques siempre

verdes montano altos del macizo del Cajas.

Se entiende que la necesidad de las orquideas para desarrollarse principalmente en la
etapa de germinacion e incluso en la etapa adulta esta ligada directamente con los

hongos micorrizicos que la colonizan (Smith & Read, 2008; Peterson et al., 2004),

siendo éstos generalistas o especificos (Otero et al., 2004, 2007; McCormick et al.,

2004; Jacquemyn et al., 2010). Esta premisa es la base para comprender la

importancia de este tipo de investigaciones, que buscan entender el rol y el nivel de

especificidad de la relacion micobionte-orquidea (Dearnaley et al., 2012), teniendo




Guzmaén Salinas, Moreno Coronado 31

en cuenta que las relaciones especificas pueden ser mas comunes de lo que hasta

ahora se conoce (Mccormick et al., 2004), teniendo importantes consecuencias en la

distribucion y conservacion de las orquideas (Stockel et al., 2014; Riofrio et al.,
2013; Martos et al., 2012; Swarts & Dixon, 2009; Cribb et al. 2003).

Refiriéndonos especificamente a las orquideas epifitas, se entiende que debido a las
mayores limitaciones ambientales que tienen éstas en comparacién con las orquideas
terrestres, como son: la poca disponibilidad de agua, nutrientes, irradiacion, etc.

(Dearnaley et al., 2012; Martos et al., 2012), la probabilidad de aumentar la

frecuencia de las interacciones con micorrizas verdaderamente mutualistas se ve

reflejada (Martos et al., 2012), manteniendo una estrecha relacion con sus

hospederos.

Las orquideas estudiadas revelan una importante interaccion con los hongos, debido
a que la mayoria de los individuos de orquideas tienen multiples asociaciones con
éstos, el 54% con més de una OTU presente. Son necesarios estudios sobre procesos

de aislamientos y ensayos de germinacion (Dearnaley, 2007), para poder determinar

la diversidad total de éstos (Jacquemyn et al., 2013).

La distribucion y composicion de este tipo de hongos cumple un papel importante
para las orquideas, si existe una alteracion en la comunidad de estos hongos, éstas
podrian verse seriamente afectadas; se sabe poco y no se ha demostrado con certeza
cuéles son los factores que impulsan la distribucion de la mayoria de los micobiontes

de orquideas (McCormick et al., 2012). Entendemos entonces que su comprension es

fundamental para la conservacion de muchas de éstas especies de plantas
(Mccormick et al., 2012; Phillips et al., 2011; Swarts et al., 2010).

Con todas éstas caracteristicas, finalmente se comprende que la relacion entre la
orquidea y el hongo es tan estrecha que en ella se encuentran inmersos una gran

cantidad de variables, siendo las principales: estrés ambiental (Martos et al., 2012);

procesos evolutivos (Rasmussen & Rasmussen, 2014); clima (McCormick et al.,

2009) v las relaciones con polinizadores (Waterman et al., 2011). Razén por la cual

se ve reflejada la necesidad de resolver estas complejas interacciones, en donde aun
son necesarios muchos estudios que nos ayuden a entender el funcionamiento de los

bosques en sus diferentes interacciones con las especies.
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CONCLUSIONES

Los datos no reflejan una influencia de la altitud en la composicién de los
hongos micorrizicos, mas bien la diferencia se encuentra ligada a la

preferencia de las especies de orquideas estudiadas hacia éstos micobiontes.

Se refleja una alta riqueza de micorrizas de orquideas en este tipo de bosques,
al reportar casi todos los grupos de éstos micobiontes: Tulasnellaceae,
Sebacinaceae y Ceratobasidiaceae.

Los resultados indican que tanto para Odontoglossum pardinum como para
Epidendrum marsupiale existen hongos especificos, Ceratobasidiaceae y

Sebacinaceae respectivamente.

Los primers universales para eucariotas 1ITS1-TW14 para la amplificacion del
DNA mediante PCR, dieron buenos resultados, detectando la mayoria de

estos micobiontes.
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Anexo 1: Secuencias con mayor similitud en la region 1TS-5.8S nrDNA de hongos

micorrizicos obtenidas de la busqueda en el GenBank.

- Cadigo Organismo Codigo de -
Cadigo relacionado (Blast) Orden acceso Similitud
(GenBank)
1102bl [Daldinia Xylariales FJ890375.1 99%
1103c1 | Daldinia childiae Xylariales EF562505.1 96%
1103c13 | Sordariomycetes sp. Xylariales JQ758777.1 94%
1100al5 |Uncultured Tulasnellaceae Cantharellales | DQ925494.1 94%
1100al7 |Uncultured Tulasnellaceae Cantharellales DQ925494.1 94%
1100a7 | Uncultured Cantharellales Cantharellales DQ368714.1 93%
1130i9  [Uncultured Cantharellales Cantharellales | HMA451595.1 100%
1197914 |Uncultured Tulasnellaceae Cantharellales | DQ925494.1 94%
1197928 |Uncultured Tulasnellaceae Cantharellales | DQ925495.1 95%
1224b1 | Uncultured Cantharellales Cantharellales DQ368712.1 93%
1224c4 | Uncultured Tulasnellaceae Cantharellales DQ925494.1 94%
1224¢3 | Uncultured Tulasnellaceae Cantharellales DQ925494.1 94%
1231d7 [ Uncultured Cantharellales Cantharellales | HMA451583.1 99%
1255 e 16 |Uncultured Cantharellales Cantharellales | HMA451583.1 99%
1255 e 25 |[Uncultured Cantharellales Cantharellales | HMA451554.1 99%
1204r6 [ Uncultured Ceratobasidiaceae Cantharellales JQ972117.1 91%
1216s21 | Ceratobasidium sp. Cantharellales | KC336073.1 98%
1216s22 | Ceratobasidium sp. Cantharellales | GQ405535.1 92%
1216s23 | Ceratobasidium sp. Cantharellales | KC336073.1 98%
1227¢5 | Uncultured Ceratobasidiaceae Cantharellales JF449643.1 91%
1227c¢8 | Ceratobasidium sp. Cantharellales | KC336073.1 97%
1216s30 | Ceratobasidium sp. Cantharellales | GQ405535.1 93%
1264012 | Ceratobasidium sp. Cantharellales | KC336073.1 98%
1264032 | Ceratobasidium sp. Cantharellales | KC336073.1 98%
1264035 | Ceratobasidium sp. Cantharellales KC336073.1 98%
1264044 | Uncultured Ceratobasidiaceae Cantharellales JF449643.1 89%
1122f15 [ Uncultured Sebacinales Sebacinales HM451821.1 92%
1122f2  [Uncultured Sebacinales Sebacinales HM451821.1 98%
1138k18 | Uncultured Sebacinales Sebacinales HM451799.1 99%






