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Resumen
El género Vanilla comprende especies de plantas hemiepifitas de alto valor econémico
debido a la produccion de vainas con un distintivo aroma generado por la vanillina. Sin embargo,
la extraccion indiscriminada y la degradacion de su hébitat natural amenazan su conservacion. En
Ecuador, la produccion de Vanilla odorata se ha implementado en diversas provincias, incluyendo
Morona Santiago; no obstante, su cultivo enfrenta limitaciones debido a la escasez de material de
propagacion. Esta investigacion evalud el potencial de hongos endéfitos como agentes simbidticos
en la germinacion in vitro de V. odorata mediante técnicas de microbiologia y biotecnologia. Se
aislaron 997 cepas flngicas, de las cuales el 10,53 % present6 contaminacién bacteriana. Del total
restante, 213 cepas exhibieron caracteristicas morfolégicas compatibles con hongos endofitos.
Adicionalmente, se identificaron otras especies fungicas, incluyendo Aspergillus niger,
Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichoderma spp. y Penicillium spp., que fueron excluidas del
estudio. Aungue no se observo germinacion en la totalidad de los ensayos, dos cepas indujeron
cambios morfoldgicos en las semillas sembradas in vitro; sin embargo, el tiempo experimental
limitado impidi6 obtener resultados concluyentes. Se recomienda que futuras investigaciones
optimicen las condiciones experimentales y amplien la caracterizacion de la diversidad de hongos
enddfitos asociados a V. odorata, con el fin de contribuir a su conservacion y propagacion
sostenible.
Palabras clave: Hongos endofitos, biodiversidad flangica, germinacién simbiotica,

orquideas, propagacion in vitro
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Abstract

The genus Vanilla encompasses hemiepiphytic plant species of high economic value due to
the production of pods with a distinctive aroma generated by vanillin. However, indiscriminate
extraction and habitat degradation threaten its conservation. In Ecuador, the production of Vanilla
odorata has been implemented in several provinces, including Morona Santiago; however, its
cultivation faces limitations due to the scarcity of propagation material. This research evaluated the
potential of endophytic fungi as symbiotic agents in the in vitro germination of V. odorata using
microbiological and biotechnological techniques. A total of 997 fungal strains were isolated, of
which 10.53% showed bacterial contamination. From the remaining strains, 213 exhibited
morphological characteristics consistent with endophytic fungi. Additionally, other fungal species
were identified, including Aspergillus niger, Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichoderma spp., and
Penicillium spp., which were excluded from the study. Although no germination was observed in all
the trials, two strains induced morphological changes in the seeds sown in vitro; however, the limited
experimental time prevented the acquisition of conclusive results. Future research is recommended
to optimize experimental conditions and expand the characterization of the diversity of endophytic
fungi associated with V. odorata, in order to contribute to its conservation and sustainable
propagation.

Keywords: Endophytic fungi, fungal biodiversity, symbiotic germination, orchids, in vitro

propagation
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l. Introduccion

A nivel mundial la familia Orchidaceae constituye aproximadamente 28,000 especies, siendo
los paises tropicales los que albergan mayor diversidad. (INABIO, 2023). Estas se encuentran
divididas ecoldgicamente en dos grupos de acuerdo a su tipo de habitad: terrestres y epifitas.

Ecuador tiene mas de 4,500 especies de orquideas, de las cuales 1,700 son endémicas
(MAATE, 2023). Ademas, el pais cuenta con cuatro de las cinco subfamilias que existen en el mundo
segun datos publicados por el Misterio de Turismo (2023). Debido a esta biodiversidad el Ecuador
es considerado un referente para la investigacion cientifica. En reconocimiento a su invaluable
patrimonio natural, fue declarado como el “Pais de las Orquideas” (Ministerio de Turismo, 2023).

Una problematica actual en la conservacion de las orquideas es su extraccion con fines
comerciales y turisticos, provocando la pérdida de grandes areas de habitat; sumando a esto, su
compleja germinacion natural. Motivo por el cual, los estudios recientes se han enfocado en el
desarrollo de protocolos de germinacién para conservar estas especies (Pomavilla, 2018).

Dentro de la familia de las orquideas, el género Vanilla destaca por su importancia
economica. Esta es una planta hemiepifita, lo que significa que necesita de un tutor o soporte para
crecer. Su aroma caracteristico proveniente de la molécula de Vanillina, presente en sus vainas, la
concentracion de esta sustancia mide la calidad del cultivo.

Actualmente, la vanilla es considerada por muchos como el “oro verde”, debido a su alto
valor en el mercado y su amplia aplicacion en diversas industrias. Es la segunda especia méas valiosa
en el mundo, después del azafran, gracias a su particular aroma y sabor, es utilizada por varias
industrias; entre ellas la perfumeria, cosmetologia, gastronomia, reposteria, licoreria, panificacion e

incluso la confiteria (FAO, 2018). La gran demanda mundial de vanilla ha elevado su precio en el
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mercado, alcanzando aproximadamente 500 dolares por kilogramo de vainilla beneficiada
(Ballesteros & Pazmifio, 2021).

El cultivo de Vanilla en el Ecuador, se ha venido implementando desde hace varios afios,
tanto a nivel privado como en asociaciones: En 2019, la empresa Vainuz de Santo Domingo de los
Tsachilas exportd 300 kg de Vainilla tahitiensis a varios paises del continente y la Unién Europea
(Programa Bioeconomia, 2021).

En la Region Amazodnica, los cultivos se han implementado en la provincia de Napo, con el
apoyo de la Asociacion Kallari (Fundacion Pachamama & GIZ, 2021). Asimismo, en la provincia de
Pastaza, la produccién se lleva a cabo en los cantones de Mera, Santa Clara y Pastaza con la
colaboracién de la Fundacion Pachamama, es preciso sefialar que en la provincia de Morona Santiago
se ha implementado en los Gltimos afios su cultivo a cargo de pequefios productores, que han recibido
capacitaciones por parte de la Fundacién Pachamama y la Asociacién Kallari (Fundacion
Pachamama & GlZ, 2021).

La produccién de Vanilla tiene un impacto significativo en los ambitos social, cultural,
econdémico y ambiental. Cuando se cultiva bajo sistemas agroforestales, contribuye a la conservacion
de flora y fauna natural dentro del ecosistema. La necesidad de producir agroecologicamente en la
actualidad es relevante, ya que mercados como el de la Unidn Europea, consumen productos libres

de deforestacion y cultivados sin agroquimicos.
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Il. Planteamiento del problema

La produccion con mayor proyeccion futura es el cultivo de Vanilla, sin embargo, al ser un
cultivo relativamente nuevo en la region, presenta diversas limitaciones.

La provincia de Morona Santiago, se caracteriza por su mega-diversidad, con una gran
variedad de flora y fauna silvestre, siendo una de las provincias mas grandes de la Region
Amazonica, con una extension de aproximadamente de 25,690 Km? (INEC, 2022). Actualmente,
existen varias fuentes de produccidn, pero son muy pocas, debido a que sus suelos son inceptisoles,
ya que las constantes precipitaciones dificultan la acumulacion de materia orgénica, es por ello, que
es crucial desarrollar fuentes de produccion econdmicamente rentables, que no afecten los
ecosistemas que cada vez son méas degradados y que aporten a la comunidad mediante la generacion
de empleo. Sumando a esto, la escasez de material de propagacion para el cultivo, se ha convertido
en un limitante, ya que para obtener plantulas se debe sacrificar plantas en produccion o extraer
ejemplares silvestres, siendo necesaria la implementacién de nuevas técnicas de propagacion
vegetativa.

Entre las técnicas biotecnoldgicas disponibles se encuentra la germinacion simbidtica in vitro,
una técnica que permite la propagacion de plantas en un entorno controlado y estéril. Esta técnica ya
ha sido empleada en Vanilla planifolia mediante el uso de hongos simbidticos, lo que ha demostrado
ser una herramienta valiosa para mejorar la produccién y la calidad de la Vainilla. Aunque las plantas
epifitas son faciles de germinar de manera asimbiotica, las pérdidas que presenta este método son
altas, ya que muchas plantulas no se establecen durante la etapa de aclimatacion. Actualmente, los
productores no utilizan la geminacion simbidtica, debido a la falta de conocimiento y acceso a la
tecnologia. No obstante, su implementacion puede ser clave para la produccion comercial y su

conservacion.
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Es preciso sefialar que esta especie podria estar en peligro de extincion, no solo por su dificil
germinacion sexual, sino por la destruccién de su hébitat natural y su extraccién indiscriminada.

Actualmente, existen pocos protocolos validados y estandarizados para micropropagar otras
especies de Vanilla, y una limitada disponibilidad de informacidn sobre los mismos. Esto se debe a
que la mayoria de los estudios se han enfocado en especies comerciales como: Vanilla planifolia 'y
Vanilla tahitensis. Sin embargo, es importante desarrollar protocolos para micropropagar otras
especies de vainilla, ya que esto podria ampliar las opciones para la produccion y el comercio de
vainilla, y promover la conservacion de la biodiversidad. Es necesario profundizar en la interaccion
entre las especies de la familia Orchidaceae y los hongos endomicomicorrizicos, ya que son
indispensables para la germinacion y absorcion de nutrientes, lo que resulta en plantas méas sanas,
vigorosas y de calidad; por lo tanto, es fundamental identificar la correlacion entre el hongo-planta
y mejorar los métodos de conservacion de la diversidad bioldgica de la vainilla en la provincia. La
implementacién de nuevas técnicas, como la germinacion simbidtica podria ser clave para aumentar

la produccion de plantulas y garantizar la implementacion de cultivos sostenibles.
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I1l.  Justificacion

La familia Orchidaceae se encuentran muy ligadas a las micorrizas para su germinacion,
dicha simbiosis entre la raiz de las orquideas y los hongos formadores de micorrizas intervendrian
en la distribucion y diversificacion de las plantas, siendo una relacién de beneficio mutuo, ya que los
hongos benefician la absorcién de agua, nutrientes, y otorgan resistencia al estrés hidrico y salino,
proteccion en contra de patdgenos, entre otros beneficios (Otero, Ackerman, & Bayman, 2012).

Las micorrizas agrupan diversos hongos que cumplen funciones esenciales, como la fijacion
de nutrientes, y agua, son bioestimulantes del crecimiento vegetal y controladores de patégenos
mediante competencia, es decir las micorrizas y las vainillas no pueden estar separadas sin afectar
su desarrollo (Otero, Ackerman, & Bayman, 2012).

En la actualidad, la Vanilla es un cultivo de gran importancia; ademas de ser la segunda
especie exportada en el mundo. La tendencia del mercado internacional de la demanda de vaina de
Vanilla organica es amplia por su excelente aroma, por lo que el uso de agroquimicos no es
compatible con los estandares del mercado, es por ello que se prevé la necesidad de desarrollar
sustratos agroecoldgicos que mejoren la calidad de la produccién. En este contexto, se busca
fortalecer la sostenibilidad del cultivo y su produccion asegurando la rentabilidad econdmica y su
impacto positivo en el desarrollo de las comunidades. (Ballesteros & Pazmifio, 2021).

Como parte de este enfoque, se plantean varias actividades como: la captura, aislamiento,
desinfeccion de hongos micorrizicos de la raiz de Vainilla sp., con el fin de identificar hongos
micorrizicos con potencial germinador de semillas y posteriormente sirvan como la base para futuras
investigaciones en el campus, permitiendo el uso de herramientas biotecnoldgicas que permitan

establecer estrategias para la propagacion y conservacion de este cultivo.
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IV. Objetivos

1. Objetivo general.

Aislar hongos micorrizicos de las raices del género Vanilla (Orchidaceae) como potenciales

germinadores simbidticos mediante técnicas de cultivo in vitro.

2. Objetivos especificos.

1. Obtener cepas de hongos micorrizicos aislados de las raices del género Vanilla,;
2. Establecer medios simbioticos mediante la aplicacion de técnicas de cultivo in
Vitro;

3. Evaluar el potencial germinativo de los hongos micorrizicos inoculados en el

cultivo simbidtico mediante el registro de porcentaje de germinacion.

V.  Hipotesis

Uno o dos hongos micorrizicos aislados y purificados de la raiz del género Vanilla tendran
potencial germinador de la semilla en cultivo in vitro.

VI. Marco teérico

1. Vanilla

Segun Dressler (1981), la planta de Vanilla pertenece a la familia Orchidaceae. Guevara &
Martel (2018), describen a esta planta como perenne, trepadora llega a los 5m de altura (Fundacion
Pachamama & GIZ, 2021). Las plantas de la familia Orchidaceae se caracterizan principalmente por

su asociacion con los hongos micorrizicos (Alomia , 2014).
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La Vanilla es una especia y la Unica orquidea que se cultiva sin fines ornamentales, se
encuentra distribuida en zonas tropicales alrededor del mundo (Ballesteros & Pazmifio, 2021). De
las vainas beneficiadas se obtiene la Vanillina, es una especia exquisita en aromas lo que la hace muy
apetecida por varias industrias entre ellas la cosmetoldgica, alimenticia, medicinal, entre otras
(Ballesteros & Pazmifio, 2021).

Sanchez (2015) destaca que la produccidon de este cultivo requiere de muchos cuidados v al
ser tan laborioso, causa en relacion de su peso, a ser uno de los productos méas caros a nivel mundial
después del azafran (Ballesteros & Pazmifio, 2021).

1.1.  Tipos de Vanillas comercializables

Las dos especies comercializadas mayormente son la Vanilla planifolia en un 90% de
volumen a nivel mundial y Vanilla tahitensis (Fundacion Pachamama & GIZ, 2021). Macas (2019),
afirma que la Vanilla tahitensis se la conoce como especie pero es un hibrido, resultado del
cruzamiento entre V. planifolia y V. odorata.

La Vanilla odorata, se encuentra a lo largo del continente tropical americano. En el Ecuador
esta planta se localiza en la Regiébn Amazonica. La especie Vanilla odorata esta en peligro de
extincidn, segun el registro en la lista roja de la IUCN (Romero, 2022). Es preciso resaltar que en la
provincia de Morona Santiago se distribuye en varios ecosistemas naturales, en los ultimos afios,
pequefios productores han implementado sistemas de cultivo intensivo y agroforestal (Fundacién
Pachamama & Gl1Z, 2021).

El programa de Bioeconomia implementado en la provincia de Morona Santiago permitio
identificar dos especies de vainilla en su habitad natural a lo largo de la cuenca del rio Upano; Vanilla.
odorata y Vanilla. Pompona. Ademas, se registré la presencia de estas especies en la parroquia

Chupianza, ubicada en el canton Santiago de Méndez (Programa Bioeconomia, 2021).



19

2. Mercado

La vainilla es un producto muy apetecido comercialmente, varios paises a nivel mundial
optan por utilizar la vainilla dentro de su linea de produccién, algunas industrias prefieren utilizar la
Vanillina artificial por razones de costo, pero otras prefieren 100% natural (Ballesteros & Pazmifio,
2021). Sin embargo, alrededor del 10% de los productos procesados utilizan Vanillina natural
(Ballesteros & Pazmifio, 2021).

La promocion de la exportacion de vainilla a través de una cadena de suministros eficiente,
estrategias innovadoras y la divulgacion de informacion a productores sobre el mercado
internacional, permite potenciar el desarrollo de este sector. De esta manera los productores pueden
aprovechar el conocimiento sobre el mercado potencial de vainilla a nivel internacional y aprovechar
al maximo sus oportunidades de crecimiento (Ballesteros & Pazmifio, 2021). La demanda de vainilla
a Nivel mundial sigue en aumento, pero la oferta es limitada, ya que no existen canales de
comercializacion adecuados. La dindmica del mercado juega un papel importante debido a las nuevas
tendencias de consumo y oportunidades de nichos de mercado (Ballesteros & Pazmifio, 2021).

En Ecuador, existen muy pocas empresas que se dedican a la produccion del cultivo de vaina
de vainilla y por tal razdn, la cantidad producida es pequefia en comparacion con la oferta de otros
paises (Trade Map, s.f.) De acuerdo con Espinoza (2020), la vaina tiene un alto costo debido al
proceso del cultivo. Por lo anteriormente mencionado el costo de un kilogramo de la vaina puede
costar entre $180 y $400. En nuestro pais el valor recaudado al afio es aproximadamente de $54,000
(Ballesteros & Pazmifio, 2021). Las dos empresas que actualmente se encuentran en el negocio de la
produccion de vainilla en el Ecuador son Kallari que se encuentra en la amazonia en la Provincia del

Napo y Vainuz Vainillas del Ecuador en Santo Domingo. En 2021, la vainilla se comercializ6 con
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un total de $973 millones, cuyo principal exportador fue Madagascar con $619 millones (Ballesteros
& Pazmifio, 2021).

Anteriormente las ganancias de Vainilla en el Ecuador no superaban los $2 millones, mientras
que en el 2022 las exportaciones aumentaron y sus ingresos alcanzaron los $40,1 millones. Los
principales compradores de vainilla ecuatoriana en el 2021 fueron Estados Unidos, Lituana, Canada,
Republica Checa y Panama. El Observatorio de Complejidad Econdmica- OEC, cataloga al Ecuador
en el puesto nimero 94 de exportadores de vainilla a nivel mundial, esto quiere decir que representa
el 4% en este mercado (Ballesteros & Pazmifio, 2021).

A nivel mundial la Vanilla planifolia domina el mercado con un 90% de la comercializacion.
Sin embargo, la Vainilla odorata, estd comenzando a ganar reconocimiento, de acuerdo con la
experiencia de los productores locales y sus prometedoras caracteristicas organolépticas. Para
promover y promocionar su posicionamiento en el mercado, se busca un valor agregado a través por
su denominacion de origen, su cultivo agroecologico libre de deforestacidon y su produccion a cargo
de pequefios productores entre ellos los pueblos y nacionalidades, buscando fomentar la equidad de
género; todas estas caracteristicas pueden representar una ventaja competitiva para su consolidacion
en el mercado internacional. (Ballesteros & Pazmifio, 2021).

2.1.  Principales importadores de Vanilla

Segun Ballesteros & Pazmifio (2021), la vainilla es un producto altamente comercializado y
demandado a nivel mundial. Aunque algunas industrias optan por utilizar esencia de vainilla artificial
debido a costos, otras prefieren la vaina de vainilla totalmente natural.

Es notable que solo el 10% de los productos procesados con vainilla contienen esencia
natural, mientras que el 90% restante utiliza versiones sintéticas. Ademas, en los Gltimos afios, la

demanda de este producto ha aumentado significativamente. En este sentido Estados Unidos lidero
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la importacion de vainilla en el 2017 con $527,210 , en 2018 con $617,524 y en 2019 con $521,455,
consolidandose como el principal importador durante estos afios (Ballesteros & Pazmifio, 2021).
2.2.  Paises productores de Vainilla

Es importante destacar que, entre las vainillas comercializadas a nivel mundial, la Vanilla
planifolia es la mas predominante, cubriendo aproximadamente el 90% del volumen total. Esta
especie es originaria de México, Otra variedad notable es la Vanilla tahitensis, cuyo pais de origen
es Tahiti (Fundacion Pachamama & Gl1Z, 2021).

Al realizar un andlisis comparativo entre los tres principales paises productores vainilla a
nivel mundial, Madagascar se destaca, en el 2016, su produccion fue de 2,823 toneladas, seguido de
3,111 toneladas en 2017 y 3,102 toneladas en 2018.

Investigaciones realizadas en la produccion de Vainilla en el cantén Morona de la Provincia
de Morona Santiago indican un potencial significativo con una aceptaciéon del 85,6% con una
demanda actual proyectada de 7509 unidades (5cc c/u) de esencia de vainilla a una tasa de
crecimiento del 7,43% anual (Rodriguez, et., al 2024).

3. Descripcion botanica

Raiz: Tiene dos tipos de raiz, subterraneas conocidas como trazadoras, se desarrollan en un
radio de 8 cm. estas absorben macro y micro nutrientes del suelo (Macas, 2019). Mientras que las
raices adventicias son carnosas Yy alargadas, que le ayudan a sujetarse de los forofitos, poseen un
tejido especial que les sirve para la absorcién y retencion de agua (Macas, 2019)

Tallo: Es flexible, con un diametro de 0,5 cm a 1,0 cm, de forma cilindrica de color verde

brillante (Fundacién Pachamama & GlZ, 2021)
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Hojas: Son largas de 12 cm, su ancho es de 2 cm aproximadamente (Fundacién Pachamama
& GlZ, 2021). Las hojas de esta planta son acuminadas y estrechamente lanceoladas dependiendo
del lugar donde se encuentren sus hojas pueden llegar a ser mas cortas y anchas (Romero, 2022).

Inflorescencia: Son vistosas, sus sépalos y pétalos son de tonalidad verde amarillento, la
garganta no presenta tonos de color amarillo, su pétalo inferior o labelo es de color blanco medio
amarillo, los bordes son lacerados y fimbriados (Romero, 2022).

Fruto: Romero G (2022), menciona que son en forma de capsula y sincarpicos. Estas vainas
subcilindricas, de coloracién verde oscuro, presentan un diametro de 1 cm, su longitud es de 23 cm
y 1,4 cm de grosor aproximadamente, puede pesar alrededor de 13,50 gramos al ser cosechada
(Fundacion Pachamama & GI1Z, 2021).

Semillas: Las semillas de Vainilla no poseen endospermo, estas se encuentran dentro de la
vaina, son redondas y pequefias, su tamafio es de 0,24 a 0,33 mm, cada vaina tiene alrededor de
100,000 semillas, la fertilidad de estas depende si hubo o no polinizacion (Macas, 2019).

4. Taxonomia

Segun la ITIS 43714 (2009) la Taxonomia de la Vanilla planifolia es la siguiente:
Reino: Plantae,

Subreino: Traceobionta

Division: Magnoliophyta,

Clase: Liliopsida

Subclase: Lillidae,

Orden Orchidales

Familia: Orchidaceae

Subfamilia; Vanilloideae
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Tribu: Vanilleae

Subtribu: Vanillinae

Género: Vanilla

Especie: Planifolia. B. D. Jackson (Cornejo, 2010).

Nombre Comun: Vainilla

Del mismo modo, la taxonomia de la especie de Vanilla odorata es la misma, esta es conocida
como Vanilla silvestre, ya que su variedad no ha sido identificada (Fundacion Pachamama & GIZ,
2021).

5. Habitat de la Vanilla odorata

La especie Vanilla odorata requiere un clima tropical calido humedo para su 6ptimo
desarrollo. Las temperaturas ideales para su crecimiento oscilan entre 16°C y 33°C, y se desarrolla
en una amplia gama de altitudes, desde el nivel del mar hasta los 2065 msnm (Romero, 2022).

6. Propagacion tradicional de Vainilla

La germinacion natural de semillas de Vanilla es extremadamente baja, lo que obliga a
recurrir a técnicas de reproduccion asexual para asegurar la disponibilidad de plantas. La propagacion
por esquejes es uno de los métodos mas utilizados, pero presenta desafios significativos, como la
laboriosidad del proceso y el riesgo de enfermedades o debilitamiento de la planta madre. Como
consecuencia, la escases de material de propagacion no logra satisfacer la creciente demanda de
plantas de vainilla, lo que representa un desafio importante para la industria (Romero, 2022).

7. Hongos enddfitos en Orquideas.

Los hongos endofiticos desempefian un papel crucial en el ciclo vital de las orquideas,

contribuyendo a su crecimiento, desarrollo y salud general. Estos hongos habitan en diversos tejidos
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de las plantas, incluidas las raices, y pueden influir en procesos como la germinacién de las semillas
y la tolerancia al estrés. Estudios recientes han puesto de relieve la diversidad de hongos endofitos
asociados a distintas especies de orquideas, revelando sus beneficios potenciales y su importancia
ecoldgica.

En las orquideas, los hongos endofiticos, especificamente los micorrizico ayudan a la
germinacion de las semillas, mejorando la absorcion de nutrientes y el crecimiento (Rahayu et al.,
2024).

La investigacion ha identificado varios hongos endofitos, como especies de Penicillium y
Fusarium, en diferentes especies de orquideas, incluidas VVanda y Phalaenopsis (Rahayu et al., 2024)
(Michael et al., 2023).

Los hongos enddfitos pueden proteger a las orquideas de patdgenos y herbivoros, aunque
algunos pueden actuar ellos mismos como patégenos latentes (Hernandez-Ramirez et al., 2023). El
entorno ecolégico y la composicidn genética de la planta huésped influyen significativamente en la
distribucion y estructura de la comunidad de estos hongos.

Aungue los beneficios de los hongos endofitos estn bien documentados, es esencial tener en
cuenta los riesgos potenciales que plantean, ya que algunos pueden no aportar ninguna ventaja e
incluso podrian dafiar a la planta huésped. Es necesario seguir investigando para comprender
plenamente estas complejas interacciones y sus implicaciones para la conservacion y el cultivo de
orquideas.

8. Micorrizas

La micorriza es una simbiosis mutualista entre el micelio de un hongo vy las raices de una

planta, esencial para el desarrollo y establecimiento exitoso de ambos organismos en los ecosistemas
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(Alomia , 2014). Con una historia evolutiva de aproximadamente 469 millones de afios (Van der
Heijden et al., 1998), se estima que alrededor del 80% de las plantas forman uniones micorrizicas.
7.1. Las micorrizas y su relacion con las orquideas

Romero et al (2022), sustenta que las plantas de la familia Orchidaceae son mixétrofas; este
suceso se visualiza en la germinacion de la semilla y en su fase vegetativa, siendo necesaria la
interaccion entre la familia Orchidaceae y micorrizas, ya que hace posible la germinacion de las
semillas y absorcién de nutrientes (Jacquemyn et al., 2017).

7.2. Clasificacion de micorrizas

Segln varios autores, existen diversos tipos de micorrizas en funcién de las estructuras,
tradicionalmente se diferencia entre dos grandes grupos, las ectomicorrizas y las endomicorrizas,
entre las que predominan las micorrizas arbusculares. Esta distincion se realiza basicamente en
funcion de que las hifas de los hongos se desarrollen o no en el interior de las células corticales de la
raiz. Alomia (2014), menciona que las micorrizas son clasificadas dependiendo si alrededor de la
raiz de planta se forma o no una capa de hifas. Por consiguiente, la micorriza Monotropoide, las
ectomicorrizas y la micorriza Arbustoide forman dicha franja flngica, mientras que las micorrizas
Arbuscular, Ericoide y Orquideoide, no establecen ese manto, pero a su vez desarrollan unas
estructuras fangicas entre o adentro de las células del cortex de la raiz intracelular (Alomia , 2014).

o Micorriza Orquideoide

Alomia (2014), plantea que la micorriza Orquideoide es un ejemplar especifico y exclusivo

de la familia Orchidaceae, el cual forma conjuntos de hifas llamadas “pelotones” en el tejido cortical.
7.3 Beneficio de las micorrizas en vainilla

Las micorrizas ofrecen un sin nimero de beneficios, entre ello, mejora la absorcién de macro

y micronutrientes (N, P, Ky Ca) del suelo, por medio de hifas externas y transportadores, ubicados

en los filamentos cilindricos extra radicales (Hoyos C & Rodriguez C, 2013).
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Hoyos & Rodriguez (2013), menciona que las hifas son capaces de explorar zonas del suelo
de dificil acceso por los rizomas, incrementando la capacidad de absorber agua y a su vez aumentar
la resistencia al estrés hidrico.

Segun Aguilar & Gonzales (2011), afirman que las micorrizas benefician a las vainillas al
incrementar su resistencia ante posibles hongos patdgenos existentes en el suelo gracias a su efecto
antagonista. Por lo anteriormente sefialado Aguilar & Gonzéles (2011), sostienen la teoria de que
cuando una raiz es micorrizada es dificilmente infectada por un hongo patégeno.

9. Colecta de material vegetativo

Hoyos & Rodriguez (2013), describen que para la colecta, se efectta una exploracién visual
del lugar designado para la toma de muestras de las raices. Es preciso disponer de vainillas sin
contaminacion por parte de patdgenos, o desnutricién (Romero et al., 2022).

10. Cultivo in vitro

El cultivo in vitro consiste en sembrar plantulas, tejidos, células u érganos de origen vegetal
en un laboratorio bajo condiciones de asepsia, minimizando el tiempo y la contaminacion,
consiguiendo resultados mas eficientes de diferentes especies de flora, siendo una gran alternativa
para la conservacion (Romero, 2022).

10.1. Cultivo in vitro de Vainilla

En la actualidad existen algunas investigaciones que han aportado varios protocolos para la
micropropagacion de Vainilla planifolia in vitro, los mismos que han dado resultados favorables.
Flores et al (2017), resalta su estudio donde obtuvieron en 60 dias el 90% de germinacion de semillas
inmaduras obtenidas de 9 capsulas de 10 cm de largo, de las cuales no hubo diferencias entre brotes

en los dos métodos: medio semisélido y en medio liquido usando biorreactores de inmersién. Por
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otra parte, Ordofiez et al., (2016) establecieron un protocolo obteniendo germinacion desde los 45 a
75 dias demostrando que no existié especificidad entre los tratamientos, pero el tratamiento con
mayores brotes fue el de avena agar + Rhizoctonia.

10.2. Germinacion simbidtica y no simbiotica de semillas

La germinacién de semillas de la familia Orchidaceae se realiza mediante la técnica del
cultivo in vitro, utilizando recipientes de plastico o vidrio, con medios de cultivo especificos para su
germinacion y desarrollo (Molina, 2012).

o Germinacion simbiotica

El medio de cultivo in vitro utilizado en esta técnica es Avena Agar, con Extracto de
Levadura. En este proceso, se toma un fragmento de hongo micorrizico previamente aislado y se
siembra con las semillas, esta técnica se utiliza para propagar orquideas terrestres (Molina, 2012). El
hongo se desarrolla y coloniza las semillas estableciendo una relacion simbidtica con el fin de nutrir
los protocormos, hasta que generen hojas y sean autotroficos (Molina, 2012).

Las plantas micorrizadas son mas resistentes a condiciones adversas del medio en relacion a
las plantas sembradas de manera asexual. Sin embargo, el inconveniente es encontrar al hongo
especifico para que la simbiosis pueda ocurrir y evitar el parasitismo y muerte de las semillas
(Molina, 2012).

o Germinacion asimbidtica

Molina (Molina, 2012) destaca que esta técnica se emplea en la propagacion de orquideas
tropicales las cuales crecen facilmente a diferencia de las orquideas de zonas templadas. Este tipo de
germinacion necesita de compuestos organicos e inorganicos que cumplan la funcion del hongo

micorrizico.
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Previo al desarrollo de la investigacion se gestiond los permisos respectivos emitidos por la

autoridad competente, Ministerio de Ambiente Agua y Transicion Ecologica (MAATE).

1.1. Equipos y Materiales

Tabla 1

Materiales y equipos empleados durante el estudio

EQUIPQOS MATERIAL MATERIAL DE REACTIVOS
CAMPO

Céamara de flujo laminar Guantes Alcohol al 70% PDA
Autoclave Cajas Petri Agua destilada Avena agar
Estereomicréscopio Bisturis Bisturi Phytamax
Incubadora Pinzas GPS Estreptomicina
Microondas Mecheros Cooler Medio fim
Erien Meyer Tubos falcom 5ml Fundas ziploc Azul de metileno
Balanza Asas microbiolégicas Toallas de papel Azul de lacto fenol

Probeta

Puntas

Fichas de informacién

Tetrazolium

Fuente: Autor.
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1.2. Meétodos

o Fase de Campo
Figura 1

Mapa con los sectores de colecta
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Nota. La figura 1 representa los lugares de donde se tomd las muestras de raiz.

Colecta del material vegetativo

Protocolo 1: Colecta Raices aéreas

Se colectaron hasta 3 muestras de raices aéreas por planta, con una longitud de 5cm, cuyas
terminaciones presentan una coloracion verde agua o verde limon, muestreando un total de 37
plantas. Se realizd el corte con un bisturi previamente desinfectado con alcohol al 70% antes y
después de cada corte, a continuacion, se envolvieron en una servilleta humedecida con agua
destilada, para evitar la deshidratacién de la raiz. Estas se colocaron en fundas ziploc y se

etiquetaron correctamente, colocando: nombre del lugar, fecha y coordenadas geogréaficas.
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protocolo adaptado a (Salazar, 2017). Posteriormente se trasladaron en un cooler al laboratorio de
Bioeconomia y Agricultura de Precision y se mantuvieron en refrigeracion (4°C) hasta su
procesamiento.

Figura 2

Colecta de raiz aérea y etiquetado de planta

A) B)
Nota. El gréfico representa: A) colecta de raices. B) etiquetado de las plantas de las cuales se tom¢ las muestras

de raiz.

Protocolo 2: Colecta raiz terrestre

La raiz terrestre se encuentra en el sustrato, donde se desarrolla y crece permitiendo que la
planta de vainilla se desarrolle y prospere. Se recolectaron raices terrestres de plantas de Vanilla
odorata, Vanilla pompona, Vanilla planifolia, spp, las mismas que se encuentran ubicadas en fincas
del Valle del Upano, de la provincia de Morona Santiago, las coletas de raiz se realizan durante varias
salidas de campo en un periodo de un afio.

El corte de raiz terrestre se realiz6 empleando un bisturi esterilizado, posteriormente estas se
envuelven en una servilleta y se colocan dentro de una funda ziploc debidamente etiquetada y se

trasladan al Laboratorio de Bioeconomia y Agricultura de Precision la Universidad Catdlica de
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Cuenca sede Macas, las muestras eran transportadas dentro de un cooler con bolsas de gel
refrigerante para mantener la cadena de frio. adaptado de Alomia (2014).
. Fase de laboratorio
Desinfeccion de raices

Protocolo 3: Desinfeccion raices areas

La desinfeccion de las raices aéreas se realiz6 mediante un lavando con agua corriente, para
retirar las impurezas, seguido de la adicion de Tween 20 para asegurar una correcta distribucion del
agente tensioactivo. Posteriormente se realizaron tres enjuagues.

La desinfeccién se llevé a cabo con una solucién compuesta por 5ml de etanol al 96% y 5mi
de hipoclorito de sodio al 5%, aforada a 100 ml con agua destilada, y se dejé actuar durante 1 minuto.
Finalmente, se filtr6 y enjuagd tres veces con agua destilada estéril dentro de la cabina de
bioseguridad para eliminar residuos del desinfectante. (Salazar, 2017).

Figura 3

Desinfeccién de raiz aérea

A) B)

Nota. El grafico representa: A) Colocar Tween 20 para lavar las raices. B) Enjuague de las raices.
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Protocolo 4: Desinfeccidn raices terrestres

Las raices terrestres de vainilla se lavaron utilizando un cepillo de dientes, con agua corriente
y tween 20, inmediatamente se cortaron en segmentos de 5¢cm y se procedié a desinfectar con etanol
al 70% por 30 segundos, después se colocd cloro al 1% por 3 minutos y se enjuagaron con agua

destilada estéril por tres veces dentro de la cabina de flujo laminar.

Figura 4

Desinfeccién de raiz terrestre

A) B)
Nota. Este grafico representa A) Cepillar la raiz con un cepillo cuidadosamente. B) Lavar las raices agitando

con agua y tween 20.

Aislamiento de hongos enddfitos de raiz de vainilla

Protocolo 5: Aislamiento de hongos endéfitos

Una vez desinfectadas las raices, se colocaron en una caja Petri de vidrio y se realizé cortes
en pequefios trozos o segmentos de raiz, con la finalidad de liberar los hongos micorrizicos, después
se adiciond el medio Fungical Isolated Media (FIM) (Anexo 1) enriquecido con Estreptomicina para
evitar la proliferacion de bacterias. Culminada la siembra se procedié a sellar la caja con para film y

se incubd a 30°C en oscuridad por 24 horas (Salazar, 2017).
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Figura 5

Aislamiento de Hongos de raiz de vainilla

A) B)
Nota. El grafico representa, A) Corte de la raiz. B) Sellado de cajas Petri.
De la caja Petri sembrada inicialmente, la muestra se separ6 y subcultivd los hongos,
colocandolo inmediatamente un pedazo de medio con presencia de micelio a una caja Petri con agar
PDA enriquecido con estreptomicina. Se selld y se incubo a 25°C, revisando el crecimiento diario y

registrando las novedades.

Figura 6

Aislamiento de hongos en PDA

Nota. El grafico representa los hongos aislados de raices de vainilla en el medio de cultivo PDA.

Desinfeccion de vainas
La germinacion Simbiotica se realizo utilizando semillas de vainas de vainilla que habian

alcanzado la madurez fisioldgica.
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Protocolo 6: Desinfeccion vainas de color verde

La desinfeccion de semillas se realizé usando cloro al 2% por 10 segundos ejerciendo presion
con una jeringa plastica, las semillas se enjuagaron 3 veces usando agua destilada esteril (Salazar,
2017).

Figura 7

Desinfeccién de semilla inmadura

A) B)
Nota. El siguiente grafico A) y B) representa la desinfeccion de la semilla inmadura.
Para este ensayo se utilizd dos protocolos de escarificacidn de la semilla, con cloro y flameacion.
Figura 8

Desinfeccién de vainas inmaduras

Nota. El grafico representa las vainas de vainilla sumergidas en agua destilada estéril y tween 20.
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Protocolo 7: Desinfeccion de semillas de vainas verdes y escarificacion con Cloro

La desinfeccion se realizd colocando las semillas extraidas, dentro de un vaso de
precipitacion y colocando en cloro al 4% durante 80 minutos, posteriormente se sumergieron en

etanol al 70% durante 5 minutos, seguido de tres lavados con agua destilada estéril.

Figura 9

Desinfeccion de semillas con hipoclorito

Nota. El grafico representa la desinfeccion de semillas de vainilla sumergidas en hipoclorito.

Protocolo 8: Flameacion de vaina verde

Se colocd las vainas de Vainilla dentro de un vaso de precipitacion de 2000ml con agua
destilada estéril con unas pocas gotas de Tween 20 y durante 10 minutos (ver, figura 8) y 3 lavados
con agua destilada estéril. Dentro de la cabina de flujo laminar se sumergid la vaina en alcohol al

96% e inmediatamente se flameo, se repitid este proceso 3 veces.
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Figura 10

Flameacion de vaina verde

A) B)

Nota. Figura A y B flameacidn de vainas verdes.

Protocolo 9: desinfeccién de semillas de color café

El protocolo de desinfeccion de semilla en este ensayo fue el de escarificacion con cloro,
siendo la Unica diferencia, el utilizar semillas de vainas que presentan coloracion café, en lugar de
las vainas de color verde; las semillas se colocaron dentro de un vaso de precipitacion y se adiciono
cloro al 4% por 80 minutos, posteriormente se sumergieron en etanol al 70% durante 5 minutos y

finalmente se realizé 3 enjuagues con agua destilada estéril dentro de la cabina de bioseguridad.
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Figura 11

Desinfeccion de vainas cafés

A) B)
Nota. El gréfico representa: A) Corte longitudinal de la vaina madura. B) Colocacidn de las semillas de la vaina

madura en un recipiente para realzar la desinfeccion

Protocolo 10: Escarificacion con Lija

Se lavaron las vainas de vainilla con agua destilada estéril y tween 20, se enjuagaron y se
colocaron en cloro al 3% por 15 minutos, dentro de la camara de bioseguridad se realizd un corte
transversal de la vaina para extraer las semillas, estas se depositaron sobre un pedazo de papel lija de
agua numero 360, se adicionaron unas gotas de agua destilada estéril y se procedié a friccionar
suavemente con delicadeza por 1 minuto hasta retirar la testa. Culminado este proceso, las semillas
se colocan dentro de un tubo falcom de 50ml con agua destilada estéril, se continta con tres lavados
con alcohol al 95% y se centrifugo a 400 rpm durante 5 minutos, descartando el sobrenadante de
semillas, se lavé con cloro al 3 % mas una gota de tween 20, se agité empleando un vortex durante
5 minutos, finalmente se enjuagan las semillas con agua estéril. Para la siembra después del proceso

de desinfeccion se agrega a las semillas agua destilada estéril.
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Figura 12

Escarificacion con lija

A) B)

Nota. El grafico representa: A) Desinfeccion de semillas en el Bortex para eliminar el mucilago. B) Semillas

desinfectadas y escarificadas.

Protocolo 11: Viabilidad de Semillas de Vainilla

Para garantizar la viabilidad de las semillas después de realizar el protocolo de desinfeccion
y la escarificacion se coloco una porcidn de las semillas en tubos de Eppendorf de 1,5 mL, se afiadié
sal de tetrazolium al 1%, hasta conseguir un volumen de 1mL. Utilizando papel aluminio se cubrieron
los tubos por 48 horas, culminado este periodo se procedio a revisar con la ayuda de un microscopio
las semillas. Los embriones viables de vainilla se colorearon de rosa intenso y los que no eran viables

no se tifieron.
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Figura 13

Tincion de semillas con tetrazolium

A) B)

Nota. El grafico representa: A) y B) Tincion de semillas de vainilla con tetrazolium.
Siembra simbidtica de vainilla

Protocolo 12: Siembra de semillas de vainas verdes

Se sembraron las semillas desinfectadas en cajas Petri que contenian medios de cultivo
diferentes; Phytamax suplementado con sacarosa 30 gl-1 y Avena Agar sin adicion de sacarosa,
usando un asa de laboratorio como medida de siembra para cada caja dentro de una cabina de flujo
laminar para garantizar la asepsia.

A las cajas que contenian el medio de cultivo Avena Agar se inoculé 1cm, cuadrado de agar
PDA que contenia crecimiento fungico previamente aislado de las raices, se cubrieron con papel
aluminio y se incubaron a 32°C. Estas se revisan cada dos dia va controlar el crecimiento y si

presentan contaminacion.
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Figura 14

Siembra de semillas de vainas verdes

A) B)

Nota. El gréafico representa: A) Siembra de un pedazo de hongo con semillas de vaina verde, por

flameacion. B) Siembra de un pedazo de hongo con semillas de vaina, por escarificacion.

Protocolo 13: Siembra de semillas de vaina madura

Una vez que las semillas de vainilla fueron desinfectadas con cloro al 4% y etanol al 96%, se
enjuagaron con agua destilada dentro de la cAmara de bioseguridad y se procedié a la siembra con la
ayuda de una micropipeta colocando 100 microlitros por 3 ocasiones. Se agreg6 un pedazo de medio
de cultivo PDA con crecimiento fungico, en medio Phytamax y Avena Agar, se envolvieron con
papel aluminio y se incubaron a 30°C durante 90 dias.

Para esta parte del estudio, se uso la técnica de siembra con pipeteo.

Se seleccionaron 72 hongos que se fueron inoculando a las cajas Petri que contenian las
semillas previamente en los medios de cultivo Avena agar y Phytamax para los testigos, se

envolvieron con papel aluminio y se incubaron 32°C por 90 dias en la estufa.
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Figura 15

Siembra de semillas maduras

A) B)

Nota. El gréfico representa: A) Siembra de un pedazo de hongo con semillas maduras. B) Siembras de envueltas

en papel aliminio y puestas en incubacion a 32°.
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VIII. Resultados

A continuacién, se presenta los resultados de la investigacion de acuerdo a los objetivos
planteados.

El proceso de desinfeccion tanto de las raices areas como terrestres permitié que durante esta
investigacion se cuente con un total de 213 cepas de hongos que presentaron caracteristicas
morfoldgicas de hongos micorrizicos y 679 que no presentaron las caracteristicas. Teniendo un total
de 997 hongos aislados y un porcentaje de contaminacién de 10,53% de hongos contaminados, ver
figura 16.

1. Desarrollo de protocolos de desinfeccion de raices

La investigacion sugiere que mantener los niveles de contaminacion del 10% es deseable para
una micropropagacion eficaz, ya que tasas mas altas pueden conducir a perdidas sustanciales y una
viabilidad reducida de las plantas (Jiménez Gonzales, A et., 2017).

2. Aislamiento de hongos endéfitos.

2.1. ENSAYO #01

En este ensayo, se aislaron un total de 95 cepas de hongos, algunas presentaron
contaminacion, pero las que mostraron caracteristicas similares a los hongos endofitos con potencial
micorrizicos sembraron con la semilla.

De los 95 hongos aislados 59 muestras fueron descartadas debido a presencia de bacterias y
el crecimiento del micelio no tenian semejanza a los hongos micorrizicos.

En este ensayo, se aislaron un total de 95 cepas, 31 hongos aislados presentaron
contaminacion, pero las que mostraron caracteristicas similares a los hongos endomicorrizicos se

sembraron con la semilla.
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De los 95 hongos aislados 59 muestras fueron descartadas debido presencia de bacterias y el
crecimiento del micelio no se parecian a los hongos endomicorrizicos.
Las 36 muestras de hongos presentaron las caracteristicas de crecimiento como hongos
endomicorrizicos,
Para este ensayo se utilizé el protocolo 1 de colecta para raiz aérea adaptado.
2.2. Ensayo # 02
Las muestras de raices colectadas de tres lugares, de estas. Se aislaron un total 145 muestras
de hongos, 62 de ellas fueron descartadas debido a que estas presentaban bacterias y las
caracteristicas del crecimiento del micelio y estructuras no correspondia a los hongos a investigar.
41 muestras de hongos presentaron las caracteristicas de crecimiento radial tal y como la literatura
caracteriza a los hongos micorrizicos.
2.3. Ensayo #03
En este ensayo se utilizé el protocolo 1 de colecta de raiz aérea y el protocolo 2 de colecta
para raices terrestres.
En este ensayo se colectaron raices de 6 fincas, 1 parque Botanico y 1 Asociacion Tsapau.

El protocolo de desinfeccion de raiz aérea para este ensayo fue el protocolo 3y el protocolo

Se aislaron alrededor de 500 hongos de los cuales se descartaron 426, de estos 8 aislamientos
se contaminaron con bacterias y los 420 se descartaron por no presentar las caracteristicas de hongos
endofitos, solo 72 cepas presentaron caracteristicas de hongos endomicorrizicos.

2.4. Ensayo#04

Para este ultimo ensayo las raices colectadas fueron tomadas de acuerdo al protocolo de

colecta para raiz aérea ,adaptado de Salazar (2017) y el protocolo de colecta para raiz terrestre

adaptado de Alomia (2014).
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Para este ensayo se determiné realizar la colecta de raices de vainilla, en dos fincas. Se
escogieron un total de 257 cepas de hongos por su crecimiento radial. Ademas de presentar hifas
tabicadas que fueron observadas a través del microscopio usando la tincion azul de lacto fenol y azul
de metileno que sirvié para seleccionar 64 cepas flngicas por presentar caracteristicas de hongos
enddfitos micorrizicos.

Figura 16

Aislamientos de hongos enddfitos de raiz de vainilla

AISLAMIENTOS DE HONGOS DE RAIZ DE VAINILLA

1200
1000
800
600
400 500
420
200 B 25
36417264 2842 3162 8 4
, B F ey JETERE R
Hongos Hongos sin Hongos
posiblemente  caracteristicas contaminados Total
micorrizicos ~ micorrizicas ~ con bacterias
mENSAYO 1 36 28 31 95
mENSAYO?2 41 42 62 145
ENSAYO 3 72 420 8 500
ENSAYO 4 64 189 4 257
m TOTAL DE CEPAS AISLADAS 213 679 105 997

BEENSAYO 1 mENSAYO 2 mENSAYO 3 “"ENSAYO 4 mTOTAL DE CEPAS AISLADAS

Nota. El gréfico representa los aislamientos de hongos durante cada ensayo. El total de cepas puras con
caracteristicas de hongos micorrizicos, los hongos sin caracteristicas micorrizicas, el total de hongos contaminados con

bacterias y el total de hongos realizados durante todos los ensayos.

Se realizaron varios aislamientos de hongos utilizando varias colectas de raices de orquideas.

Aunque se aislaron varios hongos, no se obtuvo el hongo especifico que germine las semillas de



45

vainilla odorata. Se utilizaron diferentes raices de Vanilla, incluyendo: V. planifolia, V. odorata, V.

pompona.

Tabla 2

Cepas con caracteristicas de hongos endofitos utilizados para la siembra con la semilla.

CcODIGO CEPAS PURAS DESCRIPCION ESPECIE  CRECIMIENTO
MACROSCOPICA DE EN DiAS
VAINILLA

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen elevado
Apariencia algodonoso

Vanilla

1AH4 Planifolia 2 dias

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular, Vanilla
Margen elevado planifolia 2 dias
Apariencia algodonoso

1CH5

Color blanco,
Crecimiento radial, Vanilla
Forma circular, odorata 2 dias
Margen plano
Apariencia aterciopelado

SHC1

Color blanco,

Crecimiento radial, Vanilla
Forma circular, odorata 5 dias
Margen plano

Apariencia afelpado

WM1.5H2




46

M1.10H4

SLM4H4.1

M1.1H1

M6.1HD

SLM4,2H4

TAAM1.1H1

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen plano
Apariencia aterciopelado

Color blanco gris,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen un poco elevado
Apariencia afelpado

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen plano
Apariencia aterciopelado

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen elevado
Apariencia afelpado

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen plano
Apariencia afelpada

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen plano
Apariencia afelpada

Vanilla
pompona

Vanilla
odorata

Vanilla
odorata

Vanilla
odorata

Vanilla
odorata

Vanilla
pompona

4 dias

4 dias

7 dias

5 dias

8 dias

4 dias
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M3H4

M1.3H2(A)

SLTARTM1

YPRTM1H2

TAAM2

M1.1H8

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen elevado
Apariencia afelpada

Color negro,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen elevado
Apariencia afelpada

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen elevado
Apariencia afelpada

Color negro,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen plano

Apariencia aterciopelada

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen elevado
Apariencia afelpada

Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular,
Margen plano

Apariencia aterciopelada

Vanilla
pompona

Vanilla
odorata

Vanilla
odorata

Vanilla
odorata

Vanilla
pompona

Vanilla
planifolia

8 dias

8 dias

7 dias

8 dias

5 dias

5 dias
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Color blanco,
Crecimiento radial, Vanilla
RTM4H1 Forma irregular, odorata 3 dias
Margen elevado,
Apariencia afelpada
Color blanco,
Crecimiento radial,
Forma circular, Vanilla
YPM1.6H2 Margen elevado, odorata 5 dias
Apariencia aterciopelada
Color blanco,
Crecimiento radial, Vanilla
F6P4H8 Forma circular, odorata 3 dias

Margen elevado,
Apariencia aterciopelada

Fuente: Autor.

Nota: El gréfico representa un ejemplo de cepas de hongos con su respectiva identificacion,
sus caracteristicas macroscopicas y el numero de dias.

3. Germinacion simbidtica

Después de las pruebas morfoldgicas y escogiendo los hongos que presentaban caracteristicas
de los géneros de hongos endofitos asociados a las raices de orquideas, se realizaron pruebas de
germinacion simbidtica con 213 hongos.

En el caso del proceso de desinfeccion de las vainas tanto en estado maduro, como inmaduro,
permitié contar con semillas para la fase de germinacion simbiotica. El porcentaje de germinacion

fue de 0% y basicamente se presentd contaminacion bacteriana.
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Figura 17

Semillas sembradas en medios de cultivo

Nota. El gréfico representa una muestra de siembras de hongos aislados con las semillas de vainilla a los 15

dias.

3.1.  Siembra de semilla de vainas inmaduras

En los Ensayos 1 y 2 se sembraron las cepas de hongos usando vainas inmaduras. En el
ensayo (E1) Se recalca que, a los 3 dias de haber inoculado el hongo con las semillas, el hongo cubrid
todas las semillas sin posibilidad de poder observar la germinacion simbiotica (GS).

La segunda siembra se realiz6 con los nuevos hongos aislados del Ensayo # 02, para esta
prueba de germinacion se utilizé dos protocolos de desinfeccion de semillas, el de escarificacidn con
cloro y el de flameacion. De las 41 muestras sembradas en avena agar, transcurrido un mes, los
hongos cubrieron en su totalidad a las semillas y solo una siembra presentaba caracteristicas positivas

M5CHS5 (F), pero a la semana el hongo cubri6 abrasivamente a la muestra.
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Figura 18

Hongo M5CHS5 (F)

Nota: La figura representa, la siembra del hongo con la semilla M5CH5(F), cuya codificacidn significa Muestra

5C hongo 5 por flameacion.
3.2.  Siembras de semillas de vainas maduras
Después de no tener resultados positivos en las dos primeras siembras y al haber revisado
mas investigaciones se decidio realizar nuevas colectas. Las siembras se revisaban cada 15 dias y no
presentaban contaminacion.
De los 72 hongos sembrados con la semilla 6 hongos presentaron crecimiento abrasivo, otros
no cubrian a la semilla, y otros no presentaron crecimiento.
Entre los resultados esperados posiblemente positivos con referencia al potencial como hongos
micorrizicos, se obtuvo que la cepa con cddigo TAAM M2 H1, a los 75 dias de la siembra
presentaron cambio de coloracion en la semilla y crecimiento (ver figura 21), sin embargo, por el

tiempo no se pudo definir y continuar con el proceso de crecimiento.
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Figura 19

Siembra TAAM M2 H1

Nota. El gréafico representa, siembra TAAMM2H1, cambio de coloracidon en la semilla.

Para esta ultima siembra se utiliz6. El protocolo de desinfeccion de semilla por escarificacion
con lija, una porcién de semillas de vainilla escarificada se la tinsiond con tetrazolium para constatar
que la semilla sea viable; en 48 horas las semillas colocadas en tetrazolium se tornaron de una
coloracidn rosada lo que indicaba que aparentemente eran factibles (Ver Figura 13).

A los 62 dias de la siembra una caja presento el crecimiento de protocormos, y se colocaron
a cada uno en una caja Petri con un pedazo de hongo lo que ocasiond que el hongo se active y cubra
en su totalidad a las semillas.

Finalmente se puede decir que de las muestras de hongos aisladas y sembrados con la semilla

solo dos presentaron presencia de protocormos de coloracion verde agua.
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Figura 20

Siembra de hongo con semilla de vainilla

A) B)
Nota. El grafico representa: A) y B) La presencia de posibles protocormos en la siembra.

La micoteca cuenta con una coleccion de 108 cepas de hongos para la Conservacién de la Biodiversidad Ruth
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IX. Discusién

Es importante destacar que la tasa de contaminacion de los aislamientos en nuestro estudio
fue de 10,53% lo que sugiere que la técnica de aislamiento utilizado fue efectiva en minimizar la
contaminacion. Esto esta en linea con los resultados obtenidos por Salazar (2017) quien utilizo la
técnica de desinfeccion de raices; en su Estudio comparativo de la riqueza de hongos endéfitos
asociados a la diversidad de orquideas epifitas en los bosques de Mazan y la zona de influencia del
Parque Nacional el Cajas.

Pese a que en este estudio no se obtuvo germinacion de semillas de Vanilla odorata utilizando
hongos endoéfitos de la raiz de Vanilla, existen estudios previos que han reportado resultados
positivos en este sentido.

Por ejemplo Alomia (2014) encontré que cepas de hongos endofitos de raices de Vanilla
fueron capaces de germinar semillas de Vainilla calyculata y Vanilla rivasii, esta Gltima presento
indices mayores de germinacién. De manera similar Stewart & Zettler (2002), utilizaron cepas del
género Ceratorhiza, aisladas de las orquideas H. quinquiseta, el resultado de esta germinacion fue
superior al 60% en semillas de orquideas Habenaria repens asi como en Habenaria macroceratitis.
Estos resultados sugieren que la capacidad de los hongos endéfitos para germinar semillas de la
familia Orchidaceae puede variar dependiendo de la cepa y las condiciones experimentales. Sin
embargo, en este estudio no se encontraron resultados significativos en ese sentido.

Aunque se esperaba que la relacion entre el hongo micorrizico y la semilla de Vanilla odorata
promoviera la germinacién, nuestros resultados mostraron que no hubo germinacién en ninguna de
las condiciones evaluadas, esto podria deberse a que no se obtuvo la presencia de un hongo adecuado
que promueva la germinacion de semillas de orquideas con un hongo especifico, como lo sefiala

Otero et al., (2012) que la especificidad del hongo puede variar entre las especies, Masuhara &
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Katsuya, (1994), dicen que bajo condiciones in vitro esto puede variar, ya que los hongos que
normalmente en el ambiente no se relacionen con la semilla, en condiciones de laboratorio estos
pueden promover la germinacion (Rasmussen, 2002). Esto contrasta con los resultados de Alomia
(2014), quien reporto una tasa de germinacion de semillas de V. calyculata y V. rivasii pero no se
logr6 germinar las semillas de Vanilla odorata, asi mismo sefialo que la Vanilla odorata tiene un
indice de 49% de germinacion lo que dificulta la misma, esto se puede deber a que las semillas de
Vanilla odorata tienen una cubierta muy dura a diferencia de las demas Vanillas y orquideas.

A pesar que solo dos cajas presentaron indicios de formacién de protocormos, no se pudo
observar germinacion debido al tiempo limitado en la investigacién. Es importante destacar que la
germinacion de semillas de vainilla es un proceso lento y requiere de varios factores para que se
consiga la germinacion como lo es la humedad, temperatura, luz, asi como lo explica Ziv, Schwartz,
& Fleminger, (1987) en su investigacion en la cual explica las implicaciones de esto y lo complicado
de este estudio.

Si bien es cierto al trabajar con organismos vivos el tiempo es un factor determinante para el
éxito en una investigacion, ya que depende de varias cosas como se mencion6 desde el principio, el
hongo adecuado para que se establezca la simbiosis, la viabilidad de las semillas, ademéas de los
nutrientes adecuados del medio de cultivo, son consideraciones que se deben tomar en cuenta y que
interfieren en el éxito del estudio.

De acuerdo con (Alomia , 2014), las semillas de V. odorata presentan una testa demasiado
dura, lo que hace un poco dificil la penetracién del hongo impidiendo la simbiosis entre el hongo-
semilla, a diferencia de la V planifolia y las orquideas terrestres como se muestra en el estudio de
(Navarro, Martinez , Salmeron, Pedraza , & Chavez, 2025).

Finalmente se puede decir que se aislaron 997 hongos, de los cuales se escogieron 213 para

ser inoculados con la semilla, por presentar hifas tabicadas, crecimiento radial y coloracién del
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micelio, caracteristicas que presentan los hongos del género Tulasnella y su a Ceratobasidium
(Alomia , 2014), pero al final solo 2 hongos mostraron actividad (TAANM2H1 y RUV5H2R). Sin
embargo, los cambios morfoldgicos que se presentaron en las semillas, no fueron suficiente evidencia
para asegurar que la hipétesis fue positiva, por el contrario, esto nos deja aun mas inquietudes y
motivacion para continuar trabajando en este estudio, con el fin de comprender c6mo germina o
que es lo que requiere este tipo de semillas. Siendo una de las principales metas lograr su germinacion
y obtener plantas nuevas y mas fuertes filogénicamente.

Otro punto que analizar segin Otero., et al. (2012) en su estudio las caracteristicas
morfoldgicas de los hongos micorrizicos, el destaca que los hongos especializados en la germinacion
muchas veces solo estan en plantas in situ y llega a la conclusién de que los hongos germinadores a
veces pierden o no llegan a estar presentes en vainillas que han sido trasplantadas, esto podria ser
una de las limitantes en nuestro estudio ya que por motivos de permisos ambientales y la escasees de
plantas autdctonas de vainilla que antes encontrabamos en la cuenca del rio Upano no se pudo contar
con estas muestras de raices y méas bien por eso se optd por utilizar plantas de vainilla que fueron
trasplantadas en las fincas donde se llevo la colecta de raiz.

En general varios autores sefialan que la presencia de hongos micorrizicos puede ser
beneficiosa para la germinacion y crecimiento de semillas de la familia Orchidaceae. Sin embargo,
se necesitan mas estudios para determinar la cepa especifica de hongos y las condiciones 6ptimas
para obtener mejores resultados.

1. Factores que podrian haber influido en la falta de germinacion.

Incompatibilidad entre el hongo y la semilla, es posible que los hongos aislados en nuestro

estudio no sean compatibles con las semillas de vainilla, debido a que se necesita un hongo especifico

que sea compatible con la semilla para que exista la germinacion, como lo explica (Ordofiez et al.,
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2016). En nuestro estudio se esperaba que la semilla una vez que se encuentra con el hongo vaya
cambiando su morfologia y cumpla con las etapas de germinacion normal.

Es fundamental evaluar la viabilidad de las semillas, antes de iniciar el proceso de
germinacion, ya que esto garantiza un resultado exitoso y optimiza las posibilidades de obtener
plantas saludables y vigorosas, al verificar la viabilidad, se asegura que se estan utilizando semillas
de alta calidad, lo que evita pérdidas de tiempo, recursos y aumenta la eficiencia del proceso. En
nuestro estudio pudo haber influenciado mucho la calidad de la semilla, a pesar que se realizd la
tincion con tetrazolium para aseverar su viabilidad como lo realiza Alomia (2014), en su
investigacion. En este se explica el proceso de escarificacion con lija y posteriormente se aplica el
tetrazolium para detectar la actividad metabdlica de las células vivas de las semillas mediante la
reaccion quimica que tifie de rojo o rosado las &reas viables. Pero en las semillas de vainillas se puede
decir que esta técnica es poco efectiva debido a que son semillas esclerdticas con una testa muy
gruesa y de color negro es por esto que se las escarifica con una lija nimero 360 para retirar la testa
de la semilla.

A pesar de obtener resultados favorables con respecto al proceso de germinacién, el estudio
proporciona informacion valiosa sobre diversidad de hongos presentes en la raiz de vainilla y las
condiciones de siembra que se utilizaron. esto puede ser Gtil para futuras investigaciones en este
campo.

2. Futuras investigaciones

Seréa beneficioso que estudios futuros se enfoquen en evaluar la compatibilidad de los hongos
aislados y la semilla de vainilla.

Optimizar las condiciones de siembra para la semilla. Evaluar la calidad de semilla y su

capacidad para germinar.
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Investigar la competencia entre los hongos asilados y otros microorganismos presentes en el

medio de siembra.
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X.  Conclusiones

En conclusién, esta investigacion ha demostrado que los dos protocolos de desinfeccion
utilizados para el aislamiento hongos endofitos de raiz aérea y terrestre fueron positivos, lograndose
aislar un total de 997 hongos, y se sembrd 213 hongos con crecimiento radial entre ellos los de
coloracidn, blanca, beige, gris y negro de los cuales solo 2 siembras (TAANM2H1 y RUV5H2R)
presentaron cambios morfolégicos en la semilla que podria deberse a la posible presencia de
protocormos, por lo que se sugiere realizar mas pruebas de germinacién con los hongos aislados y
nuevas semillas.

Dentro de los aislamientos realizados, por su morfologia pudimos identificar cepas que
correspondian a los hongos: Fusarium rosado, Fusarium negro, Fusarium blanco, Trichoderma spp,
Aspergillum, Aspergillus niger Penicillum, y algunas levaduras.

En la micoteca Ruth Moore del CIITT, se han preservado 108 cepas de hongos.
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