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RESUMEN

Las semillas de orquideas son polvosas y carentes de endospermo, por tal razon tienen
pocas reversas energéticas para su germinacion y establecimiento en medio natural. Con
el fin de caracterizar morfolégicamente y las secuencias ITS de aislamientos de hongos
asociados a raices de orquideas en la region del Sumapaz, y Construir un arbol filogenético
entre los aislamientos obtenidos de los hongos asociados a las raices de orquideas.

Se georeferenciaron y colectaron raices de orquideas sin identificar de diferentes hébitos
biolégicos. Colectadas en la Reserva Natural San Rafael y Parque Natural Quinini. Se
caracteriz6 macroscopicamente y microscOpicamente las muestras, los microorganismos
aislados se identificaron hasta género. Por medio de cultivos monomiceliales se obtuvieron
cepas genéticamente puras. Estos cultivos fueron procesados molecularmente y a partir de
la extraccibn de ADN, y finalmente se secuenciaron las muestras. Por medio de
cromatogramas se establecidé la secuencia consenso y se construyeron arboles
filogenéticos a través de un alineamiento de secuencias multiple.

Morfol6gicamente se identificO Rhizoctonia sp bajo caracteristicas microscépicas como la
formacion de «T», constriccion en la bifurcacion hifal. Por lo tanto se puede decir que con
base en las caracteristicas macroscopicas y microscépicas se tiene la presencia del genero
Rhizoctonia, aunque molecularmente las muestras presentan diferentes hongos como son:
Neofosicocum Parvum, Alternaria Alternata, Pleurotus sp, Bipolaris.

Se concluy6 que las orquideas que se encuentran en la Reserva Natural del Quinini y el
Parque Natural San Rafael generalmente presentan microorganismos fungicos asociados
a las raices de las orquideas. Se aislaron hongos con caracteristicas morfoldgicas
macroscoépicas y microscopias, correspondientes al género Rhizoctonia. Al comparar las
secuencias obtenidas con la base de datos del GenBank se encontr6 Neofosicocum
Parvum, Alternaria alternata, Pleurotus sp. y Bipolaris sp. El arbol filogenético del
alineamiento de las secuencias mostro que las muestras de Alternaria alternata son muy
cercanas genéticamente y que las dos muestras de Bipolaris sp son muy cercanas
genéticamente lo cual indico que si representan el mismo género. A pesar de que estas
secuencias tienen un menor porcentaje de identidad con Rhizoctonia que es el hongo
formador de micorriza orquidoide mas reportado, segun las caracteristicas microscépicas
gue presentaron si correspondia a este género.
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1. INTRODUCCION

Colombia es un pais biodiverso, en cultura, fauna y flora. Dentro de estos factores es
importante destacar la gran diversidad de orquideas nativas que encontramos. (Alrededor
de 9000 especies entre los bosques humedos de Ecuador y Colombia), sin embargo, cabe
aclarar que a pesar de este aspecto, se han reportado aproximadamente 3000 especies en
peligro de extincion. (Orejuela, 2010). Este peligro de extincion se presenta por un mal uso
del humano sobre la biodiversidad, por esto podemos agradecer a otros organismos que
ayudan a mantener un equilibrio como son los hongos.

Los hongos son organismos muy comunes en la naturaleza, puesto que viven
practicamente en todos los medios (Guzman et.al., 1993). Tienen gran importancia en el
mantenimiento de los bosques, porque ademas de ser degradadores de materia organica,
son capaces de formar asociaciones con humerosos arboles (Santiago, 1992). Como lo son
los hongos formadores de micorrizas que le ayudan a la planta a tomar nutrientes en esta
asociacion.

Los hongos que forman micorrizas con orquideas, generalmente son saprofitos
independientes o parasitos destructores de otros cultivos, representados principalmente por
el género Rhizoctonia (Smith, 1963, citado por Oria, 1996; Rasmussen, 1992), lo que
evidencia la estrecha especificidad que se establece en esta relacion de planta - hongo.

Las micorrizas, son un fenémeno simbidtico general que se produce al asociarse uno o
varios hongos con las raices de las plantas en la cual hay un intercambio de nutrientes y
minerales (Cameron, 2006). Los hongos pertenecientes al fila Basidiomycota, con los
ordenes Tulasnellales, Sebacinales, Ceratobasidiales y Atractielalles han sido reportados
como los hongos micorrizicos mas comunes de las orquideas (Suérez et al. 2006, Kottke
et al. 2010).

Por lo tanto se puede observar la importancia de un desarrollo de investigacion de este
tipo de hongos formadores de micorriza para la conservacion de las orquideas, que se
encuentran en peligro de extincion en muchos lugares de Colombia como lo es la region
del Sumapaz donde se realiz6 el proyecto. El Sumapaz cuenta con importantes zonas de
conservacion las dos mas representativas son el Parque Natural del Quinini y la Reserva
Natural San Rafael.

1. 1 DEFINICION DEL PROBLEMA

Las orquideas son indicadores de una alta diversidad biolégica ya que la fauna y flora
asociada a estos habitas tropicales es altamente representativa y diversa (Duque, 2013).
Todas las orquideas necesitan de hongos formadores de micorriza para la germinacion y
establecimiento de sus semillas en el medio natural (Smith y Read, 1997). Por lo tanto la
identificacion de estos hongos formadores de micorriza en plantas orquidodes es de vital
importancia para la conservacion de orquideas y para mejorar las estrategias de
germinacion de las mismas (Dixon et al. 2003; Otero et al. 2002; Zetter et al. 1997). Es
significativamente importante caracterizar e identificar las relaciones hongo - planta para
mejorar los procesos de conservacion de la diversidad biol6gica de diferentes especies de
orquideas en Colombia.
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En investigaciones la germinacion artificial de semillas de orquideas terrestres de zonas
templadas es extremadamente dificil y requiere formulaciones de nutrientes muy
especificas en medios asépticos de germinacion (Arditti, 1992). Por tanto muchos
cultivadores e investigadores utilizan hongos simbidticos para la propagacion. Esto
contrasta con el cultivo de muchas orquideas epifitas tropicales, que en general son
relativamente faciles de germinar en condiciones asimbibticas, cabe destacar que es una
técnica efectiva en orquideas epifitas pero las pérdidas son enormes por el proceso de
aclimatacion y no se logra el establecimiento de las plantas. En consecuencia, los
cultivadores de orquideas tropicales no utilizan la germinacién simbidtica para su
propagacion. Por estas razones se conocen mucho mejor las interacciones simbi6ticas de
germinacion de las orquideas terrestres de zonas templadas que las de orquideas epifitas
tropicales. Sin embargo, las técnicas de germinacién simbidtica de semillas epifitas
tropicales podrian mejorar el éxito de cultivo de estas orquideas tanto para fines
comerciales como de conservacién. Por esta razén la finalidad de este proyecto de
investigacion identificar morfolégicamente y molecularmente hongos asociados a orquideas
en la region del Sumapaz.

Sin lugar a dudas una de las grandes probleméticas de la extincién de las orquideas es lo
anteriormente nombrado que son procesos de germinacion para poder conservarlas, pero
realmente la mayor amenaza de las orquideas de Colombia y de los bosques de niebla es
la destruccion de sus habitats. Se estima que s6lo cerca del 18% al 25% del bosque andino
original se conserva en la actualidad en el pais (Etter, 1998), hasta un 56,6% del territorio
nacional ha sido intervenido sustancialmente y que frente a estos niveles de intervencion el
sistema de conservacion es deficiente.

1.2 JUSTIFICACION

Colombia es uno de los paises mas biodiversos y en cuanto a orquideas posee el 15% (mas
de 3500 spp.) del total de las especies del mundo (Sengas, 2001; Ortiz et al.,1994;
Dresseler, 1993; Arditti, 1992). Se reportan aproximadamente 3000 especies en peligro de
extincion. Orejuela, JE (2010). A partir del alto nUmero de especies de orquideas en peligro
de extincion y por el desconocimiento de las relaciones simbitticas entre hongos y
orquideas ya sean de cardcter micorrizicos, por tanto este trabajo va dirigido a la
identificacion de los hongos asociados a la raices de orquideas nativas para la Region del
Sumapaz.

Los estudios en micorrizas reflejan una potencial ayuda para la gran familia de orquidaceas
y Su conservacion. Esta simbiosis hongo-planta permite brindar a la orquidea los nutrientes
principales para germinar y desarrollarse; claramente los estudios en estos hongos nos
pueden revelar datos de gran interés para promover, mejorar su desarrollo y conservacion
en un medio natural (Torres Bladimir, 2012), estas evaluaciones de hongos micorrizicos de
orquideas han sido restringidos a datos moleculares obtenidos desde raices de orquideas
asi como de cultivos (Ma. et al. 2003; Moore 1987; Pereira et al. 2003, 2005; Warcup 1980).
ITS-5.8S y 28S son las regiones de nrDNA més usadas en andlisis filogenéticos, por
considerarse regiones que aportan suficiente informacién para distinguir especies como se
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muestra en publicaciones de Suarez et al. (2006), Shefferson et al. (2007), Taylor et al.
(2008), Kottke et al. (2010).

Anteriormente los andlisis filogenéticos se limitaban a los estudios descriptivos y
especulativos de las relaciones evolucionarias, en la actualidad los avances en esta
metodologia nos permiten comprender y explotar las dependencias estadisticas entre las
secuencias que comparten un ancestro comun en amplias areas de investigacion (Whelan
et al. 2001). Los nuevos estudios nos brindan informacion util para establecer nuevas
estrategias de conservacion de orquideas en su medio natural (Dixon et al, 2003). Por lo
tanto resulta Gtil para la investigacion la ampliacion de la caracterizacion molecular de los
hongos asociados a las raices de las orquideas en la region del Sumpaz.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfolégicamente y las secuencias ITS de aislamientos de hongos asociados
a raices de orquideas en la regién del Sumapaz.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar diferentes muestras de hongos asociados a raices de diferentes tipos de
orquideas en la region del Sumapaz.

2. Obtener cultivos monomiceliales de los aislamientos realizados y caracterizar dichos
cultivos monomiceliales hasta género.

3. Extraery amplificar la secuencia del DNA de los cultivos monomiceliales con primers

0 cebadores universales para hongos.

Secuenciar los fragmentos de DNA amplificados.

Comparar las secuencias obtenidas con las secuencias del GenBank.

Construir un arbol filogenético entre los aislamientos obtenidos de los hongos

asociados a las raices de orquideas.

ook
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1 ORQUIDEAS

La palabra orquidea proviene del griego orchis que significa testiculo, de aqui surge dada
la semejanza entre sus pseudobulbos y las partes del animal; aunque la descripcion de
Teofrasto se limita a las especies indigenas europeas (MAGA, 1986).

La orquidea es una flor de elevado atractivo comercial que resume belleza, encanto y
caprichosas formas y colores; pudiendo convertirse en un importante rengléon comercial.
Las semillas de orquideas tienen un embrién simple carente de endospermo, lo que la hace
de dificil germinacién y sobrevivencia, si no se encuentra un hongo formador de micorriza
compatible el cual se encarga de suministrarle los carbohidratos y nutrimentos esenciales,
aln hasta después de haber formado sus primeras hojas verdes (Richardson et al., 1992).

3.1.1 Bioecologia y clasificacion taxonémica de las orquideas

Las orquideas se encuentran practicamente en todos los continentes donde exista
vegetacion, se clasifica Reino: plantae, Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida Orden: Orchidales Familia: Orchidaceae (tablal); su distribucién esta
especialmente concentrada en las regiones tropicales del planeta. Los factores que han
sido asociados a la diversidad de orquideas son varios, la diversidad de héabitat, la geologia,
la variabilidad climatica y el grado de aislamiento (Pupulin, 2005). En Colombia las
orquideas se encuentran practicamente en todos los ecosistemas naturales y en muchos
de ellos hay un gran nimero de especies (Orejuela et al., 2010).

Se encuentran en la mayor parte del mundo, si bien son especialmente abundantes en
los trépicos. No obstante, su capacidad de adaptacion les ha permitido conquistar un sin
namero de nichos ecoldgicos, desde los mas secos y calientes del planeta hasta los mas
hamedos y frios. Como podemos observar en la (figural) una orquidea presente en la
region del Sumapaz.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de orquideas

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Orchidales

Familia: Orchidaceae

(Juss., nhom. cons.)

Figura 1. Orquidea reserva natural San Rafael
((Autor de la fotografia: Victorino, 2015)
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Las orquideas constituyen un grupo extremadamente diverso de plantas, que pueden tener
desde unos pocos milimetros de longitud (ciertas especies de los
géneros Bulbophyllum y Platystele) hasta constituir gigantescas agregaciones de varios
cientos de kilogramos de peso (algunas especies de Grammatophyllum) o presentar
longitudes de hasta 13,4 m, como es el caso de Sobralia altissima, una orquidea recién
descrita en 1999 en el Peru (Bennett y Christenson, 1999; Romero et al, 2009). Del mismo
modo, las flores de las orquideas varian en tamafio desde menos de 1 mm y dificiimente
visibles a simple vista (Platystele) pasando por las grandes flores de 15 a 20 cm de diametro
en muchas especies de los géneros Paphiopedilum, Phragmipedium y Cattleya hasta
los 76 cm de las flores de Phragmipedium caudatum. La fragancia de sus flores no es
menos variable, desde el delicado aroma de Cattleya hasta el repulsivo hedor de las flores
de ciertas especies de Bulbophyllum. (David E. Bennett Jr. y Eric A.) (Christenson (1999)).

Algunas especies de orquideas reportadas en zonas tropicales y templadas de Colombia
como Valle del Cauca y Antioquia de diferentes habitats son Arundina sp., Bletia purpurea,
Campylocentrum micranthum, Cattleya sp., Cranichis sp. Cyrtopodium sp., Dendrobium sp.,
Elleanthus sp., Epidendrum sp., Odontoglossum sp., Oncidium sp., Scaphyglottis sp.,
Sobralia sp. y Vanilla sp. entre algunas de las especies (Otero y Mosquera, 2010).

3.1.2 Caracteristicas y tipos de orquideas

La familia comprende aproximadamente 25.000 (algunas fuentes informan de
30.000) especies, y quiza otros 60.000 hibridos y variedades producidas por
los horticultores, por lo que resulta ser una de las familias con mayor riqueza de especies
entre las angiospermas. Pueden ser reconocidas por sus flores de simetria fuertemente
bilateral, en las que la pieza media del verticilo interno de tépalos llamada labelo esta
profundamente modificada, y el o los estambres estan fusionados al estilo, al menos en la
base.(Stevens, P. F. 2001)

Las raices de las orquideas aéreas estan forradas por
unas fundas de células muertas y esponjosas llamadas
velamen. Poseen clorofila bajo esa cubierta, lo que les
permite realizar la fotosintesis, y facilita la absorcién de
agua y minerales, ya que estas plantas dependen para
su nutricion de las lluvias periddicas, nieblas y ramas
humedas; pueden crecer en todas direcciones y sirven
para la sujecion, ya que abrazan al tronco o ramas de
los arboles como se puede observar en (figura 2). (Font Figura 2. Raiz de orquidea (Tomado

Quer, P.1982)) de Manual para la propagacion de
orauideas. 2011)

l4|Pagina


https://es.wikipedia.org/wiki/Bulbophyllum
https://es.wikipedia.org/wiki/Platystele
https://es.wikipedia.org/wiki/Grammatophyllum
https://es.wikipedia.org/wiki/Sobralia_altissima
https://es.wikipedia.org/wiki/1999
https://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%BA
https://es.wikipedia.org/wiki/Paphiopedilum
https://es.wikipedia.org/wiki/Phragmipedium
https://es.wikipedia.org/wiki/Cattleya
https://es.wikipedia.org/wiki/Phragmipedium_caudatum
https://es.wikipedia.org/wiki/Especies
https://es.wikipedia.org/wiki/H%C3%ADbrido_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Horticultura
https://es.wikipedia.org/wiki/Angiospermas
https://es.wikipedia.org/wiki/Flor
https://es.wikipedia.org/wiki/Verticilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Estambre
https://es.wikipedia.org/wiki/Estilo_(bot%C3%A1nica)

CARACTERIZACION MORFOLQGICA Y DE LAS SECUENCIA ITS DE AISLAMIENTOS DE HONGOS
ASOCIADOS A RAICES DE ORQUIDEAS EN LA REGION DEL SUMAPAZ

Las flores son la parte méas llamativa de estas plantas y debido a su aroma, forma, color y
comportamiento, han sido la admiracién de muchas personas. Fueron estudiadas por

Darwin en 1877.

Aunque varian en su tamafio, estas flores
tienen generalmente seis partes que son
tres sépalos iguales entre si, ubicados en
la parte de atras y tres pétalos que estan
enfrente, de los cuales dos son iguales y
uno diferente; este Ultimo se encuentra al
centro de la flor, siendo el labelo la parte
mas llamativa como se observa en la
(figura 3).

El labelo es la parte de la flor que
desarrolla mayores adaptaciones y tiene
como finalidad atraer a los insectos
polinizadores de la flor. También puede
envolver 0 enmarcar a una pieza central
llamada columna, la cual contiene los
6rganos sexuales femenino y masculino,
por lo que la mayoria de las orquideas
son hermafroditas. (Menchaca, 2011).

Pétalos Sépalo Pétalos

Sépalo Labelo Sépalo
Figura 3. Descripcion flor de orquidea. (Tomado de
Manual para la propagacion de orquideas, 2011)

En todas las orquideas, las hojas son
siempre simples, los margenes son enteros
y no tienen aserraduras ni espinas, por lo
general son alargadas y angostas (figura
4), las cuales se conservan durante
muchos afios. Las hojas de especies que
viven en lugares muy calurosos son
cilindricas, lo que evita que se deshidraten
rapido. (Menchaca, 2011).

Figura 4. Descripcion hoja de orquidea. (Tomado de
Manual para la propagacion de orquideas, 2011)
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Sus semillas estan hechas de una sola pieza o cotiledon (monocotiledéneas). En la parte
interior de los frutos podemos encontrar miles de semillas. Su forma general varia desde
forma de hilo (filiforme) o cilindrica con punta (fusiforme) y en ocasiones parecen alas o

protuberancias (figura 5). El tamafio varia
desde pocas micras (muy pequefio) hasta
unos 5 milimetros, y su peso varia de 1 a
22 microgramos. Consta de una cubierta y
un embrion, viéndose desprovista de
endospermo (sirve para alimentar al
embrion mientras salen sus hojas). La
testa o cascara esta formada por células

muertas y el embrién por un rango de entre
ocho y 200 células. Su dispersion Se_hace Figura 5. Fruto y semilla de orquideas (Tomado de
generalmente con ayuda del viento. Manual para la propagacion de orquideas, 2011)
(Menchaca, 2011).

Ya que las orquideas tienen una gran
diversidad de formas florales vy
disposicién, se han clasificado por estas
caracteristicas de la siguiente forma: Por
su insercion en la planta Axilar: La vara
floral sale de entre el tallo y la hoja. Basal:
La vara floral surge de la base del
pseudobulbo. Terminal: Surge de la
punta del tallo o pseudobulbo (Menchaca,

Figura 6. Formas florales y su disposicion (Tomado de 2011)-
Manual para la propagacion de orquideas, 2011)

3.1.3 Germinacion y relacion simbioética en orquideas

Las semillas de orquideas son conocidas usualmente como semillas de polvo porque son
minUsculas y contienen pocas reservas de alimento. Usualmente estas semillas no
germinan en el medio natural a menos que sean infectadas por un hongo formador de
micorriza, el mismo que abastece a las plantas jovenes con azlcares y nutrientes que
necesitan hasta que sean lo suficientemente grandes para fabricar su propio alimento
(Sheena et al., 2000).

“Hongo-raiz”, fue propuesto por Frank (1885), para definir asociaciones simbioticas (“vivir
conjuntamente dos o mas organismos”), mutualistas, no patégenas, entre raices de plantas
y micelios de hongos, en las que ambos resultan beneficiados. Actualmente, el concepto
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de “micorriza” se considera en un sentido mas amplio, para dar cabida a aquellas
asociaciones simbidticas hongo-planta que no se establecen en raices, sino en otros
organos de contacto, especializados para el intercambio de nutrientes, como ocurre en
orquideas y otras plantas aclorofilicas y en otras “plantas inferiores”, carentes de
verdaderas raices (Honrubia, 2009).

Las asociaciones conocidas como micorrizas orquidoides se presenta por que las orquideas
viven en mutualismo con hongos, es decir, establecen una relaciéon en la cual los dos
organismos obtienen beneficio cuando conviven juntos. Las semillas de las orquideas
requieren de la ayuda del hongo para la germinacion. Hay diversos tipos de hongos que
estimulan su germinacion, pero predomina sobre todo Rhizoctonia (Basidiomycota). El
hongo degrada la cubierta de la semilla y la libera de la dormicion. Luego la semilla inicia a
germinar y emite unos filamentos, los érganos subterrdneos, y se establecen unas
micorrizas orquidiodes. La semilla en dormancia puede durar 20-30 afios sin germinar, pero
con la ausencia del el hongo no podréa germinar.

También existen hongos endoéfitos que son microorganismos que crecen dentro de los
tejidos vegetales sin causar sintomas de enfermedad y, recientemente han empezado a
ganar reconocimiento (Bayman y Otero, 2006; Brundrett, 2006; Stone et al., 2000). La
asociacion endofitica describe dénde vive un microorganismo (Brundrett, 2006; Stone et al.,
2000), sin asumir o excluir la posibilidad de beneficio para ambas partes. Por el contrario,
el concepto de micorrizas es funcional y describe una relacibn comianmente mutualista
(Smith y Read, 1997; Rasmussen, 2002; Cameron et al., 2006, 2007).

Estos estudios resaltan el papel que cumplen estos microorganismos en la proteccion de la
planta frente a ataques de patdégenos, ya sea por la sintesis de metabolitos secundarios o
por el mejoramiento en la nutricion a través de la disponibilidad de los nutrientes (Schulz,
2006). Igualmente mencionan, no sélo los beneficios generados para las plantas, sino
también el potencial que poseen estos organismos endofitos y su bateria de enzimas y
metabolitos secundarios, (Singhet al., 2011). No obstante, estas investigaciones dejan al
descubierto la carencia de conocimiento en las implicaciones que tienen estas asociaciones
y ponen en discusién la necesidad de conocer mas a fondo estas interacciones y la
importancia del papel que cumple en la fisiologia tanto de la planta hospedera corno del
enddfito(Bayman et al.,1997).

3.1.4 Las orquideas en Colombia y en la region del Sumapaz

En Colombia las orquideas se encuentran practicamente en todos los ecosistemas
naturales y en muchos de ellos hay gran nUmero de especies. Empero, numerosas especies
de orquideas, por particularidades de sus ciclos de vida, son raras o escasas y muchas
estan en peligro de extincion. Muchas orquideas con rangos geograficos reducidos pueden
estar gravemente amenazadas aun cuando algunas especies sean abundantes localmente.
En Colombia las orquideas ocupan el poco honroso primer lugar como la familia de plantas
con el mayor nimero de especies amenazadas de extincion (Calderon y Sdenz, 2007). Las
especies de los bosques de niebla del pais tienen doble riesgo debido a sus niveles
elevados de endemismo y las altas tasas de conversion de sus ecosistemas a usos como
la agricultura y la ganaderia (Dixon y Phillips, 2007; Orjuela, 2010).
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Las especies colombianas se concentran principalmente en la regiéon Andina, 87,2% donde
la regibn paramuna posee el 15% de las especies. Le siguen las regiones Pacifica y
Amazoénica, 10,6% cada una, y las regiones mas pobres en especies son la region Caribe
y la Orinoquia, 5y 4 %, respectivamente. De las especies registradas para Colombia 1.544
son endémicas distribuidas con preferencia en la regién Andina, region que concentra el
93,4% de los endemismos (Sarmiento 2007). Los géneros mas ricos en especies en el pais
son Epidendrum, Pleurothallis, Lepanthes, Maxillaria, Masdevallia y Stelis. Por otro lado,
por lo menos el 1,7% de los géneros contiene una sola especie (Sarmiento 2007). Las areas
gue exhiben una abundancia de orquideas especialmente elevada siguen el patrén general
de la diversidad vegetal; desde el punto de vista altitudinal la mayor diversidad se encuentra
entre 1.800 y 2.000 msnm (Sarmiento 2007).

El cerro del Quinini se encuentra en Colombia en la cordillera oriental dentro del
departamento de Cundinamarca. Cubre una extensiéon de 1947 hectareas de reserva
forestal, que actualmente se encuentran en cercania con predios de uso agropecuario
(fincas cafeteras, cultivos de platano, ganaderia) .Presenta altitudes que van desde los
1750 msnm hasta los 2.133 msnm en su cumbre, temperaturas de 10 — 20°C. El cerré del
ambiente, asi como del registro arqueoldgico de las tribus que habitaron el lugar.

La reserva natural del San Rafael se encuentra en Colombia esta ubicada en la parte
nororiental de Fusagasuga a 15 minutos del area urbana, en el corregimiento de La
Aguadita. Con una distancia de recorrido de 3 km aproximadamente, una temperatura
promedio de 8-10°C, altitud 2000-3000 msnm, la reserva natural San Rafael es la mayor
reserva hidrica y forestal del municipio de Fusagasuga. Cuenta con 600 hectareas
aproximadamente de bosque nativo, amplia extension de pantanos y humedales que
forman los diversos nacederos que alimentan el variado ecosistema, con mas de 500
especies entre plantas, insectos, aves y animales silvestres.

3.2HONGOS FORMADORES DE MICORRIZAS Y ENDOFITOS EN
ORQUIDEAS

Las relaciones simbiéticas son importantes para la evolucion y conservaciéon de muchos,
quizés todos, los organismos (Thompson, 1994). Para las plantas, las relaciones de
simbiosis son especialmente importantes en la adquisicion de nutrientes. Las micorrizas
son simbiosis formada por hongos y raices de plantas donde ellas obtienen algunos de sus
nutrientes, incluidos los que limitan el crecimiento (Smith y Read, 1997), mientras que los
enddfitos son microorganismos que crecen dentro de los tejidos vegetales sin causar
sintomas de una enfermedad (Bayman y Otero, 2006; Brundrett, 2006; Stone et al., 2000).

Los hongos formadores de micorrizas se cree que han evolucionado al mismo tiempo que
las plantas terrestres, lo que permite a este ultimo colonizar los mismos ambientes que sus
hospedantes, las plantas (Brundrett et al., 2003). La literatura sobre endodfitos y de
micorrizas en orquideas se encuentra muy ligada entre si y a veces es imposible discutir
estas asociaciones por separado. El concepto de micorrizas es funcional y describe una
relacion comunmente mutualista (Smith y Read, 1997; Rasmussen, 1995; Cameron et al.,
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2007), mientras que el concepto de endofitos principalmente describe dénde vive un
organismo (Brundrett, 2006; Stone et al., 2000), sin asumir o excluir la posibilidad de
beneficio para ambas partes. Hay asociaciones que son un continuo de relaciones
simbidticas y en contraste, hay relaciones que con el transcurso de la historia de vida de
los organismos puede llegar a ser comensalismo, mutualistas, parasiticas, o viceversa
(Bayman y Otero, 2006; Gao et al., 2010).

Los hongos formadores de este tipo de micorriza corresponden a las clases
Basidiomycetes, los cuales no desarrollan manto ni red de Hartig, sino que las hifas
septadas forman ovillos intracelulares en las raicillas de las plantas Orquidaceas (Riguelme,
1991; Magafa, 1999). Orquidoides. Formada por basidiomicetos y plantas de la familia
Orquidaceae. En esta asociacion, la planta, que presenta una fase heterétrofa en su ciclo
de vida, recibe compuestos carbonados a partir del hongo (Smith 1966). Este penetra en
las células de la raiz, invagina la membrana y forma ovillos dentro de la célula, asi como
agregados de hifas poco estructurados, conocidos como “pelotones”, que al degenerar
liberan los nutrientes que contienen.

3.2.1 Importancia y tipos de micorrizas y endoéfitos

Estas relaciones entre hongos y orquideas, también se complica por el hecho de que, a
diferencia de la mayoria de las micorrizas, en las orquideas no son conocidos por
proporcionan ningun beneficio (Andersen y Rasmussen, 1996; Taylor et al., 2002), en
algunos casos y quizas en todos, la relaciéon es en realidad parasitarias por parte de la
planta en lugar de mutualistas. La distincidon entre hongos de micorrizas y enddfitos en
orquideas se complica por el uso inconsistente de la terminologia en la literatura. La
mayoria de estudios de los hongos referentes al género-forma Rhizoctonia, asumen que la
relacién es de micorrizas sin demostrar ningun beneficio funcional para la planta (Bayman
y Otero, 2006), proponen una descripcidn que seria: "endofitos formadores de micorrizas”.

Por otro lado, algunos autores son conscientes de este problema y evitan errar haciendo
una precaucion en el uso de los términos, prefiriendo llamar a sus hongos enddfitos,
basados en la falta de pruebas funcionales de una relacién de micorrizas, a pesar, de que
son casi con seguridad micorrizas cuando nos referimos a hongos de la forma género
Rhizoctonia, y que ha sido aislado a partir de fragmento colonizados y en donde se observa
las estructuras tipicas (pelotones) de este tipo de micorriza (Currah, 1991; Currah et al.,
1997; Richardson y Currah ,1995; Otero et al., 2002). Una definiciobn propuesta por
Brundrett (2004), separa las asociaciones de micorrizas de otro tipo de asociaciones con
hongo de las raices, como aquellas relaciones que se observan con hongos enddfitos.
Segun esta definicion, las asociaciones con hongos enddfitos difieren de micorrizas
obligadas por: i) ausencia de una interfase especializada (lugar donde se localizan las
hifas), ii) ausencia de un desarrollo sincronizado planta-hongo, y iii) la falta de beneficios de
la planta por la ausencia de transferencia de nutrientes, tres de los principales rasgos que
definen las micorrizas y relaciones mutualistas. No obstante, las plantas pueden
beneficiarse indirectamente de los hongos enddfitos por i) Induccion de metabolitos de
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defensa potenciales contra patégenos (Bayman et al., 1997; Gao et al., 2010), ii) Secrecién
de fitohormonas aumentando las tasas de crecimiento, iii) Movilizacion de nutrientes para
la planta hospedera (Yuan et al., 2009; Ovando et al., 2005) y iv) Tolerancia al estrés
(Brundrett, 2006; Gamboa y Gaitan, 2006). Estudios recientes (Chen et al., 2011a, Chen et
al., 2011b, Sing et al., 2011, Xing et al., 2011), muestran la gran diversidad de endéfitos no
formadores de micorriza asociados a las raices y parte aérea de las orquideas. Ponen en
manifiesto el papel que cumplen estos hospederos en la proteccion de la planta frente a
ataques de patdgenos, ya sea por la sintesis de metabolitos secundarios o por mejoras en
la nutricién a través de la disponibilidad de los nutrientes. Asi mismo, ponen en evidencia,
no solo los beneficios generados para las plantas, si no también, el potencial que poseen
estos organismos endofitos y su bateria de enzimas y metabolitos secundarios por ejemplo
en la industria de los combustibles (Sing et al., 2011), y como antibi6ticos (Xing et al., 2011).

Las micorrizas son simbiosis formada por hongos y raices de plantas donde ellas obtienen
algunos de sus nutrientes, incluidos los que limitan el crecimiento (Smith & Read, 1997),
mientras que los enddfitos son microorganismos que crecen dentro de los tejidos vegetales
sin causar sintomas de una enfermedad (Bayman & Otero, 2006; Brundrett, 2006; Stone et
al., 2000). Los hongos formadores de micorrizas se cree que han evolucionado al mismo
tiempo que las plantas terrestres, lo quepermite a este Ultimo colonizar los mismos
ambientes que sus hospedantes, las plantas (Brundrett et al., 2003).

La literatura sobre enddfitos y de micorrizas en orquideas se encuentra muy ligada entre si
y a veces es imposible discutir estas asociaciones por separado. El concepto de micorrizas
es funcional y describe una relacion comunmente mutualista (Smith & Read, 1997;
Rasmussen, 1995; Cameronet al.,2006, 2007), mientras que el concepto de enddfitos
principalmente describe dénde vive un organismo (Brundrett, 2006; Stone et al.,2000), sin
asumir o excluir la posibilidad de beneficio para ambas partes. Hay asociaciones que son
un continuo de relaciones simbiéticas y en contraste, hay relaciones que con el transcurso
de la historia de vida de los organismos puede llegar a ser comensalismo, mutualistas,
parasiticas, o viceversa (Bayman & Otero, 2006).

Estas relaciones entre hongos y orquideas, también se complica por el hecho de que, a
diferencia de la mayoria de las micorrizas, en las orquideas no son conocidos por
proporcionan ningln beneficio (Andersen & Rasmussen, 1996; Taylor et al., 2002), en
algunos casos y quizas en todos, la relacién es en realidad parasitarias por parte de la
planta en lugar de mutualistas.

La distincion entre hongos de micorrizas y endofitos en orquideas se complica por el uso
inconsistente de la terminologia en la literatura. La mayoria de estudios de los hongos
referentes al género forma Rhizoctonia, asumen que la relaciébn es de micorrizas sin
demostrar ningun beneficio funcional para la planta. Bayman & Otero (2006), proponen una
descripcion que seria: "enddfitos formadores de micorrizas”. Por otro lado, algunos autores
son conscientes de este problema y evitan errar haciendo una precaucion en el uso de los
términos, prefiriendo llamar a sus hongos enddfitos, basados en la falta de pruebas
funcionales de una relacibn de micorrizas, a pesar, de que son casi con seguridad
micorrizas cuando nos referimos a hongos de la forma género Rhizoctonia, y que ha sido
aislado a partir de fragmento colonizados y en donde se observa las estructuras tipicas
(pelotones) de este tipo de micorriza (Currah, 1991; Otero et al., 2002).
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3.2.2 Reportes de hongos formadores de micorrizas
orquidoides

La mayoria de los hongos formadores de micorrizas de orquideas se clasifican en la forma
del género Rhizoctonia (Arditti, 1992) Este grupo incluye anamorfos de Tulasnella ,
Ceratobasidium y Thanatephorus. Rhizoctonia se puede clasificar de acuerdo con el
namero de nucleos de células jévenes (multi-, bi-y uninucleado) (Taylor y Talbot, 1966).

¢tienen caracteristicas morfolégicas similares a Rhizoctonia (Bernard, 1909), lo que les ha
valido el nombre coloquial de “rizoctonias”, aunque realmente son un grupo artificial
constituido por los teleomorfos (formas sexuales) de los géneros Ceratobasidium,
Thanatephorus, Tulasnella y Sebacina, y sus estados anamorfos (formas asexuales)
Ceratorhiza, Epulorhiza, Moniliopsis y Rhizoctonia sensu strictu (Warcup & Talbot 1966,
1967, 1971, 1980; Moore 1987; Sneh et al. 1991; Currah 1991; Currah et al. 1997a, 1997b;
Roberts, 1999).

Estos grupos taxonémicos se distinguen por la morfologia microscépica de sus estructuras
reproductivas o basidiocarpos. Desafortunadamente, estas estructuras sexuales raramente
se producen bajo condiciones de laboratorio. Por lo tanto, datos de secuencias del ADN se
han convertido en la forma mas precisa y facil de identificarlos (Vilgalys y Gonzalez 1990,
Vilgalys y Cubeta 1994, Kuninaga et al. 1997, Gonzalez et al. 2001, Kristiansen et al. 2001;
Otero et al. 2002).

Aunque previamente las orquideas fueron consideradas generalistas en sus interacciones
micorrizicas (Hadley 1970), existe cierta variacion en sus niveles de especificidad (Otero et
al. 2002, 2004). Es mas: los niveles de especificidad pueden variar dentro de especies
filogenéticamente relacionadas (Otero et al., 2002, 2004, Otero y Clements 2005). Sin
embargo, en general, las micorrizas de orquideas son relativamente mas especificas que
las de otras plantas (Taylor y Bruns 1997, 1999). La evidencia acumulada recientemente
demuestra que las especies de orquideas varian en su habilidad para germinar con
diferentes hongos micorrizicos. Semillas de la orquidea terrestre Platanthera clavellata
germinan con hongos de plantas adultas de la misma especie pero no con aquellas de otras
especies de Platanthera (Zettler y Hoder 2002). El uso de secuencias de ADN en los
estudios sistematicos de orquideas y de hongos provee una técnica importante para
investigar la especificidad de la interaccion micorrizica. Recientes estudios han mostrado
gue las orquideas micoheterotréficas son altamente especificas en sus hongos micorrizicos
(Taylor & Bruns 1997, 1999; Selosse et al. 2002; McKendrick et al. 2000, 2002; McCormick
et al. 2004). Similarmente, algunas orquideas 775 epifitas tropicales también presentan
altos niveles de especificidad (Otero et al., 2002, 2004; Pereira et al.2005a, 2005b, 2005c¢),
en contraste con predicciones previamente sugeridas (Arditti et al. 1990). Estos altos niveles
de especificidad complican la aplicacion biotecnol6gica de micorrizas en proyectos de
conservacién porque sugiere que cada especie de orquideas necesita ser estudiada para
saber cual es el hongo micorrizico mas apropiado para el desarrollo de sus estrategias de
su conservacion. Las consecuencias de la generalizada especificidad de micorrizas de
orquideas son las siguientes: 1) cada orquidea amenazada requiere de la identificacion de
sus hongos micorrizicos mas eficientes; 2) diferentes hongos pueden tener diferentes
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requerimientos de crecimiento, los cuales pueden resultar en diferentes programas de
manejo. Sin embargo algunos hongos micorrizicos de orquideas pueden ser Utiles para
inducir la germinacion de semillas de orquideas que no son filogenéticamente
emparentadas (Vilgalys y Gonzalez, 1990).

Se reconocen distintos tipos de micorrizas (Honrubia et al., 2002; Barea y Honrubia, 2004;
Smith y Read, 2008), en funcién de las especies fungicas y vegetales que establecen la
asociacion y en funcion de su estrategia nutricional, que posibilita una penetracion
intracelular, o no, por parte del hongo dentro de las células corticales de la raiz del vegetal.
En cualquier caso, en todos los tipos de micorrizas, se establece una interfase de contacto
intimo entre hifas y células vegetales, donde se produce el intercambio de nutrientes de
manera bidireccional (los nutrientes minerales son transvasados disueltos en agua desde
el hongo a la planta, mientras ésta cede al hongo los azucares procedentes de su actividad
fotosintética) o unidireccional, como hemos indicado para orquideas y plantas aclorofilicas.®

El caracter heterétrofo de los hongos les condiciona a obtener su fuente carbonada a partir
de otros organismos. Las micorrizas requieren un desarrollo planta (raiz)- hongo (micelio)
sincronizado, pues las hifas fungicas solo colonizan raices jovenes, excepto en orquideas,
en las que el hongo puede infectar células del tallo. La planta, en cualquier caso, es quien
realmente controla la intensidad de la simbiosis, por el crecimiento de su raiz, pero también
por la digestion de la interfase de intercambio, en las endomicorrizas, o por la formacién de
un singular tipo de raiz (secundaria y de crecimiento limitado), en el caso de las llamadas
ectomicorrizas. La raiz constituye en realidad un nicho ecoldgico donde se desarrolla el
hongo, que éste aprovecha (Brundrett, 2002).

La asociacion entre hepaticas foliosas con algunos Basidiomycota ha sido igualmente
constatada. Read & al. (2000) comentan la presencia de doliporos en estudios
ultraestructurales de los gametoéfitos subterra - neos acloréfilos de Cryptothallus y sus
aliados fotosintéticos Aneura. Aislamientos de estos hongos mostraron su capacidad para
establecer ectomicorrizas con Betula, lo que evidencia su potencialidad en interconectar los
sistemas radicales del abedul con el gametéfito aclorofilico de la hepatica (Read y et al.,
2000).

Aunque Ascomycota y Basidiomycota presenten la potencialidad y pudieran haber
establecido esporadicas asociaciones simbidticas con las primeras plantas terrestres,
parece evidente que quienes mejor debieron interpretar el concepto de mutualismo con los
rizoides u otros tejidos gametofiticos o con las incipientes raices de los esporoéfitos de
pteridofitos, en el inicio de la colonizacion terrestre, fueron sin duda los ancestros de los
actuales Glomeromycota.®

Evolutivamente, las ectomicorrizas se originaron de manera independiente de las
arbusculares. Probablemente surgieron repetidas veces, en tiempo y espacio, como
alternativa adaptativa de diversos grupos vegetales arb6reos a nuevas exigencias
ecoldgicas. En tales ambientes, presumiblemente con predominio de Basidiomycota
(aunque también con Ascomycota) adaptados a habitos saprofiticos pero capacitados de
elevada versatilidad trofica, dichas plantas disefiaron un novedoso tipo de raiz (secundaria
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y de crecimiento limitado) que serviria de base estructural para el desarrollo de la nueva
simbiosis mutualista. Una variante de ésta, con especializacién de algunos Ascomycota,
constituye las denominadas ectendomicorrizas tipo E-strain.’

En su funcién como hongo micorricico el género Rhizoctonia establece una asociacién muy
particular con orquideas, ya que la planta en su estado de semilla es totalmente
dependiente de los nutrientes que le suministra el micosimbionte para lograr una exitosa
germinacion (Bernard, 1909; Arditti, 1992; Otero y Bayman, 2009). Se encuentra que
algunos aislamientos que cumplen la funcién micorricica en 20 orquideas son
binucleados, con su teleomorfo principalmente en el género Ceratobasidium (Carling et. al,
1999 y Rubio et. al, 2000)

CLASIFICACION DE LAS MICORRIZAS

Segln su estructura

! !

ECTOMICORRIZAS ENDOMICORRIZAS
Hifas no penetran interior de Hifas se introducen inicialmente
células de la raiz (sobre y entre entre células de la raiz; luego
separaciones de estas) penetran en el interior de estas
Se subdividen en Se subdividen en
‘ ARBUTOIDES ‘ ‘ MONOTROPOIDES | | ERICOIDES ‘ ‘ ORQUIDOIDES ‘ ‘ ARBUSCULARES
Hifas penetran Formacion de red de Hifas penetran a Imprescindibles Desarrallo mayoritario
formando rulos harting * las células para para el desarrollo del hongo dentro de la
formar ovillos ™ de orquideas raiz

Figura 5.Clasificacion de las micorrizas. Tomado y adaptado de (Read, 1999)

3.3 EL COMPLEJO RHIZOCTONIA

El género Rhizoctonia se encuentra ampliamente distribuido en todo el mundo, tanto en
suelos cultivados como no cultivados. Ecolégicamente, estas especies estan diversificadas
y pueden ser patdgenos de numerosas especies vegetales o desarrollarse como saprofitos
en el suelo (OGOSHI, 1987).
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Los hongos del genero Richoctonia micorrizicos de orquideas son binucleadas con su
teleomorfo Ceratobasidium sp. y son menos frecuentes las multinucleadas, cuyo teleomorfo
se expresa en el género Thanatephorus (Carling et al., 1999; Rubio et al., 2000); otro grupo
de Rhizoctonia binucleada corresponde al teleomorfo Tulasnella (Rubio et al., 2000). No
obstante, existen tres inconvenientes basicos al trabajar la taxonomia del género
Rhizoctonia sp. de orquideas a partir de aislamientos en cultivo puro: (1) al aislar los hongos
en medios de cultivo artificial estos no esporulan y dificultan su identificacion, por lo cual se
agrupan en morfotipos; (2) la mayoria que logran crecer en medios artificiales son
indistinguibles morfolégicamente y se deben identificar por técnicas de sistematica
molecular; y (3) algunos no crecen en medios artificiales, por lo cual la Unica manera de
identificarlos es por amplificacién directa de su ADN con primers especificos para hongos
(Bayman y Otero, 2006).

3.3.1 Bioecologia y clasificacion taxonémica del complejo
Rhizoctonia

Para la familia Orchidaceae el género-forma Rhizoctonia ha sido reportada como el hongo
formador de micorrizas, entre ellos se incluyen Rhizoctonia repens, R. goodyera-repentis y
R. solani. Para la familia Orchidaceae, Rhizoctonia sp. no se ha reportado como patégeno
si no como hongo enddfito formador de micorriza (Warcup y Talbot, 1967, 1980; Shen et
al., 1998; Roberts, 1999). Las caracteristicas de la ramificacion, la anatomia de poro septal
y el nimero de nucleos por célula comunmente son los criterios morfologicos disponibles
para identificar al hongo como Rhizoctonia sp. aislado a partir de pelotones de orquideas.

Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Clase: Hyphomycetes
Subclase: Incertae sedis
Orden: Agonomicetales
Familia: Agonomicetaceae
Género: Rhizoctonia

J.G.Kihn, 1858

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Rhizoctonia ) o o
Figura 6. Fotografia microscopica

tomada por Reggio Emilia.

En condiciones ambientales adversas (baja disponibilidad de nutrientes, temperatura, etc.),
el hongo produce ramilletes de células cortas, anchas de forma oval o triangular que se
asemejan a esclerocios, las cuales funcionan como clamidosporas o estructuras de
proteccion y son denominadas células monilioides. Sin embargo, el micelio generalmente
no presenta caracteres diferenciales suficientes que permitan la identificacién a nivel
especifico (Shen et al., 1998).
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El género representa un conjunto de taxonémicamente diversos grupos que difieren en
muchas caracteristicas, incluyendo etapas anamorfo y teleomorfos (Curtis 1939, Warcup y
Talbot 1966, 1967, 1980, Currah et al 1987). La mayoria de las especies de este género
son Mycelis sterilia y una variedad de enfoques han sido desarrollados para identificarlos.
El método convencional de identificacién de estos hongos Rhizoctonia se ha basado en su
morfologia cultural, que incluye color de la colonia, las células monilioides, esclerocios, y
otras caracteristicas de micelio (Curtis 1939, Currah et al 1987). Grupo de anastomosis
(AG) con base en el comportamiento de anastomosis de la fusion de hifas vegetativas y
grupo intraespecifica (ISG) dentro de los AG basado en la evidencia combinada de
comportamiento anastomosis patogenicidad, morfologia y otros criterios han sido los
métodos mas frecuentemente adoptada para identificar R. solani y compleja estudiar su
diversidad genética (Vilgalys y Cubeta 1994). Ramsay et al (1987) asigné algunas
orquideas australiana endofitos Rhizoctonia parecidos a cinco grupos de anastomosis. Sin
embargo, los datos de ADN mostraron que mientras que la mayoria AGs representan
unidades evolutivas monofiléticos, el comportamiento anastomosis hifal puede no ser la
mejor indicacion de la relacion evolutiva entre diferentes ISGs (Vilgalys y Cubeta 1994).

3.3.2 Descripcion macroscopica y microscopica de
Rhizoctonia

Caracteristicas macroscépicas de los tipos de crecimiento para la identificacion de
Rhizoctonia

e Crecimiento tipo I: color del micelio café. Crecimiento del micelio adherido al medio
de cultivo. Esclerocios de color café, formas indefinidas, en aglomerados y sobre el
agar.

e Crecimiento tipo Il: Color del micelio café rojizo. Crecimiento del micelio mas
abundante que el tipo | y adherido al medio de cultivo. Esclerocios de color café
rojizo, pequefio tamafio, individuales, e inmersos en el agar.

e Crecimiento tipo Ill: Color del micelio amarillo claro. Crecimiento del micelio aéreo y
muy abundante. Escasa o nula formacion de esclerocios, tamafio muy pequefio y
color café muy oscuro, individuales e inmersos en el agar.

e Crecimiento tipo IV: Color del micelio amarillo claro (casi blanco). Crecimiento de
micelio aéreo muy abundante. Escasa formacién de esclerocios, de color casi negro
y muy pequefio tamafio, individuales e inmersos en el agar.
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Figura 7. Crecimiento de Figura 8. Crecimiento de
Rhizoctonia tipo I. Tomado de Rhizoctonia tipo Il. Tomado de
IDESIA, 2005. IDESIA, 2005.

Figura 10. Crecimiento de
Rhizoctonia tipo Ill. Tomado de
IDESIA,2005

Figura 9. Crecimiento de
Rhizoctonia tipo IV. Tomado de
IDESIA,2005

Los esclerocios también pueden formarse a partir de

micelio secundario, producto del cruzamiento entre micelios distintos, a través de un
proceso de anastomosis, es decir, el entrecruzamiento de hifas y de la union de su
contenido citoplasmatico (plasmogamia), originando un micelio diploide, heterocarionte y
multinucleado (Volk y Leonard, 1990; Pilz et al., 2007)

La funcion de estas estructuras es acumular reservas y sobrevivir a condiciones adversas,
para posteriormente diferenciarse y fructificar cuando exista un entorno adecuado (Ower et
al., 1986, 1988; Volk y Leonard, 1990)

e Desarrollo de esclerocios de Rhizoctonia sp.

El inicio de la formacion de esclerocios en Rhizoctonia son filamentos monilioides que se
van agrupando, dividiendo y ramificado, dando como resultado una masa de células.
Podemos reconocer que hay cambios en la pigmentacion y en el tamafio de las hifas:
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inicialmente son claras, toman el color del colorante, aseptadas, un poco onduladas y
delgadas; después se septan repetidamente encontrandose posteriormente estructuras de
tipo clamidosporas en cadenas intercalares y terminales.

Esclerocio joven - estadio no. 1. Tamafio promedio 6 pm x 5 pm. es del tipo células
moniloides, formando una trama hifal inicialmente floja, de pigmentacién marrén claro.

Esclerocio intermedio - estadio no. 2 presenta al centro una estructura compacta formada
por plecténquima de tipo seudoparénquima. El &rea periférica contintia formada por células
laxas unidas que no son mas que remanentes de hifas moniliodes, que contri-buyeron a la
formacion de la trama central y forman un prosénquima muy flojo.

Esclerocio maduro - estadio no. 3. Se reconocen 4 zonas morfologicamente bien
diferenciadas de afuera hacia adentro: — zona externa: con “tejido fungal” tipo
prosenquimatoso o sea con hifas entrelazadas en diferentes direcciones de una forma poco
compacta (figura 12). — zona media: area bien diferenciada con ‘“tejido fungal’, tipo
pseudoparénquimatoso o con hifas orientadas en una sola direccién de una forma poco
compacta, las cuales en corte transversal presentan un diametro amplio, con paredes finas
y de pigmentacién oscura.

Figura 11. Esclerocios Rhizoctonia en PDA. Tomada de Nigel Cattlin

e Caracterizacion microscoépica de Rhizoctonia

Las especies de este género presentan estados telomorficos pertenecientes a diferentes
familias, 6rdenes e incluso clases. Hay actualmente alrededor de 120 especies, variedades
o formas especiales descritas. Algunas de estas fueron erroneamente identificadas y no
corresponden a éste, mientras otras se consideran sinénimos de especies descritas
anteriormente (OGOSHI, 1996). Sefialan que las caracteristicas de Rhizoctonia spp., son:

27|Pagina



CARACTERIZACION MORFOLQGICA Y DE LAS SECUENCIA ITS DE AISLAMIENTOS DE HONGOS
ASOCIADOS A RAICES DE ORQUIDEAS EN LA REGION DEL SUMAPAZ

[Caracteristicas de Rhizoctonia spp]

/ no posee conidias

son
ramlflcaglon de [“clamp connections”) rizoformo
las hifas -
\ formacion
que

de un esclerosios no
diferenciados
en corteza

[se forma serca ]

Grafica 9 Caracteristicas de Rhizoctonia

Y una caracteristica adicional a todos los sub-grupos de Rhizoctonia es que poseen un
estado sexual que pertenece a los Basidiomycete.

Basados en las caracteristicas antes mencionadas, los aislamientos de este género son
divididos en tres grupos: uno es Rhizoctonia multinucleada, que posee tres 0 mas nucleos
por célula, hifas grandes- (de aproximadamente 6-10 m de diametro), y el telomorfo
pertenece al género Tanatephorus Donk. Otro grupo es el de Rhizoctonia binucleada, el
cual tiene solamente dos nucleos por célula (raramente uno o tres), hifas pequefias (de 4-
7 mm de diametro), y el telomorfo pertenece al género Ceratobasidium Rogers.

El tercer grupo, incluye a R. oryzae y R. zeae, los cuales son multinucleados y tienen el
telomorfo en el género Waitea Warcup y Talbot (OGOSHI, 1987).

El género Rhizoctonia se caracteriza por la produccidon de esclerocios en una textura
uniforme con redes hifales que unen el micelio con plantas. Esto ha provocado la
clasificacién de muchos hongos en el género Rhizoctonia. Rhizoctonia solani se caracteriza
por pigmentos marrones oscuros de las hifas, ramificacion cerca del septo central en la hifa
vegetativa joven, estrangulamiento de la hifa y formacién de septos a una corta distancia

Gonzalez, 2008.
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del punto donde se originan las ramas hifales, sptos doliporos y células multinucleadas en
la hifa vegetativa joven.

Los micorricénicos se aislan de las raices de las orquideas o de otras plantas colonizadas
por Rhizoctonia no patogénicos. Las células corticales de las raices de las orquideas
(corteza y/o velamen) sufren una hipertrofia a nivel de nicleo como consecuencia de la
colonizacién del hongo, y éste forma unas estructuras denominadas “Pelotones” que
corresponden a enrollamientos hifales, los cuales son degradados por la planta para
obtener nutrientes (Hadley y Williamson, 1972).

Figura 13. Corte transversal de la raiz de orquideas (a) Velamen, (b) Cortex donde se observa pelotones 40X,
(c) Pelotones viables y consumidos 100X. Tomada de Moquera y Espinosa, 2008.

3.3.3 Grupos de anastomosis

Es una fusién de hifas en el cual se produce intercambio genético a través de migracion de
nacleos del cual saldran nuevos hibridos. Tiene que haber una compatibilidad y tiene que
ver con frecuencia de alelos en otras palabras como si fuese un inicio de formacion llevan
un proceso de segregacion que solo se reconocen entre ellos AGRIOS (1997), define
anastomosis como la fusion de hifas que entran en contacto. ANDERSON (1982) la define
como la manifestacion de una incompatibilidad somatica o vegetativa entre cepas diferentes

R
>
>
>
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Figura 14. Anastomosis en Rhizoctonia. Tomada de Otero, 2010.
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En el proceso de fusion de hifas se distingue, una fusion perfecta y una imperfecta,
radicando la diferencia en que en la ultima de éstas, concretada la fusion de las hifas, se
produce muerte celular (OGOSHI, 1987).

La fusion perfecta de las hifas de R. solani se resume como sigue: crecimiento de las hifas,
secrecion de una o mas sustancias atrayentes, atraccion a las sustancias , contacto entre
las hifas, cese del crecimiento de las hifas, formacion de proyecciones tipo rama, disolucion
de las paredes celulares y conexion del protoplasto. Un aislamiento de un AG puede
reconocer y fusionarse s6lo con miembros del mismo AG. Una hifa puede ser atraida por
otra desde 100mm, cuando la punta de la hifa cambia su direccién de crecimiento hacia la
otra hifa hasta establecer contacto fisico.

Esta atraccion sélo podria ser causada por sustancias secretadas por una hifa del mismo
AG y se asume que estas sustancias son distintas entre los AGs (OGOSHI, 1987). 2.5.3
Numero de grupos de anastomosis. Al respecto NEATE y WARCUP (1985) comentan que
(Schultz, 1937; Richter y Schneider, 1953; Parmeter et al. 1969), propusieron cinco (I-V),
seis (A-F) y cuatro (1-4) grupos, respectivamente. El AG-2 fue dividido en los tipos 1y 2,
basandose en la frecuencia de fusién de las hifas, ya que la anastomosis fue frecuente
entre los aislamientos del mismo tipo 1 o 2, pero inusual entre ambos. Posteriormente se
describio el AG-5 (OGOSHI, 1987).

Neate y warcup (1985) sefialan que kuniaga en el afio 1979 agrego6 el ag-bi (aislamiento
puente) el cual es capaz de anastomosarse con el ag-2 tipo 1, ag-2 tipo 2, ag-3 y ag-6. a
su vez, homma et al. (1983), citados por ogoshi (1987), describieron el ag-7, y neate y
warcup (1985) describieron en australia el ag-8; carling et al. (1987) describieron en alaska
el ag-9, y carlinn y summer (1992) encontraron otro ag de r. solani el cual tentativamente
ellos llamaron ag-10; kumar et al. (1999) aislaron el ag-11 de muestras que fueron
recolectadas en el oeste de australia y en arkansas, ee.uu. el ag-12 fue aislado de
orquideas micorrizadas en alaska, incluyéndose como un nuevo grupo de anastomosis
(carling et al., 1999).

No obstante, existen tres inconvenientes béasicos al trabajar la taxonomia del género forma
Rhizoctonia de orquideas a partir de aislamientos en cultivo puro: (1) al aislar los hongos
en medios de cultivo artificial estos no esporulan y dificultan su identificacion, por lo cual se
agrupan en morfotipos; (2) la mayoria que logran crecer en medios artificiales son
indistinguibles morfolégicamente y se deben identificar por técnicas de sistematica
molecular; y (3) algunos no crecen en medios artificiales, por lo cual la Unica manera de id
entificarlos es por amplificacion directa de su ADN con primers especificos para hongos
(Bayman y Otero, 2006).

Se comprobd que en medio de cultivo artificial no siempre es posible aislar los hongos
micorrizicos de orquideas o se pierden después de lograrlo (Rasmussen, 2002).Ciertos
medios artificiales pueden limitar o excluir el crecimiento de algunos hongos micorrizicos
gue se encuentran presentes en las raices de las orquideas (Porras-Alfaro y Bayman,
2007).
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3.4 IDENTIFICACION MOLECULAR

Los estudios de hongos micorrizicos de orquideas han sido restringidos a datos
moleculares obtenidos desde raices de orquideas asi como de cultivos (Ma. et al. 2003;
Moore 1987; Pereira et al. 2003, 2005; Warcup 1980). Las regiones ITS-5.8S y 28S de
rDNA son las mas usadas en andlisis filogenéticos, por considerarse regiones que aportan
suficiente informacion para distinguir especies (Suarez et al. (2006), Shefferson et al.
(2007), Taylor et al. (2008), Kottke et al. (2010)).

La sistematica molecular ha avanzado sustancialmente en la taxonomia de Rhizoctonia
spp. (Vilgalys y Gonzalez, 1990) y en las micorrizas orquidioides también (Taylor y Bruns,
1997) se han basado sobre todo en espaciador interno transcrito (ITS). Para el género
rhizoctonia las caracteristicas moleculares se presenta por medio de: la hibridacién de ADN,
los fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLPs), el ADNpolimorfico
amplificado al azar (RAPDs) y las secuencias de ADN (Neate et al., 1988; Carling y
Kuninaga, 1990).

La identificacion de especies fungicas y especialmente aquellas que al ser manipuladas no
presentan estructuras reproductivas que puedan llevar a su identificacién se basa en la
secuenciacién de determinadas secuencias de ADN especialmente las regiones ITS..
Algunos de estas metodologias se basan en la utilizaciébn de primers universales para
hongos .Ademés de la identificacion, la utilizacion de marcadores moleculares como
RAPDS (Random Amplified Polymorphic DNA - DNA polimérfico amplificado); los RAPS
nos permiten una aproximacién a la diversidad genética de una poblacion, el nivel de
diferenciacion entre estas asi como la distancia genética entre individuos y poblaciones; y
CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence - Secuencias Polimorficas Amplificadas
y Cortadas) permiten revelar relaciones filogenéticas entre individuos y poblaciones
dependiendo de su conservacion a traves de todos lo taxones.Las aproximaciones a la
filogenia de los aislamientos de Rhizoctonia obtenidos a partir de diferentes especies de
orquideas (Taylor y Bruns, 1999; Otero et al., 2002; Girlanda et al., 2006; Rasmussen,
2002). Por otra parte, estudios han reconocido aislamiento de Rhizoctonia binucleada
(BNR) no patogénica e hipovirulenta mayormente del suelo, como efectivos
biocontroladores de hongos patégenos del ecosistema tales como Rhizoctonia sp.,
Fusarium sp., Phytophthora sp. y Pythium sp., donde el mecanismo de accion que se
propone se relaciona con la resistencia sistémica inducida (Sneh et al., 1998; Gonzélez et
al., 2006; Mosquera y Espinosa, 2010).
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4. METODOLOGIA

4.1 Colecta y muestreo de raices de orquideas en la Parque Natural
Quinini y Reserva Natural San Rafael

¢ Colectade muestras de raiz del género orquidoide

Se hizo un recorrido de reconocimiento general de la Reserva Natural San Rafael Y Parque
Natural Quinini, identificando las plantas de la familia orquideaceae. Estas plantas fueron
georeferenciadas y posteriormente muestreadas con un total de muestras recolectadas de:
en la reserva natural san Rafael de y en el parque natural el Quinini de 21 muestras que
posteriormente siguiendo la metodologia propuesta por Otero et al. (2002) la cual consiste,
en colectar raices de la parte media del sistema radicular, con un bisturi que es desinfectado
previamente con alcohol al 70% antes de cada corte. Posteriormente las muestras fueron
envueltas en toallas de cocina ligeramente humedecida e introducidas en bolsas de e papel
Kraff que fueron selladas y marcadas. Las muestras fueron procesadas maximo 24 horas
después de haberse colectado en el laboratorio de microbiologia de la Universidad de
Cundinamarca sede Fusagasuga. Se colectaron raices de orquideas sin identificar de
diferentes habitos biolégicos. (Terrestres, epifitas, hemiepifiticas y litoficas), donde fueron
tomadas un total de 21 muestras de raices donde 11 fueron colectadas de la Reserva
Natural San Rafael y las 14 restantes en el Parque Natural Quinini.

Procesamiento de muestras y aislamiento de hongos asociados a orquideas

De cada una de las muestras recolectadas se seleccionaron al azar 4 raices con apariencia
sana, que estuvieron en contacto directo con el sustrato, para asegurar una mayor
probabilidad de la presencia de hongos asociados a la raiz (Suarez et al, 2006). El
aislamiento de los hongos asociados a las raices de orquideas se realiz6 siguiendo la
metodologia propuesta por (Mosquera et al,2002). Donde se realizaron cortes transversales
a las muestras de raices para obtener ex plantes de 5mm*5mm.

Los cortes se sometieron a un protocolo de desinfeccion con etanol al 70% por un minuto,
hipoclorito de sodio al 2,5% por 30 segundos, etanol al 70% por un minuto y finalmente, se
lavaron con agua destilada estéril por un minuto (Otero et al,2002); los fragmentos de raiz
se secaron sobre toallas de papel estériles para realizar su siembra en medio de cultivo
papa dextrosa y agar (PDA) suplementado con 0,05gr/l de cloranfenicol para evitar el
crecimiento bacteriano y sobre medio selectivo Ko y Hora (Anexo 1), se realiz0 la siembra
para hacer un extendido del micelio (Herrera, 2014); las muestras se incubaron a
temperatura 27°C hasta observar desarrollo micelial de los hongos asociados a la raiz
presentes.

Con base en las caracteristicas macroscoépicas de la caja Petri y microscépicas del micelio
observadas por medio de montajes directos en azul de lacto fenol, los microorganismos
aislados se identificaron hasta género por medio de la clave para hongos imperfectos
desarrollada por Barnett y Hunter (1998) se repico en PDA y se conservaron en cultivo puro.
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4.2 Aislamiento monomicelial

El procedimiento es obtener aislamientos de hongos genéticamente puros. Si el hongo se
aisla de un tejido vegetal que presenta sintomas, éstos pueden ser producidos por varias
cepas de un mismo hongo. Por eso es necesario purificar el hongo obtenido en el primer
paso del aislamiento. Si el hongo no produce esporas en el medio de cultivo, se utilizan
puntas de hifas (Castellanos et al, 2001).

Segun la metodologia propuesta por el CIAT (2001). Se tomdé un cuadrado de
aproximadamente 5mm*5mm del medio de cultivo PDA donde se observé que el hongo
crecia, se transfirio el cuadro al centro de una caja de Petri con medio de cultivo PDA fresco,
se llevd a la incubadora a 24 °C durante 24 horas.

Al dia siguiente, bajo el estereoscopio y en cdmara de flujo laminar, se observé el micelio
del hongo en crecimiento y se enfocaron los bordes de la colonia para identificar las puntas
de las hifas en crecimiento.

Luego con una aza recta flameada, se cortd un trozo de agar que tenia la punta de una sola
hifa, con precaucion de no tocar otras hifas alrededor de la que se estaba aislando, se hizo
la siembra del trozo de agar con la hifa a una nueva caja Petri con medio de cultivo PDA
fresco a razén de solo una hifa en cada caja. Se llevé a la incubadora a 24 °C durante 10
dias. Al cabo de 10 dias se obtuvo un cultivo genéticamente puro (Mosquera, 2010).

4.3 Extraccion de ADN, PCR y secuenciacion de las muestras

A partir de los cultivos monomiceliales 7 muestras al azar fueron procesados en el
laboratorio CorpoGen donde se realizaron los siguientes procedimientos:

e Extraccion del ADN.

o Amplificacién por PCR con los iniciadores ITS4 e ITS5 de la region genética
denominada ITS (Internal Transcribed Spacer) del DNA ribosomal fungico.

e Purificacion del fragmento amplificado.

e Secuenciacion por extension del iniciador de los fragmentos amplificados al menos
dos diferentes iniciadores. (ITS1 e ITS2)

4.41dentificacion por secuenciacion y construccion del arbol
filogenético

Luego con secuencias generadas por CorpoGen se realizo:

e Una limpieza manual por medio del software Chromas de cada una de las
secuencias de los fragmentos recibidos.

e Se ensamblaron las secuencias en el software Clustalw Omega tomando el ITS1
como forward y el ITS4 como reverse, generando la secuencia consenso.
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e Se analiz6 taxon6micamente la secuencia consenso mediante la comparacion
contra la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information)
GenBank y UNITE.

e Se alineo y se gener6 de arbol filogenético utilizando las secuencia con mayor
similitud a la secuencias consenso.

e Se clasifico taxondmicamente las secuencias consenso.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1 Orquideas muestreadas

Se colectaron un total de 25 muestras, donde 11 de estas muestras fueron tomadas de la
Reserva Natural San Rafael y las 14 restantes en el Parque Natural Quinini, tras este
proceso de recoleccibn cada muestra fue tomada de orquideas diferentes. Las
raices de plantas de orquideas recolectadas a individuos silvestres que no
presentaban sefiales visibles de enfermedad (anexo 1). A cada muestra que fue procesada
en el laboratorio se le asign6 un codigo que indica el lugar de procedencia, el nimero de
muestra y por ultimo el nimero de repeticion de la muestra, donde el SR corresponde a la
Reserva Natural San Rafael Qi al Parque Natural Quinini. Del total de aislamientos 21
fueron caracterizado macroscopicamente y se seleccionaron los 15 mas diferentes, los
cuales fueron caracterizados microscopicamente. Solo 7 de estos aislamientos fueron
secuenciados molecularmente.

5.2 Caracterizacion macroscopica de las muestras

Se caracteriz6 21 aislamientos diferentes de muestras de hongos asociados a raices de
orquideas, de acuerdo su morfologia macroscopica se clasificaron con las siguientes
caracteristicas: diametro micelial, textura, color, tipo de crecimiento y presencia del micelio,
como se pueden observar en (Anexo 2).

El diametro del micelio tomado tres dias después de la siembra varia entre 1,3 a 2,7cm
(grafica 2). En forma similar (Gutiérrez et.al, 2006) encontraron que Rhizoctonia solani que
formacion de agregados oscila en 9mm 24 horas después de la siembra. Por otra parte
(Martinez et.al, 2015) reportan para Pleurotus ostreatus tasas de crecimiento de 2,1 cm en
dias de incubacion, lo cual se ajusta mas a los datos encontrados. Es importante mencionar
que el medio de cultivo puede interferir en la capacidad de crecimiento del mismo (Agrios,
2007).

Diametro del micelio
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Grafica 10. Diametro del micelio
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La textura del micelio de las muestras se clasifico en dos opciones felposa o algodonosa
(Grafica 3), donde la textura algodonosa predomino (Gutierrez et. al, 2006). Durbin (1959)
encontré diferencias en la tasa de crecimiento entre aislamientos de R. solani con
crecimientos aéreos, superficiales y subterrdneos, siendo mayor la tasa de crecimiento en
los aéreos y menor en los subterrdneos (Durbin, 1959).

Las hifas cuando jévenes son hialinas de 6 a 12 micras de didmetro, con tabiques gruesos,
al envejecer adquieren color castafio a castafio rojizo, presenta caracteristicas de
ramificarse en angulo recto. Produce esclerocios en forma de masa miceliales, color blanco,
que luego se oscurecen hasta llegar a distintos tonos de castafio, irregulares, grandes de 1
a 8 mm visibles a simple vista, variando las condiciones en que se produce, de consistencia
dura en cortes microscOpicos muestran una constitucion de hifas entrelazadas, de diametro
variable, cortas, elipticas, semejantes a diminutos barriles dispuestos en cadena (Sarasola
et al, 1975).

Macroscépicamente las colonias tipicas de este microorganismo se caracterizan por ser
blancas, algodonosas, planas, sin embargo, dependiendo de la especie, puede presentarse
tonalidades cremas amarillentas (Barnett et al, 1982).

TEXTURA.A DEL MICELIO

= Algodomnosa
= Felposa

Grafica 11. Textura del micelio: tipo algodonosa y felposa

TEXTURA DEL MIWCELINO cantidad de muestras |9

Algodonosa 15 F1L A285714

Felposa =1 28,.5714286
21 100

Tabla 3. Textura del micelio

En el diagrama de torta (Grafica 4), refleja que el color del micelio tiene dos tipos de colores
gue abarcan el 38% cada uno (verde oscuro y café claro) correspondientes a la cantidad
de muestras caracterizadas como se observa en (tabla 4), el 24% restante corresponde a
el color blanco y el café oscuro con un 10% y 14%. Lo cual infiere que al momento de
caracterizar a Rhizoctonia, el color café claro y verde oscuro tendra predominancia, pero
con base en la literatura el color café claro nos caracteriza a Rhizoctonia en un crecimiento
tipi 1 o Il, y al color blanco con un crecimiento tipo IV. El color del micelio con variaciones
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desde pardo-claro hasta pardo-oscuro, dependiendo de la edad del cultivo. Esta
descripcion coincide con la reportada (Ogoshi, 1987) y (Sneh et. al, 1998).

m Blamco

Grafica 12. Color del micelio

COLOR DEL NMICELIO

m Cafe claro m Cafe oscuro Werde oscuro

COLOR DEL MICELIO cantidad de muestras |2

Blanco 2| 9.52380952
Café claro =2 IR, 0952381
Cafée oscuro 3 14, 2857143
wWerde oscurco =3 35,0952381

Tabla 4. Color del micelio

En el diagrama de torta (Grafica 5), refleja que el crecimiento del micelio tipo abundante
abarca un 62% de la cantidad de muestras caracterizadas como se observa en (tabla 5), el
29% corresponde a un crecimiento moderado y el 9 % restante a un poco crecimiento
micelial. Lo cual infiere que al momento de caracterizar a Rhizoctonia, el tipo de crecimiento
del micelio abundante puede presentarse en mayor cantidad de muestras. Durbin (1959)
encontré diferencias en la tasa de crecimiento entre aislamientos de R. solanicon
crecimientos aéreos, superficiales y subterraneos, siendo mayor la tasa de
crecimiento en los aéreos y menor en los subterraneos (Durbin, 1959).

TIFO DE CRECIMIENTO MICELIAL

Grafica 13. Tipo de crecimiento

m Poco = Abundamte = Moderado

del micelio
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5.3 Caracterizacion microscopica de las muestras

De los 21 aislamientos caracterizados macroscOpicamente, se caracterizaron
microscOpicamente los 21 con un resultado de que solo 15 de estos presentaron aunque
sea una sola de las caracteristicas microscépicas para determinar a Rhizoctonia, las cuales
fueron: formacién de T, presencia de constriccién y presencia de células monilioides. Las
cuales se podran observar en los siguientes diagramas:

En el diagrama de torta (Grafica 6), refleja la formacion de T con una presencia del 100%
de la cantidad de muestras caracterizadas como se observa en (tabla 6), Lo cual infiere que
al momento de caracterizar a Rhizoctonia, la formacion de la T es una caracteristica muy
clara y especifica que nos afirma la presencia del hongo como podemos observar en las
imagenes (anexo 3). Durbin (1959) encontré diferencias en la tasa de crecimiento entre
aislamientos de R. solani con crecimientos aéreos, superficiales y subterraneos, siendo
mayor la tasa de crecimiento en los aéreos y menor en los subterraneos (Durbin, 1959).

(Giovannini C.,et. al, 2005) indica que es posible encontrar individuos morfolégicamente
distintos dentro de la poblacién de R. solani, pero morfolégicamente se identifican por esta
caracteristica de bifurcacién hifal de la formacion de un angulo recto.

Forrmyacicary 1

m Presasmyte - S s et

Grafica 14. Formacion de T: presencia o ausencia

Formacidcmn T Cantidad de muestras |96
FPresente 15 plalel
Ausente o o

Tabla 5. Formaciéon de T

En el diagrama de torta (Grafica 7), refleja que la constriccion presenta el 100% de la
cantidad de muestras caracterizadas como se observa en (tabla 7), Lo cual infiere que al
momento de caracterizar a Rhizoctonia, la constriccion de la hifa es una caracteristica muy
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clara y especifica que nos afirma la presencia del hongo como podemos observar en las
imagenes (anexo 3).

Constriccidan Cantidad de muestras |24
Presente 15 Lo
DAusente o o

Tabla 6. Constriccién de la hifa

Comstricceicm

m Presasrnyte m S s e e

Grafica 15. Constriccion: presencia o ausencia

En el diagrama de torta (Grafica 7), refleja que la constriccion presenta el 100% de la
cantidad de muestras caracterizadas como se observa en (tabla 7), Lo cual infiere que al
momento de caracterizar a Rhizoctonia, la constriccion de la hifa es una caracteristica muy
clara y especifica que nos afirma la presencia del hongo como podemos observar en las
imagenes (anexo 3 ). La constriccion hifal es una caracteristica Unica del genero forma
Rhizoctonia (Agrios 2001).

Las caracteristicas de las hifas, junto con la presencia de células multinucleadas y
formacion de células monilioides descritas por Parmeter y Whitney (1970) como propias de
R. solani, fueron observadas en todos los aislamientos, lo que permitié clasificarlos dentro
de esta especie.

39|Pagina



CARACTERIZACION MORFOLQGICA Y DE LAS SECUENCIA ITS DE AISLAMIENTOS DE HONGOS
ASOCIADOS A RAICES DE ORQUIDEAS EN LA REGION DEL SUMAPAZ

Ceellulas elaoaormilicoiad e s

m Fresae=rrte m Sasernihe

Grafica 16. Células monilioides: presentes o ausentes.

Celulas Moniliocides

Cantidad de muestras

FPresente

=2

Ausente

=

&0
Sy

Tabla 7. Células monilioides: cantidad de muestras presentes o ausentes.

Frente a los resultados anteriores se puede verificar que los 15 aislamientos caracterizados
tanto macroscOpicamente como microscépicamente presentan caracteristicas que lleva a
determinar que los hongos son pertenecientes al género Rhizoctonia, por lo tanto para
realizar el andlisis molecular se selecciona al azar 7 aislamientos de hongos micorrizicos
con caracteristicas microscépicas y macroscopicas correspondientes al género-forma
Rhizoctonia (Sneh et al., 1991; Agrios, 2002).
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5.4 ANALISIS Y COMPARACION DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS

El andlisis y comparacion de las secuencias se realizé para solo 7 de los 15 aislamientos
caracterizados microscopicamente, ya que los recursos para poder llevar a cabo el proyecto
estaban destinados solo para esta cantidad de secuencias, en las se obtuvo los siguientes
resultados:

RESULTADOS NCBI RESULTADOS UNITE
%
FMUESTRA CODIGO MICroorganismo %identidad | %cobertura | microorganismo %identidad | cobertura
1| UDECQiHR4 2 | Neofosicocum Parvum 100 100 Neofosicocum Parvum 100 100
2| UDECCR1 2 Alternario Alternata 100 99,82 | Afternario Alternato 100 95,72
3| UDECQHR4 4 | Alternaria Alfernata 100 100 Atternario Alternota 100 100
4| UDECQP13R1 4 | Pleurotus Sp 100 100 Pleurotus Sp 100 100
5| SRM3R1 2 Bipolaris 5p 100 59,7| Bipolaris Sp 100 9348
6| SRM3R3_4 Bipolaris 5p 100 59,11 Bipolaris Sp 100 931
7| SRMGR1 2 Alternario Alternata 100 99 3| Alternario Alternota 100 994

Tabla 8. Comparacién de secuencias

1. Secuencia consenso de la muestra UDECQiHR4_2

>CCTCTGTTGCTTTGGCGGGCCGCGGTCCTCCGCACCGGCGCCCTTCGGGGGGCTGGCCA
GCGCCCGCCAGAGGACCATAAAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTGAAAAACAAGT
TAATAAACTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCT
CTGCTTGGTATTGGGCTTCGTCCTCCACGGACGCGCCTTAAAGACCTCGGCGGTGGCGTC
TTGCCTCAAGCGTAGTAGAAAACACCT.

La secuencia consenso de la muestra UDECQiHR4 2 alineada con la base de datos
universal del GenBank presento 590 pares de bases apareadas y alineamientos
significativos del 100% para Neofusicoccum parvum como se observa en la (tabla 3). Este
no presenta
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
it Alignments

Max Total Query E

Ident
score score cover value

Description

Neofusicoccum parvum isolate AF30F internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete st 590 590 100% de-165 100%

| Neofusicoccum parvum isolate AF29F internal transcribed spacer 1. partial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete st 590 590 100% 4e-165 100%

[J) Neofusicoccum parvum isolate AF10F internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete st 590 590 100% 4e-165 100%

Neofusicoccum parvum isolate AFQF internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2. complete ser 590 590 100% d4e-165 100%

Neofusicoccum parvum strain 2D 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene. and internal transcribec 590 590  100% 4e-165 100%

| Neofusicoccum parvum strain CMW39328 clone M276 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence: andinte 590 590 100% 4e-165 100%

[) Neofusicoccum parvum isolate HPP121 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RNA gene, and interal tran: 590 590 100% 4e-165 100%

Neofusicoccum parvum isolate B171 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2. complete ser 590 590 100% 4e-165 100%

Neofusicoccum parvum isolate 110-R 18S ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene. and internal transci 590 590 100% de-165 100%

Neofusicoccum parvum genomic DNA containing 18S rRNA gene. ITS1, 5.8S rRNA gene. [TS2 and 28S rRNA gene, strain TUN7 590 590 100% d4e-165 100%

Tabla 9. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra UDECQIiHR4_2 con la base de datos universal
del GenBank.

La secuencia consenso UDECQIiHR4 2 alineada con la base de datos de Rhizoctonia del
GenBank, presento alineamientos significativos del 49 al 87% con: Thanatephorus
cucumeris y Rhizoctonia solani como se observa en la (tabla 4)

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
' Alignments

Max Total Query E

Description
score score cover | value

Ident

| Thanatephorus cucumeris isolate Rs 23 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal ranse 329 329 87% de-91 8§7%

| Thanatephorus cucumeris isolate Rs 18 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal fransc 280 280 57% 2e-76 93%

] Thanatephorus cucumeris strain Rs clone 4 185 ribosomal RNA gene, pariial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene. and internal tra 280 280 57% 2e-76 93%

L) Rhizoctonia solani isolate F556 internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RNA gene. and internal transcribed spacer 2, complete sequence 266 266 65% de72 87%
| Rhizoctonia solani isolate F555 internal franscribed spacer 1, 5.85 ribosomal RMA gene. and internal franscribed spacer 2, complete sequence 266 266 65% de-72 87%

| Rhizoctonia solani strain RRS3 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal transcribed spacer? 262 262 53% 5e-71 93%

| Rhizoctonia sp. 628 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal ranscribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene. and infernal transcribed spacer 2. com 251 251 53% 9e-68 92%

| Bhizoctonia solani genomic DNA containing ITS1. 5.85 rRNA gene. [TS2. isolate PG1 245 248 53% leB6 9%

Rhizoctonia solani isolate wh550 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: intemal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal transcribed s 241 241 48% 2e-64 34%

| Rhizoctonia solani voucher CYA15 5 8S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transeribed spacer 2, complete sequence: and 285 ribosomal RNA gene 235 235 49% Te-63 93%

Tabla 10 . Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra UDECQiHR4_2 con la base de datos
universal de Rhizoctonia.
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2. Secuencia consenso de la muestra UDECQIiR1-2

>GCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACAAACATAAACCTTTTGT

AATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG

TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGT
TCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTG
CTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAG

TCGCACTCTCTATCAGCAAAG.

La secuencia consenso de la muestra UDECQIiR1-2 alineada con la base de datos universal
del GenBank presento 580 pares de bases apareadas y alineamientos significativos del
100% para_Alternaria sp y Alternaria alternata como se observa en la (tabla 12). El cual es
reportado por (Merchan, 2012) reportado en un orquideario de la Universidad de Cuenca
en Ecuador la incidencia y severidad e identifico hongos patdégenos, entre ellos Alternaria
sp, por lo tanto se puede inferir que puede pertenecer a un hongo patdgeno de la orquidea

0 un hongo enddfito que se encontraba en la raiz.

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i1 Alignments
Description

Alternaria sp. 15W-5 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.8 ribosomal RNA gene and internal ranscribed spacer 2. complete sequence: and 28¢

Alternaria sp. 28W-2 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal ranscribed spacer 2. complete sequence: and 281

Alternaria sp. CD-2B internal franscribed spacer 1. partial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2. complete sequence: and 282

Alternaria alternata isolate 6R2SN12 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2. complete ser

Alternaria alternata isolate 6R2:SN05 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2. complete ses

Alternaria alternata isolate Shimla internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequence: and intemal transcribed spa

Alternaria tenuissima strain MSEF30 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2. complete ser

Uncultured Alternaria clone MTJR-F30 185 ribosomal RMA gene. parial sequence

Alternaria sp. XN-2-1-3 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA qene. and internal franscribed spacer 2,

Alternaria sp. XN-3-1 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and internal transcribed spacer 2. ¢

580
580
580

Total | Query

E

score cover value

580
580
580
580
580
580
580
580
580
580

100%

Ident

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

Tabla 11. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra UDECQIiR1-2 con la base de datos universal

del GenBank.

La secuencia consenso UDECQIR1-2 alineada con la base de datos de Rhizoctonia del
GenBank, presento alineamientos significativos del 50% al 63% con: Thanatephorus

cucumeris y Rhizoctonia solani como se observa en la (tabla 13)
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments

Max | Total Query| E

Ident
score score cover value

Description

Thanatephorus cucumeris isolate Rs 23 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: intemal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene, and intemal transc 286 286 61% 4e-78 92%

Rhizoctonia solani isolate F556 internal franscribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene. and internal transcribed spacer 2. complete sequence 260 260 63% 2e-70 89%
Rhizoctonia solani isolate F555 internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and internal transcribed spacer 2. complete sequence 260 260 63% 2e-70 89%

Thanatephorus cucumeris isolate Rs 18 18 ribosomal RNA gene. parfial sequence: interal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal ransc 248 248 54% 1e-66 91%

Thanatephorus cucumeris strain Rs clone 4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RNA gene, and internal tra 248 248 54% 1e-66 91%

Rhizoctonia solani strain RRS3 internal transcribed spacer 1. parfial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal transcribed spacer?2 241 241 53%  2e-64 91%

Rhizoctonia sp. 62B 188 ribasomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene. and internal transcribed spacer 2. com 235 235 53% 7e63 91%

Rhizoctonia solani genomic DNA containing ITS1. 5.85 rRNA gene. ITS2, isolate PG1 232 232 B2% BekR2 91%

Rhizoctonia solani isolate wh550 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene. and internal transcribed s 228 228 52% 1e-60 90%

Rhizoctonia sp. CNPAF 0211 intemal transcribed spacer 1. pariial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and internal transcribed spacer2.| 226 226 50% 3e60 91%

Tabla 12. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra UDECQIR1-2 con la base de datos de
Rhizoctonia.

3. Secuencia consenso de la muestra UDECQIiHR1-B
STTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACAAACATAAACCTTTT
GTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCT
GTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTT
GCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACA
AGTCGCACTCTCTATCAGCAAAGGTCTAGCATCCATTAAGCC

La secuencia consenso de la muestra UDECQIHR1-B alineada con la base de datos
universal del GenBank, presento 508 pares de bases apareadas y alineamientos
significativos del 100% para_Alternaria sp y Alternaria alternata como se observa en la
(tabla 14)

Sequences producing significant alignments:
Select All None Selected 0
it Alignments

Max | Total Query| E

Ident
score | score cover  value

Description

Alternaria sp. 1SW-5 internal ranscribed spacer 1. partial sequence: 5.8S ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2. complete sequence: and 285 508 508 100% 3e-140 100%

Alternaria sp. 2SW-2 internal ranscribed spacer 1. partial sequence: 5.8S ribosomal RMA gene and internal transcribed spacer 2. complete sequence; and 285 508 508 100% 3e-140 100%

Alternaria sp. CD-28 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.8 ribosomal RNA gene and intemal franscribed spacer 2, complete sequence: and 285 508 508 100% 3e-140 100%

Alternaria alternata isolate 6R2S8M12 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene and internal ranscribed spacer 2. complete sec 508 508  100% 3e-140 100%

Alternaria alternata isolate 6R2SM05 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2. complete sec 508 508 100% 3e-140 100%

Alternaria alternata isolate Shimla internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequence: and internal transcribed spa 508 508  100% 3e-140 100%

Alternaria tenuissima strain MSEF30 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2, complete se¢ 508 508  100% 3e-140 100%

Uncultured Alternaria clone MTJR-F30 188 ribosomal RNA gene. partial sequence 508 508 100% 3e-140 100%

Alternaria sp. XN-2-1-3 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RNA gene. and internal transcribed spacer2, 508 508  100% 3e-140 100%

Alternaria sp. XN-3-1 185 ribosomal RNA gene. partial sequance: internal franscribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene. and internal ranscribed spacer 2. ¢r 508 508 100% 3e-140 100%

Tabla 13. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra UDECQIiHR1-B con la base de datos
universal del GenBank.
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La secuencia consenso UDECQIiHR1-B alineada con la base de datos de Rhizoctonia del
GenBank, presento alineamientos significativos del 50% al 63% con: Thanatephorus
cucumeris y Rhizoctonia solani como se observa en la (tabla 15)

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
It Alignments

Max  Total | Query

Ident
score score cover value

Description

Thanatephorus cucumeris isolate Rs 23 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1, 5.83 ribosomal RNA gene, and internal ransc 286 286 58% 5e-78 92%

Rhizoctonia solani isolate F556 internal transeribed spacer 1. 5 88 ribosomal RNA gene and intemal transcribed spacer 2. complate sequence 260 260 59% 2e-70 89%
Rhizoctonia solani isolate F555 internal ranscribed spacer 1. 5,85 ribosomal RNA gene. and intemal transcribed spacer 2, complete sequence 260 260 59% 2e-70 89%

Thanatephorus cucumeris isolate Rs 18 18S ribosomal RNA qene. parfial sequence: internal ranscribed spacer 1. 5 85 rbosomal RNA gene, and internal ranse. 248 248 51%  1e-66 91%

Thanatephorus cucumeris strain R clone 4 185 ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internaltra 248 248 51%  1e-66 91%

Rhizactonia solani strain RRS3 internal transcried spacer 1. partial sequence: 585 ribosomal RNA qene. complete sequence: and internal ranscribed spacer2 241 241 50% 2e-64 91%

Rhizoctonia sp. 628 185 ribosomal RNA gene. partial sequence; infemal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, com 235 235 50% T7e-63 91%

Bhizoctonia solani genomic DNA containing [TS1. 5.85 rRNA gene, [TS2, isolate PG1 232 23 4% 9e62 1%

Rhizoctonia solani isolate wh550 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene. and infernal transcribed s 228 228 49%  1e-60 90%

Tabla 14. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra UDECQIHR1-B con la base de datos de
Rhizoctonia.

4. Secuencia consenso de la muestra UDECQIiP13

>TAACCCCCTGCACCTCTTATAAAAGTTGGGGTGGGGGGTCCCCTGGGGTTTTTTTTT
AATAGAAAAACCCCTTGTGTTTTCAAAAAAACTTTTTTATATTCACCCACCCCAAAAGT
ATGTTTTATTATGAATGGTTTATAATGGCAAGGCCCTGAACCTTATTAAATTAATTCAAA
TTTCAACAAAGGATTTTTTGGCTTTTGGATTGGTGAAGAAAGGAAGGAAATTCGATAA
GTAAATTGAAATGCCGAATTCCATGGATTATTGGATTTTTGAACGCCCCCTGGGCCCT
TTGGTTTTTCGAAGGGCCAGCCTGTTTGAGGGTCCTTATTTTTTTTTGAAGGTCGGCT
CCTCTTAAATGCATTAGCGGGACTTTGTTGCCTCTGCGCATAGTGTGATAATTATCTA
CGCTAGACGCATGCAATTCTTATATTGTCCAGCTTTCTAATCGTCTCAAGGGACAATTA
CTTTGACAATTGA

La secuencia consenso de la muestra UDECQIiP13 alineada con la base de datos universal
del GenBank, presento 361 pares de bases apareadas y alineamientos significativos del
97% para_Pleurotus sp como se observa en la (tabla 16).
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i Alignments
Description

Pleurotus sp. BAB-5074 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal BNA gene. and internal franscribed spacer 2.

Pleurotus diamor voucher El Colegio de |a Frontera Sur ECS-0159 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal fransc

Pleurotus diamor voucher Colegio de Posgraduados CP-170 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed

Pleurotus diamor voucher El Colegio de |a Frontera Sur ECS-0151 internal franscribed spacer 1. parfial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal fransc

Pleurotus diamor voucher El Colegio de |a Frontera Sur ECS-0150 internal franscribed spacer 1. parfial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal fransc

Pleurotus diamor voucher El Colegio de |a Frontera Sur ECS-0123 internal franscribed spacer 1. parfial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal fransc

Pleurotus djamor voucher SP445798 185 ribosomal BNA gene. partial sequence: internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and internal franscrit

Pleurotus djamor voucher El Coleqio de |a Frontera Sur ECS-0162 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transc

Pleurotus sp. BAB-5008 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal ranscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and internal franscribed spacer 2.

Pleurotus djamor isolate TFB11718 voucher TENN F-59778 185 ribosomal RNA gene. partial sequence; internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gen

Max

Total | Query

E

score | score | cover value

361
361
361
361

361
361
361
361
361
361
357
357
355
353

97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
97%
93%

1e-95
1e-95
1e-95
1e-95
1e-95
1e95
e84
1e-94
5e-94
2e93

Ident

9%
9%
9%
9%
9%
9%
8%
8%
8%
79%

Tabla 15. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra UDECQIiP13 con la base de datos universal

del GenBank.

5. Secuencia consenso de la muestra SRM3R1-2

>TGCGCACTTGTTGTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTT
TTTTTTATGTAGTTGCAATCAGCGTCAGTAAAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAA

CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAA
TTGCAAAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAA
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTG
TCTCTCGTTCTCGGGAGACTCGCCTTAAAACGATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAG

CGCAGCACATATTTTGCGCTTTGTATCAGGAGAAAAGGAC

La secuencia consenso de la muestra SRM3R1-2 alineada con la base de datos uni
versal del GenBank, presento 609 pares de bases apareadas y alineamientos significativos
del 100% para _bipolaris sp y cochiobolus sativus como se observa en la (tabla 17). El cual
es reportado como hongo enddfito en orquideas de las especies Drobium (Chen et al.,
2012), Stelis, Lepanthes, Maxillaria, Epidendrum (Bayman, 2006) y Odontoglossum(Singh
etal., 2011). Por esto se puede inferir que este sea un hongo enddfito ascosiado a las raices

de las orquideas.
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i1 Alignments

Max | Total Query E

Ident
score score cover value

Description

Bipolaris sp. 3 TT-2014 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8 ribosomal RNA gene and intemal transcribed spacer 2, complete sequence;and2 609 609 100% 2e-170 99%

Uncultured funqus clone LX040429-122-035-A01 intemnal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and intemalt 609 609 100% 2e-170 99%

Cochliobolus safivus genes for IT31. 5.85 rRMA, [TS2, 283 rRNA. partial and complete sequence. isolate: CSMMAT 609 609 100% 2e-170 99%

Cochliobolus sativus strain CAP33B 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribasomal RNA gene, and internal franscrib 609 609 100% 2e-170 99%

Cochliobolus sativus strain C20 internal franscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2. complete sequenc 609 609 100% 2e-170 99%

Cochliobolus sativus strain C17 internal transcribed spacer 1, parfial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2, complete sequenc 609 609 100% 2e-170 99%

Cochliobolus sativus strain M94 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence: ¢ 609 609 100% 2e-170 99%

Cochliobolus sativus strain M8.2 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 585 ribosomal RNA gene. and internal transcribed ¢ 609 609 100% 2e-170 99%

Cochliobolus sativus strain M73 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 85 ribasomal RNA gene. and internal transcribeds 609 609 100% 2e-170 99%

Cochliobolus sativus strain M64.2 185 ribasomal RNA gene, partial sequence: internal franscribed spacer 1, 5.85 ribasomal RNA gene, and internal transcribed 609 609 100% 2e-170 99%

Tabla 16. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra SRM3R1-2 con la base de datos universal del
GenBank.

La secuencia consenso SRM3R1-2 alineada con la base de datos de Rhizoctonia del
GenBank, presento alineamientos significativos del 45% al 55% con: Thanatephorus
cucumeris, Rhizoctonia solani y Rhizoctonia sp como se observa en la (tabla 18)

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments

Max | Total Query E

Ident
score score cover value

Description

Thanatephorus cucumeris isolate Rs 23 185 ribosomal RMA aene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transe 259 259 55%  6e-70 90%

L)' Rhizoctonia solani isolate F556 intemal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and internal transcribed spacer 2. complete sequence 242 242 46% 5e-Bh 94%
L)' Rnizoctonia solani isolate F555 intemal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and internal transcribed spacer 2. complete sequence 242 242 46% 5e-B5 94%

Thanatephorus cucumeris isolate Rs 18 18 ribosomal RMA qene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transe 228 228 50% 1e-60 89%

Thanatephorus cucumeris strain Rs clone 4 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and internal tra 228 228 50% 1e-60 89%

Bhizoctonia sp. 62B 185 ribasomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2. com 221 221 45% 2e-58 91%

Rhizoctonia solani strain RRS3 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequence: and internal ranscribed spacer2 221 221 48% 2e-58 90%

Bhizoctonia solani genomic DNA containing [TS1. 5.85 rRNA gene. ITS2. isolate PG1 219 219 51% 6e58 88%

Rhizoctonia sp. CNPAF 0211 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal transcribed spacer 2. 215 2156 45%  T7e-57 90%

Rhizoctonia sp. CNPAF 0149 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5 85 ribosomal RNA gene. complete sequence: and internal transcribed spacer 2. 215 215 45%  T7e-57 90%

Tabla 17. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra SRM3R1-2 con la base de datos de
Rhizoctonia.

6. Secuencia consenso de la muestra SRM3R3-4
>GTTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTTTTTATGTAGT
TGCAATCAGCGTCAGTAAAAACAATGTAATTATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAAAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTT
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CGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTGTCTCTCGTTCTCGG
GAGACTCGCCTTAAAACGATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACATATTTT
GCGCTTTGTATCAGGAGAAAA

La secuencia consenso de la muestra SRM3R3-4 alineada con la base de datos universal
del GenBank, presento 578 pares de bases apareadas y alineamientos significativos del
100% para _bipolaris sp y cochiobolus sativus como se observa en la (tabla 19)

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments

Max Total Query E

Description
score score cover value

Ident

Bipolaris sp. 3 TT-2014 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.5 ribosomal RNA gene and intemal franscribed spacer 2, complete sequence;and 2 578 578 100% 2e-161 99%

Uncultured funqus clone LX040429-122-035-A01 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence: and internal t 578 578 100% 2e-161 99%

Cochliobolus safivus qenes for ITS1. 5.85 rRNA, [TS2, 285 rRNA. partial and complete sequence. isolate: CSMMA1 578 578 100% 2e-161 99%

Cochliobolus sativus sirain CAP33B 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: intemal franseribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and intemal transcrib 578~ 578 100% 2e-161 99%

Cochliobalus safivus sirain C20 internal franscribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequenc 578 578 100% 2e-161 99%

Cochliobolus sativus sirain C17 internal transeribed spacer 1. partial sequence: 5.8 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2. complete sequenc 578 578 100% 2e-161 99%

Cochliobalus safivus sirain M94 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RNA gene, complete sequence:¢ 578 578 100% 2e-161 93%

[ Cochliobolus sativus strain M3 2 188 ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RNA gene. and internal transcribed ¢ 578 578 100% 2e-161 99%

Tabla 18. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra SRM3R3-4 con la base de datos universal del
GenBank.

La secuencia consenso SRM3R3-4 alineada con la base de datos de Rhizoctonia del
GenBank, presento alineamientos significativos del 48 % al 58 % con: Thanatephorus
cucumeris y Rhizoctonia solani como se observa en la (tabla 20)

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
it Alignments

Max Total Query| E

Description
score score cover value

Thanatephorus cucumeris isolate Rs 23 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal fransc 259 259 58% 6e-70 90%

|/ Rhizoctonia solani isolate F556 internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and internal franscribed spacer 2. complete sequence 242 242 48% b5e6b 94%
|/ Rnizoctonia solani isolate F555 internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and internal franscribed spacer 2. complete sequence 242 242 48% b5eBH 9%

Thanatephorus cucumeris isolate Rs 18 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal fransc 228 228 53% 1e60 89%

Thanatephorus cucumeris strain Rs clone 4 188 ribosomal RNA aene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMA gene, and internal tra 228 228 53% 1e-60 89%

Rhizoctonia sp. 628 188 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5 85 ribosomal RNA gene. and internal ranscribed spacer 2. com 221 221 48% 1e-58 91%

Rhizoctonia solani strain RRS3 internal ranscribed spacer 1, partial sequence: 5.5 ribosomal RNA gene, complete sequence: and interal ranscribed spacer2 221 221 50% 1e-58 90%

Rhizoctonia solani genomic DNA containing [TS1. 5.85 rRNA gene, ITS2, isolate PG1 219 219 53% bGe-h3 88%

Rhizoctonia sp. CNPAF 0211 intemnal ranscribed spacer 1, parfial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequence: and internal transcribed spacer 2. 215 215 48%  6e-57 90%

Rhizoctonia sp. CNPAF 0149 intemal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RMA gene, complete sequence: and intemal franscribed spacer 2, 215 215 48%  6e57 90%

Tabla 19. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra SRM3R3-4 con la base de datos de
Rhizoctonia.
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7. Secuencia consenso de la muestra SRM6R1-2
STTTCCTGGGCGGGTTCGCCCGCCACCAGGACCAAACCATAAACCTTTTTTTTTTATGCAGT
TACCATCAGCGTCAGTAAAAACAATGTAATTAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAAAATTC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCT
GTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTTTGCTTGGTGTTGGGCGTTTTTGTCTCCCTCTTT
CTGGGAAACTCGCCTTAAAACGATTGGCAGCCGGCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAT
AATTTGCGCTTTGTATCAGGAGAAAAGGACGGTAATCCATC

La secuencia consenso de la muestra SRM6R1-2 alineada con la base de datos universal
del GenBank, presento 508 pares de bases apareadas y alineamientos significativos del
100% para_Alternaria sp y Alternaria alternata como se observa en la (tabla 21).

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments

Max | Total Query| E

Ident
score score cover value

Description

Bipolaris zeicola sirain ACCC38965 185 ribosomal RNA qene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal ranscribi 603 603 100% 6e-169 99%
Bipolaris zeicola strain ACCC38964 185 ribosomal RNA qene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal ranscribi 603 603 100% 6e-169 99%
Bipolaris zeicola strain ACCC38963 185 ribosomal RNA qene, partial sequence: internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal ranscribi 603 603 100% 6e-169 99%
00% 6e-169 9%%
00% 6e-169 99%
00% 6e-169 99%

Bipolaris zeicola strain ACCC38962 185 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal ranseribi 603 603
Bipolaris zeicola strain ACCC38961 18S ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal ranseribi 603 603

Bipolaris zeicola strain ACCC38960 185 ribosomal RNA gene, parfial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal transeribi 603~ 603

00% 6e-169 99%
00% 6e-169 99%
00% 6e-169 99%

Bipolaris zeicola isolate B36 intemal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RMA gene and intemal transcribed spacer 2, complete sequence:¢ 603 603

Bipolaris zeicola isolate B30 intemal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.85 ribosomal RMA gene and intemal transcribed spacer 2, complete sequence:¢ 603 603

1
1
1
Bipolaris zeicola strain ACCC38950 18 ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and intemal ranscribi 603 603 100% 6e-169 99%
1
1
1

Bipolaris zeicola isolate B29 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 585 ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, complete sequence;: 603 603

Tabla 20. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra SRM6R1-2 con la base de datos universal del
GenBank.

La secuencia consenso SRM6R1-2 alineada con la base de datos de Rhizoctonia del
GenBank, presento alineamientos significativos del 50% al 63% con: Thanatephorus
cucumeris y Rhizoctonia solani como se observa en la (tabla 22).
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i Alignments

Max | Total Query E

Ident
score score cover value

Description

Thanatephorus cucumeris isolate Rs 23 188 ribosomal RNA aene, partial sequence: internal ranscribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transe 268 268 61%  1e-72 89%

Rhizoctonia solani isolate F556 internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence 242 242 46% Ge-65 94%
Rhizoctonia solani isolate F555 internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, and internal franscribed spacer 2, complete sequence 242 242 46% 5e-B5 94%

Thanatephorus cucumeris isolate Rs 18 185 ribosomal RNA qene, partial sequance: internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and intemal ransc 235 235 54% Te63 88%

Thanatephorus cucumeris strain Rs clone 4 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RMA gene. and infernaltra 235 235 54% T7e63 88%

Rhizoctonia solani strain RRS3 internal transcribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequence: and internal transcribed spacer? 226 226 51% de-60 89%

Rhizoctonia sp. 62B 185 ribosomal RNA gene, parfial sequence: internal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. and internal franscribed spacer 2. com 223 223 47% 5259 90%

Bhizoctonia solani genomic DNA containing [TS1. 5.85 rRNA gene. [TS2. isolate PG1 219 219 51% 6e-58 88%

Rhizoctonia sp. CNPAF 0211 internal ranscribed spacer 1. partial sequence: 5.85 ribosomal RNA gene. complete sequence: and internal franscribed spacer 2. 215 215 45%  T7e-57 90%

Rhizoctonia sp. CNPAF 0149 internal transcribed spacer 1, partial sequence: 5.8S ribosomal RNA gene. complete sequence: and internal transcribed spacer 2. 215 215 45%  Te-57 90%

Tabla 21. Alineamiento de la secuencia consenso de la muestra SRM6R1-2 con la base de datos de
Rhizoctonia.

5.5 ARBOL FILOGENETICO

En este arbol podemos observar el alineamiento de secuencias multiple el cual arroja
como resultado la siguiente grafica

FPhwlograrnm
Branmnch laeangth: 0 Cladogram = Raeol
A4-udecqqiplEri—< O.Z5959
1-uwudecqgibhrg 2 O. 157328
Z-udeccril-—-Z - 000555
Z-udecqgihrs4-<4 O.00555%
Fosrmarl-2 O.02Z205
S-srma3rl-2 O.00159
S-srma3r=2-<94 - O.00159

Grafica 17. Arbol filogenético del alineamiento de secuencias mltiple de las siete muestras evaluadas

Se puede evidenciar en la (grafica 9) que el alineamiento de secuencias multiple se divide
en cuatro grupos, llegando a evidenciar que las dos primeras muestras (4) udecqip13rl-4y
1) udecqihrd_2) los cuales pertenecen al mismo grupo pero se encuentran a largas
distancias donde no llegan a tener una similaridad, que se confirma con los resultados
arrojados por el NCBI anteriormente nombrados los cuales dicen que la muestra 4)
pertenece a la especie Pleurotus sp y la muestra 1) pertenece a la especie Neufosicocum
Parvum por tanto se puede presentar la lejania entre las muestras. El segundo grupo
compuesto por las muestras 2-udeccrl-2 y 3-udecqihr4_4 presentan un alineamiento muy
cercano que se confirma con los resultados arrojados por el NCBI anteriormente nombrados
los cuales dicen que las dos muestras pertenecen a la especie Alternaria Alternata por lo
tanto se puede definir la cercania entre las muestras. El tercer grupo pertenece a la
muestra 7-srm6rl_2 la cual tiene un alineamiento muy cercano con el grupo cuatro pero
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también una cercania con el grupo dos lo cual no la define claramente entre alguno de los
dos grupos. En el cuarto grupo se puede observar que las muestras 5-srm3r1-2 y 6-srm3r3-
4 presentan un alineamiento muy cercano que se confirma con los resultados arrojados
por el NCBI anteriormente nombrados los cuales dicen que las dos muestras pertenecen
a la especie Bipolaris sp por lo tanto se puede definir la cercania entre las muestras.

Tabla 22. porcentaje de identidad de comparacion entre las muestras

# MUESTRA |CODIGO UDECQiP13R1 4 {UDECQiHRA 2 |UDECCR1 2 |UDECQiHRA 4|SRMBR1 2 |SRM3R1 2 |SRM3R3 4
4/UDECQjP13R1 4 100 48,3 50 45,87 00 5089 5L3
1|UDECQjHRA 2 483 100 1,22 71,26 69,74 70,03 71,51
2|UDECCR1 2 30 1,22 100 85,09 86,54 86,65
3|UDECQiHR4 4 48,87 71,26 100 81,36 83,05 85,71
7/5RM6R1 2 30 69,74 85,09 81,96 100 97,17 97,14
3/SRM3R1_2 30,83 70,03 80,94 83,05 9117 100
6/SRM3R3 4 31,32 71,51 86,65 85,71 97,14 100

En la (tabla 23) se evidencian los porcentajes de identidad de las muestras. Los que se
encuentran resaltado en color amarillo presentan una comparaciéon entre si, los cuales no
serdn tomados en cuenta. Los que se encuentran resaltados en color rojo presentan un
porcentaje de identidad del 100 % que nos define la similaridad entre las muestras; estos
resultados se pueden constatar con la (grafica) que define que las muestras 2y 3
(Alternaria Alternata), 5y 6 (Bipolaris sp) presentan un alto porcentaje de identidad.

En la siguiente grafica se puede observar las mimas muestras del alineamiento multiple
anterior comparadas frente a un testigo que es la secuencia de Rhizoctonia (thanateforus)
gque se presento con mayor porcentaje de identidad del NCBI.

FPhwylogram
EBranch length: ¢ Cladogram = Real
G4-udecqipl3Irl-<4 O.2Z323428
Rhizoctonia O.1801
1-udecqgihrd__ 2 O.132596
Z-udeccrl-2 -0.007F7F2
S-udecqgihrst-<4 O.007F7F2
F-srmErl-2 0.020Z29
S-srm323Erl-2 0.00159
S-srm3ErZ2-<4 —-0.00159

Grafica 18. Arbol filogenético del alineamiento de secuencias multiple de las siete muestras evaluadas
secuenciado frente a muestra testigo (Rhizoctonia).
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Tabla 23. Porcentaje de identidad frente a Rhizoctonia

#MUESTRA (CODIGO UDECQiP13R1 4|Rhizoctonia |UDECQiHR4 2|UDECCR 2 \UDECQiHRA 4|SRMGR1 2|SRM3R1 2|SRM3R3 4
4|UDECQiP13R1 4 100 433 A0 13,87 a0 08 532
testigo Rhizoctonia 4p,34 68,39 63,13 62,23 60,9 94 6Ll
1|UDECQiHR4 2 433 100 L2 L. 6974 0 LA
2|UDECCR1 2 A0 1,2 100 o0 8509 8634 8665
3|UDECQiHR4 4 13,87 1L,% 100 1000 8%  &05 &7
7/SRM6R1 2 A0 69,74 85,09 81,96 w9717 9714
3|5RM3R1 2 30,89 10,03 80,34 8,05 91 100 100
6|SRM3R3 4 3,32 1,31 86,05 & 9714 100 100

En la (tabla 24) se evidencian los porcentajes de identidad de las muestras frente a la
muestra testigo (Rhizoctonia), en la cual se evidencia que el mayor porcentaje es de 68,39
% que presenta la muestra N° 1, la cual muestra una similaridad entre estos, los demas

presentan un porcentaje bajo.

MICROORGANISMO

TAXONOMIA

CARACTERISTICAS

ECOLOGIA

Neofosicocum
Parvum

Ascomycota
Botryosphaeriaceae

Las colonias en PDA
inicialmente son pélidas,
oscureciendo
gradualmente con la edad a
color gris. Una
caracteristica distintiva es
la  produccion de un
pigmento amarillo que se
difunde en el agar.

Las especies de la familia
Botryosphaeriaceae se distribuyen en
zonas de climas templados y tropicales
por todo el planeta (Barr 1972). La mayor
parte de los géneros incluidos en esta
familia se han considerado endéfitos y se
han encontrado en casi todas las plantas
lefiosas que se han analizado, tanto en
angiospermas como en gimnospermas
(Slippers y Wingfield 2007).

IMAGEN

Alternaria Alternata

Ascomycota

Hongo filamentoso con
conidiéforos simples, de
color pardo, con septos
transversales y verticales
de disposicion irregular

Es un hongo extremadamente comin en
abonos, plantas (fresas, crisantemos,
tomates, zanahorias y esparragos),pulpa
de madera y madera podrida.

Pleurotus Sp

Basidiomycota

Es un género de setas con
el himenio laminado que
incluye a algunas especies
comestibles

Especies comestibles de gran interés
comercial, como el champifion ostra
(Pleurotus ostreatus) o la seta de cardo
(Pleurotus eryngii).

Bipolaris Sp

Ascomycota

Produccion de conidios
marron Hifas septadas,
Conididforos cafés, rectos,
geniculados., unicelular.
Colonias aterciopeladas o
algodonosas, inicialmente
blancas, marrén o
grisdceas que se
convierten en_verde oliva

Bipolaris crece en restos de plantas., el
suelo, y es reportado como hongo
enddfito en especies orquidoides.

Tabla 24 Caracteristicas taxonémicas, morfolégicas y ecologias de los hongos obtenidos
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Morfol6gicamente se identificO Rhizoctonia sp bajo caracteristicas microscopicas como la
formacion de «T», constriccibn en la bifurcacion hifal, ya que segln géneros
de Rhizoctonia no se producen conidias y sélo rara vez producen basidiosporas, ya que en
condiciones de laboratorio se presenta como un micelio estéril. La clasificacion de estos
hongos a menudo ha sido dificil, se basan principalmente en diferencias en la morfologia
observados mediante el cultivo del hongo (Paulo Ceresini, 2010). Por lo tanto se puede
decir que con base en las caracteristicas macroscépicas y microscépicas se tiene la
presencia del género Rhizoctonia, aunque molecularmente las muestras presentan
diferentes hongos como son:

e Neofosicocum Parvum que presenta unas caracteristicas del micelio de color palido
y una pigmentacion amarilla como se puede observar en la (tabla 25), las cuales no
presentan ningln parentesco con las caracteristicas de Rhizoctonia, pero de
acuerdo con su ecologia. Se ha reportado como enddfitos en plantas lefiosas los
cual pone en duda tanto el resultado morfolégico como molecular de la muestra.

e Alternaria Alternata que presenta caracteristicas morfologicas similares
a Rhizoctonia como es el color pardo y la presencia de septos como se observa en
la (tabla25), es comun encontrarlo en pulpa de madera o madera podrida.

e Pleurotus sp comparte en el mismo phylum con Rhizoctonia pero algunas de estas
especies so comestibles (cita) con gran interés comercial. Muchas de las orquideas
muestreadas crecen sobre el mantillo, por tanto es posible que este hongo pueda
estar asociado a este.

e Bipolaris aunque difieren de phylum, Rhizoctonia siendo un basidiomycete y
Bipolaris siendo un ascomycota, comparte ciertas caracteristicas morfolégicas
microscopicas, como hifas septadas y la formacién de T hifal, en las muestras no se
encontraron conidias y tampoco conidiéforo, por el contrario se evidenciaron células
monilioides que son caracteristicas de Rhizoctonia.
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CONCLUSIONES

1. Las orquideas que se encuentran en la Reserva Natural del Quinini y el Parque
Natural San Rafael generalmente presentan microorganismos fungicos asociados a
las raices de las orquideas, ya se han de caracter formador de micorrizas o no, o0 se

presenten como hongos endofitos de las raices de orquideas.

2. Se aislaron hongos con caracteristicas morfoldégicas macroscopicas y microscopias,

correspondientes al género Rhizoctonia

3. Al comparar las secuencias obtenidas con la base de datos del GenBank se
encontr6 Neofosicocum Parvum, Alternaria alternata, Pleurotus sp. y Bipolaris sp.

en la Reserva Natural del Quinini y el Parque Natural San Rafael.

4. El arbol filogenético del alineamiento de las secuencias mostro que las muestras de
Alternaria Alternata son muy cercanas o estan alineadas, y que las dos muestras
bipolaris sp se son muy cercanas alinearon lo cual indico que si representan el

mismo género.

5. A pesar de que estas secuencias tienen un menor porcentaje de identidad con
Rhizoctonia que es el hongo formador de micorriza orquidoide mas reportado, segun

las caracteristicas microscépicas que presentaron si correspondia a este género.

RECOMENDACIONES

+ Para proximos estudios se recomienda realizar transeptos generalizados a la

Region del Sumapaz con el fin de abarcar el mayor territorio posible.

+ Para futuros estudios de micorrizas enfocados al hongo formador de micorriza
Rhizoctonia, identificar los enrollamientos hifales en las raices de las orquideas
(pelotones) y hacer siembra de estos, ademas amplificar las regiones IT'S 5,8s e
IT'S 28s especificos para este género, teniendo en cuenta que los cebadores

permitan la amplificacion de estas regiones en amplitudes mayores a 1000pb.

+ ldentificar las funciones ecoldgicas de los hongos endoéfitos asociados a las raices

de orquideas encontrados en el presente trabajo.

» Para posteriores trabajos se recomienda rectificar la presencia de estos posibles
hongos enddfitos (Neofosicocum Parvum, Alternaria alternata, Pleurotus sp. y

Bipolaris sp) presentes en las orquideas.

+ Para proximos estudios tomar varias muestras por género de orquidea encontrada

y en lo posible en estados juveniles.
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ANEXO 1

Orquideas muestreadas en la Reserva Natural San Rafael

Figura 16. Muestra SRM2. Fotografias tomadas por C. Ariza, 2014.

AN It

Figura 17. Muestra SRM3. Fotografias tomadas por C. Ariza, 2014.
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Figura 18. Muestra SRM5. Fotografias tomadas por C. Ariza, 2014.

Figura 20. Muestra SRM4. Fotografias tomadas por C. Ariza, 2014.
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Orquideas muestreadas en el parque natural Quinini

Figura 21.Muestra QiM1. Fotografias Figura 22. Muestra QiM2. Fotografias tomadas por C. Ariza,
tomadas por C. Ariza, 2014. 2014.

Figura 24. Muestra QiM3. Fotografias tomadas por C. Figura 23. Muestra QiM4. Fotografias tomadas
Ariza, 2014. por C. Ariza, 2014.

‘__"\ 5%

Figura 25. Muestra QiM5. Fotografias tomadas por C. Figura 26. Muestra QiM6. Fotografias tomadas
Ariza, 2014. por C. Ariza, 2014.
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Figura 27. Muestra QiM7. Fotografias tomadas Figura 28. Muestra QiM8. Fotografias tomadas
por C. Ariza, 2014. por C. Ariza, 2014.
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ANEXO 2
CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
Tipo Presencia Textu Imagen
No | Codigo ] crecimi | de micelio | Color ra
(cm) ento aéreo
RE-
1 | SRM3RII| 1,2 Poco Poco Blanc | Algodo
I-2 (0] nosa
RE- Abundan Algodo
2 SRM3RI- | 2,1 Abundante Café
2 te nosa
RE-
UDECQ Abundan . | Algodo
3 P21RIIL 1,75 te Abundante Café nosa
1
RE- Moderad Verde | Felpos
4 | SRM3RII | 14 Poco P
I-3 0 OSCuro a
RE- Verde
5 | SRM1RII | 1,85 MOd(frad Moderado | muy Fe'gos
-3 oscuro
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RE- .
6 | SRM6RI- | 1,35 | Poco Poco Café | Algodo
5 claro nosa
RE- Abundan Café | Algodo
7 UDECQi 2,1 Abundante
te oscuro | nosa
CRI-2
RE- Abundan Café | Algodo
8 UDECQ | 1,55 te Abundante claro nosa
P21RII-3
RE- Abundan Verde | Algodo
9 UDECQi | 1,65 te Moderado oscuro | nosa
CRI-5
RE- Verde
10 | SRM6RII | 2,15 MOdOerad Poco muy Feg’os
I-2 oscuro
RE- Abundan Café | Algodo
11 | SRM3RII | 2,55 Abundante Y
-4 te claro nosa
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12 UDECQIB 1,35 Moderad Poco Café | Algodon
R2-1 o] claro osa
RE- Abundant Café | Algodon
13 | SRM6RI- | 2,6 Abundante 9
1 e claro osa
RE- Moderad Café | Algodon
14 SRIVZIGRI- 2,3 o Poco claro osa
RE- Abundant Café | Algodon
15 SRI\fI32RIII 1,75 e Moderado 0SCUro osa
RE- Abundant Verde
16 SRM1RI- 15 Poco Felposa
4 e 0scuro
RE- Abundant Algodon
17 | UDECQ_ | 2 o Moderado | Blanco %Sa
P13RI-4
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RE-
18 | SRM3Ri | 1,3 | Moderad Poco verde | colhosa
3 0 oscuro
RE- Verde
19 SRM1RI- 1,8 Abundant Abundante sectori Algodon
e 0oSsa
3 zaso
RE- Abundant Café | Algodon
20 | UDECQIH | 2,2 Poco 9
e oscuro 0osa
RIV-2
RE- Fel
21 | UDECQIH | 1,65 | Abundant Poco Verde
e OScuro
RIV-4 posa
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ANEXO 3
CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS
. Formacid s Ceélulas
No | Codigo nT Constriccion Moniliodes Fotos
1 | RE P te | P t Ausent -
UDECQICRI-S resente resente usente
2 RE- Presente Presente Presente
UDECQIHRIWV-4
3 RE-SEMGRI-2 Presente Presente Ausente
4 RE-SEM3RI-2 Presente Presente Presente
g UDECOiERZ-1 Presente Presente Presente
B RE Presente Presente Presente
UDECQP13RI-4
7 RE-SRM3RIII-4 Presente Presente Presente
RE- - |
8 UDECQ_P13RI- | Presente | Presente Ausente t’ e
2 j“:
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o RE-SZRKM1EI-2 Fresante FPresante Ausents

10 | RE-ZSZRKMZRII-2 Fresante FPresante Fresamnte

11 | RE-ZRKMEBRI-2 Fresante FPresante Fresamnte
RE-

12 | UDECQPZ1ENII- | Presante FPresante Fresamnte
1

13 RE- Presente | Pressnte Ausente
UDECQIHRW-2

14 RE- Presente | Pressnte Presente
UDECQEICRI-2

13 RE-ZRKMIRII-4 Fresante FPresante Ausents
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ANEXO 4

ASOCIADOS A RAICES DE ORQUIDEAS EN LA REGION DEL SUMAPAZ

Tabla Resultados de la comparacion de la secuencia problema N° 3 contra la base de

datos UNITE

Query= NoName

Length=572

jeguences producing significant alignmentss:

3 [t i i e e |

n

Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria sp G57

Alternaria sp G40

Alternaria alternata
Alternaria arborescens
uncultured fungus (Alternaria)
Alternaria sp EJ_Z012
Alternaria sp EJ_Z012
Alternaria sp EJ_2Z012
Alternaria sp EJ_2Z012
Alternaria sp EJ_2Z012
uncultured fungus (Alternaria)
Alternaria
Alternaria
Alternaria sp I461

Alternaria arborescens

Alternaria sp TAZ44

Alternaria alternata

uncultured endophytic fungus (Alternaria)
Alternaria sp HOZ T711s 2

fungal sp TBF_V (Alternaria)

Altermaria longipes

Alternaria brassicicola

Altermaria sp MBPl3A

uncultured Ascomycota (Alternaria)
uncultured endophytic fungus (Alternaria)
uncultured endophytic fungus (Alternaria)
Alternaria sp MUCL 45333

Alternaria sp IAZ49

Alternaria sp IAZ48

Alternaria sp EL_1

Alternaria tenuissima

Alternaria sp YTYZ(1)

Alternaria arborescens

Alternaria sp G47

Alternaria tenuissima

Scoreae
(Bits)

1032
io0z9
io0z9
io0z9
io0zg
io0zg
io0zg
io0zg
io029
io0z9
io0z9
io0z9
io0z9
io0z9

=
=

[
=]
L]
e
(=]
=

coocCcocCocCCO0OOOOO0O0OOO000D

QLLLELLLOOOOOOOORRRRRR

Tabla Resultados de la comparacion de la secuencia problema N° 1 contra la base de

datos UNITE

Query= MoName

Length=578

Sequences producing significant alignments:

UDBQ20925
UDBE020917
UDBED2 &
UDBD 4
UDBD
UDBEQ
UDBD

UDB023750
UDB0030
UDBD150
UDBD229
UDB022B64
UDBO1671
uDBQ 5
UDBO1645
UDB020914
UDBD17BT2
UDBED17E132

Score

{Bits)
Neoscytalidium dimidiatum | Brazil 708
Fhyllosticta yuccae Brazil 504
Fhyllosticta yuccae Brazil 500
Hainesia Netherlands 4789
Hainesia Netherlands 473
Hainesia Netherlands 473
Hainesia Netherlands 471
Hainesia Netherlands 470
Hainesia Iceland 468
Abrothallus | Ital 462
Skyttea nitschkei Y United Kingdom 462
Alectoria sarmentosa | Estonia 462
Hainesia | Netherlands 457
Geltingia associata | Iceland 457
Plectocarpon lichenum | United States 457
Geltingia associata | United States 455
Alectoria sarmentosa | Estonia 453
Fhaeopyxis punctum Estonia 444
Cetraria islandica Estonia 4389
Evernia divaricata Estonia 439
Heyderia abietis | Estonia 439
Bulgaria inguinans | Estonia 437
Crocicreas furvam Lithuania 437
Evernia prunastri | Estonia 435
Bulgaria inguinans | Estonia 435
Hainesia brevicladeniae | Austria 435
Usnea dasypoga | Estonia 430
Crocicreas epicalamia | Estonia 430
Evernia divaricata | Estonia 428
Pezizella ucrainica | Belarus 421
Hypocenomyce anthracophila | Estonia 421
Evernia divaricata | Estonia 419
Unguiculariopsis lettaui Estonia 417
Unguiculariopsis lettaui Estonia 417
Fhyllosticta bifrenariae Brazil 416
Geoglossum atropurpureum Estonia 416
Unguiculariopsis lettaui Estonia 416

=
]
L [k Lo

o=

Se=

el
]
o e [ 1

le=127
6e-125
3e=123
3e=123
3e=123
9e-123
9e-123
3e=122
3e=122
3e=122
le=120
le-120
S5e=120
Te-=118
Te=118
2e=117
8e-117
de=117
3e=116
3e=116
3e=116

LOCKED by Ave Suiqa
LOCKED by Ave Suiqa
LOCKED by Ave Suifa
LOCKED by Ave Suiqa
LOCKED by Ave Suifja
LOCKED by Ave Suiqa
LOCKED by Ave Suiqa
LOCKED by Ave Suiia

LOCKED by Ave Suifja
LOCKED by Ave Suifa

LOCKED by Ave Suiia

LOCKED by Ave Suidja

LOCKED by Kadri Partel

LOCKED by Kadri Pirtel

LOCKED by Ave Suifa
LOCKED by Hadri Pirtel

LOCKED by Ave Suifa

LOCKED by aAve Suifa
LOCKED by Ave Suifa

LOCKED by Ave Suifa
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ANEXO 5

Resultados de la comparacién de la secuencia problema N° 3 contra la base de datos
UNITE

CLUSTAL ©(1.2_.1} multiple =eguence alignment

4 udecgipl3rl—3 TAARCCC T GCACCT CI T AT AR AT I GGG GGG T CCCCTGEGEET I T T I LI I TAAT

1-udecgihzg_ 2
2 udeccrl—2
Fudecgihrd—4
T—=rmErl—2
S—=rm3rl—2
E—=rm3rcr3d—4

4—udecgipl3dzl—42

1-udecgihrd 2
2—undecorl—2
S—udecgihz2—42
T—=rmEcl—2
S—=rm3arl—2
E—=rmar3d—32

S-nundecgipl3arl—4a

l-undecgihrd 2
2 udeccrl—2
Fundecgihrd—43
T—=rmErl—2
S—=rm3rl-—2
E—=rm3rcr3d—4

d4—undecgiplarcrl—4=2

1-udecgihrd 2
2—undecorl—2
—udecgihzd—42
T—=rmEcl—2
S—=rm3arl-—2
E—=rm3r3d—4

d-ndecgipl3drl—4a

1-udecgihzg_ 2
Zundeccrl—2
Fudecgihrd—4
T—=rmErl—2
S—=rm3arl—2
E—=rm3dr3d—4

L T e

CTCDEITECITIEEOEEECD
FLACT
TILLIGCOELACT

TECECACT
AGARAR AARARCCOCCIIGIGIII I CAARRRRRCTIIL L LATAT D CACOCHR ——OOCCARRRGET
I I A OO CIT CFEEEEEFCIEECCARCOEO O —— ————— ECCRAEARE

——— I G CCI I GGG I I CGOCCACCACTAGGACARRCATRARC
— I G CCIT GGG I TGO CACCACTAGEACARRACATRARC

TLILCCL FEEFIICECCCECCACCAGEACCRARRACCET AR
TE—————————— —IIGIIICC G GEOEEEI I OGO OGOCACCARGEGRACCAARTCCATAR
I I GECEEE I I OGO CACCAGGRCCARRCCAT AR

a a a a

ATNGI I AT IATGAATGGC I I LATAATGECAAGGCCCIGAARCCITAT IAAAT TART ICARR
GARCCATAARARC T CCAGCTICAGIGAACT ICGCAGICIGAARARCARCT LAATARACTARA R
o I GCAAT I G CARAT CAGCCICA——— CrLARCARRART T AATAAT L ACERC
C———————— - I I GTAAT DGCAATCAGCGICA————GCLARCARAAT TAATAAT TACARC
ACCIIIIII I I TATGCAGI TACCATCAGCGICAGTAARRRCARATGCIAAT LAAT TACERC
ACCIII T I I AT G IAGI IGCAATCAGCCGICAGTAARERC AR TCEIART TAT LACERC
ACCIII T I I AT G IAGI IGCAATCAGCCGICAGTAARERC AR TCEIART TAT LACERC

- - - - - - - -

T CARCARRAGEAT I L L I I I I AT I I GAAGARARGEARGEARAT T CCATARGT
T CARCARR AT I I I I GECAT COEAT GAAGAACGCAGCEAR AT FOCATARGT
TIICARCARCGGATCICI GG LCIGECATCGAT GAAGAACGCAGCGAARARTGCOGATAAGT
T CARCAE R CEAT I DG D GECAT CEAT ARG A CECACCEARRTECEATARCT
T CARCARR AT I I I I I C I GECAT OCAT GAAARACECAGCEAR AT FOCATACET
T CARCARCGCAT CICI TG I C I GECATCGAT GAARARACGCAGCGAARART GOGATACET
T CARCARCGCAT CICI TG I C I GECATCGAT GAARARACGCAGCGAARART GOGATACET

Asssssasd Sadd & SdAE & & & Sd & Sdda Sd & & assas aAsasa S

AARAT I CGAAR T GCCGAAT I CCATGEGATIAT I GGAT I L L L GAARCGOCCCOCCIGEGEOOCITIGCE
ARG CAART T A AR T T AT A AT AT CEAART CIT I GARCGECACAT T EOECCCCT T EE
AR EAART T A AR T T AT A AT AT CEAART CIT I GARCGECACAT T ECOECOCOCITIEE
A G CAAT T CAC AR T T C A T AR AT CAT CCAART CI L LEARCCCACAT I CGOGEOOCITIEE
AT GIGAAT I GCARAART I CACGIGAATCATCGAATCI L LGAARCGCACATIGOGCOCCITIGE
ARG EAART T AR R R T T AT A AT AT CERAART CIT I GARCGECACAT T ECOECCOCITITEE
ARG EAART T AR R R T T AT A AT AT CERAART CIT I GARCGECACAT T ECOECCOCITITEE

a asaa aasa aaaaa Aa 4d A4 4 44 SAdddadddd & 4a asaa aadaa
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ANEXO 6

Alineamiento de secuencias multiple con muestra tetigo (Rhizoctonia)

CLOUITAL ©(1.2.1} multiple =eguence aligoment

d4—undecgiplidcl—4%

2-udecorl—2
F-udecgihrd—4%
T—=rmErl—2
S—=mrm3arl—2
E—=rm3r3—32
Rhisoctonia
1-udecgihrd 2

d-undecgipl3irl—4

2 udeccrl—2
F—udecgihri—4
FT—=mrmErl—2
S—=rm3arl—2
E—=rm3r3a—4
PFhisoctonia

l-udecgihrd 2

4-ndecgipl3rl—4

2 udeccrl—2
F-udecgihrd—3
FT—=mrmErl—2
S—=rm3rl—2
E-=rm3r3a—=
Phizococtonia
l-udecgihrd_ 2

4-ndecgipl3rl—4

2—undeccrl—2
F-udecgihrd—3
T—=rmExrl—2
S—=rmarl—2
E—=rm3Ir3a—4
PFhisocctonia
l1-udecgihrd_ 2

f-udecgiplarl—=2
Z2-udecorl—=2
2-udecgihr3—2
T—=srmErl—2
S—=rm3rl—2
E—=rmIra—=
Phisooctomnia

l-udecgihrd =

f-udecgiplarl—=2
Z2-udecoril—=2
2-udecgihr3—2
T—srmErl—2
S—=rm3rl—2
E—=rmIra—=
Rhiscctonia
1-udecgihz$_ =2

f-udecgiplarl—=2
Z2-udecorl—=2
2-udecgihr3—2
T—srmErl—2
S—=rm3=1—2
E—=rmIra—=
Rhiscctonia

l-udecgihrd =

f-udecgiplarl—=2
Z2-udecorl—=2
2-udecgihr3—2
T—srmErl—2
S—=rm3rl—2
E—=rmI=3—2
Rhiscctonia

l-udecgihrd =

——————— —TAACCCCCTECACCICITATARRRGETT T TooCoCT

T A AR I O AR EEAT CAT TACAR T FACCCOEEICTARACCACOEEATECT

——— G LI T I AATAGARALMACCCCIIGIGII L ICAARARARCTILLLLATATIC
C——ETACTICIT—GILIDCCITIGGIGEGTT - CECCCACC
————————————— —IIL[GC——GLACIICII———GILILICCITGGIGGEL L~ CGOCCROC
T CCIGEECEEEFI T CEOCOE0C
TEC——ECACTITGIT —— —GITTCCISEECEEEIT CECoooE00
EFITICCIGEEECEEEFIT CEOCoOE0C
AT I I AT AR I I I D I CCGAC T CI T O I TGO I CCEEEEAGCERACCCTECOCTTC
———— I I I I I I I O e oI C— I OO RO CCC-TI CEEEEEECT

-

ACCCA——CCCCARAR AT AT T I T LATTATGAAT GE I T TATAATGECAAGGCCCTGARACC
ACTAGGACARARCATARRCC ————————— —ITITITGLAATIGCAATCAGCGETCA————GTAA
ACTRGEERCERRCATRARRCC————————— —IITITGIAATIGCART CAGCEICA————ETAR

ACCREEACCRRRCCAT AR R CTI I I I I I I LI TATGCACGT TACCATCAGCOGTCAGTARR R BT
ACCAGEACCARACCATARRCCI I I TIL LI LATGIAGT IECAATCAGOGFTI CAGTARRRRC
ACCAGEACCARA LA T AR AT I I T I L L LAT GLACGT DECAATCAGOEFT CAGT ARRR BT
O eI O eI A CARCI T CAA R C T CI I GO TAACTI T IGCACTI CIGACTARACT
GECCAGCECCOECCACGAGGACCATARRACT CCAGICAGCTGAACT ICGCAGICIGARRRRC

-

TTATTAAAT T AAT T CARATT I CAACARAGEATTII T DGECITITGEAT I GCTGARAGAR ARG
CARERT AR R AT TAC AR T T I AR C AR EEAT CI CI T EEIICIGECAT CEAT GAAGRRCE
CARERT AR R AT TAC AR T T I AR C AR EEAT CI CI T EEIICIGECAT CEAT GAAGRRCE
AR AR T T AAT L AC AR I I CAAC AR CCEAT CICI I GFI L CIGECAT CFATGARRRRCE
AATGLAAT-TATITACAARCT I ICAACARCGEATCICI GG LCIGGCATCGATGARARARRDG
AR CIAART-TAT L AC AR I I CAAC A R AT CICI I GEI I CIGECAT CEAT GARRRRCT
TAATTAAT AR AT T AR ACT I I LAACARCGEATCICT IGETIICIGGCAT CGATGARAGARCE
AARGTIAATAARACTAARARCT I LCAACARCGEATCICI IGEI LCIGGCATCGATGARGAADE

a - a - 4a aAss a4Asdsd 4Aasd 4 ASEd & & & 44 4 SSadE A&d &

GAARGGAMRL T ITCGATA ARG T AR AT I GAAR AT GCCGAAT I CCATGGAT AT IGGATI L L DGARTC
CAGCGAARARTGCGATA A C T AGCIGIGAAT I GCAGAAT I CAGCIGAATCATCGAATCLI L DGEART
CAGCGAARARTGCGATA A C T AGCIGIGAAT I GCAGAAT I CAGCIGAATCATCGAATCLI L DGEART
CAGCGAARAR T GCGATACGCIAGCIGIGAAT I GCARR AT I CAGCIGAATCATCGAATCLI L DEART
CAGCGAARAR T GCGATACGCIAGCIGIGAAT I GCARR AT I CAGCIGAATCATCGAATCLI L DEART
CAGCGAARAR T GCGATACGCIAGCIGIGAAT I GCARR AT I CAGCIGAATCATCGAATCLI L DEART
AR AR AT S AT A AT AR T S AR T TS CACAR T T AT EAAT CAT CEART CI T TERRC
CAGCGAALTGCGATAAGC T AAT G IGAAT I GCAGAAT I CAGCIGAATCATCGAATCL L DGARTC

GCCCCCCI GGG CCI I I GG I I I I I CGAAGGGCCAGCCIGIIIGAGGGICCITATIIIII I LT
CCACAT I GCGCCCI I I GG I AT I CCARA AR GGG CATGCCIGI I CGAGCGICAT I L GLACCCIC
CCACAT I GCGCCCI I I GG I AT I CCARA AR GGG CATGCCIGI I CGAGCGICAT I L GLACCCIC
GCCACAT I GCGCCCI I I GG I AT I CCAR AR GGG CATGCCIGI I CGAGCGICAT I I GLACCI IC
GCCACAT I GCGCCCI I I GG I AT I CCAR AR GGG CATGCCIGI I CGAGCGICAT I I GLACCI IC
GCCACAT I GCGCCCI I I GG I AT I CCAR AR GGG CATGCCIGI I CGAGCGICAT I I GLACCI IC
AR T T I G AT T OO C AT GO CI G IT CGAGCEI CAT I T CACCRCTC
ECACAE T D S SOOI I S LA T T oG A GGG CAT GO I T OGAGOE I CAT T T CRRCCCTC

AR O I CC I C I LAA AT CGCAT T AGCGEGEE——ACI I IGI I GCCICIGOCGCATAGTIGCT
ARG I I GO I G I G I GGG C G I C I I G I CICIAGCITI IGCIGGAGACTICGCCITARARCGT
ARG I I GO I G I G I GGG C G I C I I G I CICIAGCITI IGCIGGAGACTICGCCITARARCGT
ARG T I G C I I G I G I GEEC G I I I I I G I CICCCICITICIGGGAARCTCGCCITARARRMC
AR T T IEC I T eI DI EE ST T T I DT D D T T O — CEEEAER T ST TARR BT
ARG T I GO I G I G I GEECGC I I I L LG I CICICGIICI — CG—GAGACTICGCCITARARRMC
AR T e I I e L AT I e C AR O I OO OGO I GO CICAR AT CEACCEECITEGEET
AR T I e I I LA T I e C I I O I O C I CCACEEACEGCECCITAARCGACCICEECEETE

GATAATILATCILACG—————— CrLAGACGCATGCAATICITIATATIGICCAGCIIICIAATC
AT T e A s A I I I I A CECACCACAR AT CECA——— CICICIATCAGT
AT T e A OO I AC I G I T I A CACCACARRCT CECA — CICICITATCAGC
GAT I GGCAGCCGGCCIACI GG I I I CGEACGCGCAGCACATARAT I LG— CGCITIGIATCA

GCAT I GGCAGCCGGCC I ACI GG I I I CGEAGCGCAGCACATATIIIG—— CGCIT DGTATCA
AT T A eI AC I S I I DO ASCECASCACATAT I T I —— CECI T T ETATCR
CIICIGICCCCIAAGC— G IGIGGAARCT AT I CGCIARACGGE—— T GECICEEEAGET
GCGCICITIGCCICAAGC—— GLAGIAGARRRCARCCI
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