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RESUMEN

Entre hongos y plantas hay interacciones beneficiosas, una de ellas se da con hongos
endofitos. En este estudio se identifico y preservo hongos endofitos de las raices de la
Peristeria elata (Flor Nacional de Panamd) mediante cultivo in vitro con agar papa dextrosa
(PDA) y observacion microscépica de los conidios. Dicho estudio se llevé a cabo en Panama,
provincia de Chiriqui (Rio Sereno y Boquete) y Herrera (Las Minas). Todas las muestras
llevadas al laboratorio fueron desinfectadas, aisladas y mostraron presencia de endofitos
asociadas a sus raices. Se obtuvo como resultado la identificacion de 10 especies de hongos
endofitos entre los cuales se encontraron enddfitos mutualistas, fitopatogenos y saprofitos.
Las cepas identificadas fueron preservadas en el Centro de Investigacion de Tejidos Vegetales
(CITEV) mediante dos técnicas: la primera, cada cepa identificada fue rotulada y guardada
en platos con PDA en una nevera pequefia, exclusivamente para la preservacion de las
muestras de los endofitos, esto es para que no exista contaminacién externa; la segunda
técnica para preservar los endofitos fue en solucion liquida por triplicado, que se bas6 en
colocar cuatro fragmentos redondos de cada cultivo en microtibulos con agua destilada. El
estudio de estos hongos en las orquideas, especificamente P. elata es de suma importancia ya
que aportan muchos beneficios e inclusive las semillas solo germinan con la ayuda de estos
microorganismos, cabe destacar que la especie silvestre de P. elata se encuentra en peligro

de extincion y el desarrollo de estos tipos de estudios aportan mucho para su conservacion.

Palabras claves: Hongos endofitos, orchidaceae, PDA, Peristeria elata.



ABSTRACT

There are beneficial interactions between fungi and plants, one of which occurs with
endophytic fungi. In this study, endophytic fungi were identified and preserved from the roots
of Peristeria elata (Panama's national flower) using in vitro culture on potato dextrose agar
(PDA) and microscopic observation of conidia. This study was conducted in Panama, in the
provinces of Chiriqui (Rio Sereno and Boquete) and Herrera (Las Minas). All samples
brought to the laboratory were disinfected and isolated, and showed the presence of
endophytes associated with their roots. The results resulted in the identification of 10 species
of endophytic fungi, among which were mutualistic, phytopathogenic, and saprophytic
endophytes. The identified strains were preserved at the Plant Tissue Research Center
(CITEV) using two techniques: first, each identified strain was labeled and stored on plates
with PDA in a small refrigerator exclusively for the preservation of the endophyte samples,
to prevent external contamination; the second technique for preserving the endophytes was
in triplicate in a liquid solution, based on placing four round fragments of each culture in
microtubules with distilled water. The study of these fungi in orchids, specifically P. elata, is
of utmost importance since they provide many benefits, and even the seeds only germinate
with the help of these microorganisms. It should be noted that the wild species of P. elata is
in danger of extinction, and the development of these types of studies contributes greatly to

its conservation.

Keywords: Endophytic fungi, orchidaceae, PDA, Peristeria elata.



CAPITULO I. MARCO INTRODUCTORIO

1. Introduccion

1.1. Aspectos generales del problema:

La palabra 'endofito' etimoldgicamente significa 'dentro de la planta' (endon: dentro,
phyton: planta) (Sanchez et al., 2013).

Los hongos endoéfitos son microorganismos que crecen dentro de los tejidos vegetales
sin causar sintomas de enfermedad y, recientemente, han empezado a ganar
reconocimiento a través de su estudio (Otero y Bayman, 2009). Aquellos asociados a
las raices también poseen otros beneficios, tales como la defensa contra patdgenos y
un aumento en la disponibilidad de nutrientes (Ordonez et al., 2012).

Las orquideas conforman la familia mas grande de las plantas con flores, con
alrededor de 25 000 especies divididas en unos 800 géneros distribuidos por todo el
mundo (Eol.org, s. f.). La mayoria de las especies de orquideas tienen semillas
pequeiias, que se dispersan por el viento y necesitan de un hongo micorricico para su
germinacion (De Los Angeles, 2014), principalmente con especies de hongos
basidiomicetos del género Rhizoctonia (Rasmussen, 1995). Esta dependencia se
asocia con las minimas cantidades de nutrientes que se encuentran en las diminutas
semillas de las orquideas (Arditti y Ghani, 2000).

Peristeria elata es originaria de Colombia, Costa Rica, Ecuador, Panama y Venezuela
y se encuentra creciendo en los troncos de arboles cubiertos de musgo, bordes de

pastizales sombreados y afloramientos de piedra en los bosques montafiosos muy



humedos a elevaciones de 100 a 700 metros sobre el nivel del mar (The Green Corner,
2023).

Los hongos endofitos puedan crecer bajo cultivo in vitro utilizando platos con PDA
(Agar Papa Dextrosa). Esta técnica es una de las mas usadas debido a que se conserva
la yuxtaposicion original de las esporas y segmentos de hifas (Koneman y Roberts,
1987). Ademds de permitir observar las estructuras fungicas casi sin alteracion
(Arenas, 2008).

En un principio, el término endofito se referia a cualquier organismo que colonizara
el interior de los tejidos de las plantas, pero fue Wilson en 1951 quien restringi6 el
término Unicamente a microorganismos, refiriéndose so6lo a bacterias y a hongos que
no provocan dafio aparente a la planta hospedera (Sanchez et al., 2013).
Actualmente, este término se refiere a bacterias, hongos, algas e insectos, en donde
los hongos son los microorganismos que se han aislado con mayor frecuencia como
endofitos (Sanchez et al., 2013).

La literatura sobre hongos endoéfitos y hongos formadores de micorrizas en orquideas
se encuentra muy ligada entre siy a veces es imposible discutir estas asociaciones por
separado (Sanchez et al., 2013).

Segun Rodriguez et al. (2009), las plantas se han asociado a hongos endofiticos y
micorrizicos por mas de 400 millones de afios y posiblemente estuvieron asociados
al proceso de colonizacion de la tierra por las plantas, desempenando un papel
fundamental en la evolucion de la vida en la tierra.

Se ha encontrado en estudios recientes muchos hongos endéfitos que no forman
micorrizas relacionadas con raices y regiones aéreas de orquideas. Estos estudios

resaltan el papel que cumplen estos microorganismos en la proteccion de la planta
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frente a ataques de patdgenos, ya sea por la sintesis de metabolitos secundarios o por
el mejoramiento en la nutricion a través de la disponibilidad de los nutrientes
(Ordoniez et al., 2012). 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, por ejemplo, en la industria de los
combustibles (Singh et al., 2011) y antibidticos (Xing et al., 2011).

Los bosques de Panamd poseen una gran biodiversidad de orquideas con una cifra
estimada de 1 200 especies, muy variadas en sus formas, tamafios y colores, que se
esparcen por toda la geografia nacional (Young, 2022).

Peristeria elata conocida como Flor del Espiritu Santo, es una especie de orquidea
descrita por William Jackson Hooker en 1831. Esta especie de orquidea que llama la
atencion de cualquier persona debido a su gran belleza. Esta flor se encuentra
principalmente en América Central y América del Sur, y su cultivo se ha convertido
en una actividad econdmica importante en varios paises de la region (Ortega, 2023).
En Panamd, la Ley 24 de Vida Silvestre de Panamé prohibe la extraccion de
orquideas, especialmente la flor del Espiritu Santo, asi como su comercio tanto
nacional como internacional; estableciendo sanciones a las personas que extraen

ilegalmente estas plantas.

1.2. Objetivo general:

v Determinar la diversidad de hongos endofitos en Peristeria elata en estado
silvestre y cultivadas en el area de Las Minas (Herrera), Boquete y Rio Sereno

(Chiriqui) Panama.



1.3. Objetivos especificos:

v Documentar las especies de hongos endéfitos que se encuentran en la raiz de
Peristeria elata en las muestras de Chiriqui y Herrera mediante técnicas de
observacion directa.

v’ Aislar e identificar las cepas de hongos endofitos presentes en la raiz de P
elata mediante técnicas de cultivo en vitro y microscopia de luz.

v Comparar la riqueza de especies de hongos endéfitos en P. elata en estado

silvestre y las cultivadas.

1.4. Alcance del trabajo:

Esta investigacion tuvo una duracion de 11 meses hasta su presentacion a inicios del
primer semestre de 2025.

Se tomaron muestras de P. elata cultivadas y en estado silvestre en Las Minas (Herrera),
Boquete y en Rio Sereno (Chiriqui).; Luego de tener dichas muestras se llevaron al Centro
de Investigacion de Cultivo de Tejidos Vegetales (CITEV) y al Centro de Investigaciones
Micologicas (CIMI), también contamos con el apoyo del Laboratorio de Microbiologia
y Biotecnologia; todos en la Universidad Autonoma de Chiriqui (UNACHI) donde se
proceso e identifico los hongos endofitos.

Este proyecto es financiado por el programa de subsidios UNACHI 2024 y se realizo
utilizando equipo y espacio fisico facilitado por el Centro de Investigacion de Tejidos
Vegetales (CITEV), el Centro de Investigaciones Micologicas (CIMi), El laboratorio de

Microbiologia y el laboratorio de Biotecnologia.



1.4.1. Descripcion del area de estudio

Trabajo de campo

Reserva Forestal E1 Montuoso (RFM- Herrera):

La Reserva Forestal “El Montuoso”, creada por Ley 12 del 15 de marzo de 1978,
tiene un aproximada aproximada de 10,517 ha. Su vegetacion nativa cubre unas 400
ha, compuestas mayoritariamente por ecosistemas de montafia. Su clima es tropical
lluvioso, con dos zonas de vida, el bosque muy himedo premontano y bosque muy
hiimedo tropical (Garibaldi, 2016). Mas del 80% de su superficie estd cubierta por
bosques, es considerada el ultimo refugio de la biodiversidad en la provincia de
Herrera y se creo con el objetivo de conservar la biodiversidad existente en el area
protegida (ANAM, 2010).

En esta reserva se ha identificado especies vegetales endémicas, registradas por los
convenios internacionales de CITES e UICN. Varios rios nacen aqui, tales como La
Villa, Mariato, Tebario y Suay. («Centro ANAM Reserva Forestal el Montuoso -

Herrera - Descubre Panaméay, 2024)

La RFM esta influenciada por la Zona de Convergencia Intertropical (ZCIT) y por
sus caracteristicas morfolégicas, condiciona los aspectos climatologicos como los son
la precipitacion, temperatura, Humedad relativa, entre otros mostrando periodos de

lluvias bien marcados que van desde el mes de mayo a noviembre (Barrios et al.,

2010).



Coordenadas:

N 07°44°10.2”

W 080°48°12.3”

Altura 646 m. s. n. m.

Las Minas (Herrera)

Las Minas tiene un relieve ondulado montafioso, el clima es fresco durante todo el
afio ya que la mayoria de las tierras del distrito estan sobre los 300 metros sobre el
nivel del mar (Wikipedia, 2024a).

Coordenadas:

N 07°48'00.3"

W 080°44'47.5"

Altura: 363 m. s. n. m.

Bajo Boquete (Chiriqui)

Bajo Boquete es un valle rodeado de montafias, atravesado por el rio Caldera;
adicionalmente, cuenta con el aporte hidrico de otros rios, como: "El Emporio",
"Aserrio", "Agustin". Tiene 4493 habitantes (2010) repartidos en 980 viviendas, con
una superficie de 18,2 km?, lo que supone una densidad de 250 hab./km? (Wikipedia,

2024).

Coordenadas

N 8°46'48"



O 82°25'58"

Altura 1131 m. s. n. m.

(Instituto de Meteorologia E Hidrologia de Panama, s. f.)

» Rio Sereno (Chiriqui) corregimiento de Bajo La Unién

Bajo La Unioén es un pueblo en Corregimiento Rio Sereno, Distrito de Renacimiento,
Provincia de Chiriqui y tiene alrededor de 412 habitantes y una altitud de 919 metros.
Bajo La Unidn se encuentra cerca de la villa de Rio Sereno, asi como del barrio de San
Marcos. En Rio Sereno, la temporada de lluvia es opresiva y nublada, la temporada seca
es bochornosa y parcialmente nublada y es caliente durante todo el afio. Durante el
transcurso del afio, la temperatura generalmente varia de 16 °C a 27 °C y rara vez baja a
menos de 14 °C o sube a mas de 29 °C (El Clima En Rio Sereno, el Tiempo Por Mes,

Temperatura Promedio (Panama) - Weather Spark, s. f.).

Coordenadas:

N 08°30°18.7”

W 082°38°20.9”

Altura: 943 m.s.n.m.

Trabajo de Laboratorio

e Centro de Investigacion de Tejidos Vegetales (CITEV): Dirigido por el Dr. Luis
Vargas

e (Centro de investigacion Micologica (CIMi): Dirigido por la profesora Maritza Vega.



Laboratorio de Microbiologia: Dirigido por el Dr. Orlando Céceres.

Laboratorio de Biotecnologia Agroalimentaria: Dirigido por el Dr. Oscar Martinez.

1.5. Limitaciones:

1.6.

Durante el proyecto se presentaron ciertas limitaciones que me llevaron a repetir los
pasos de desinfeccion, corte de las raices o preparacion de nuevos medios de cultivos
debido a la contaminacioén que habia en el lugar de trabajo.

Esta investigacion presentd ciertos inconvenientes por la metodologia de muestreo
basada en medio de cultivo, ya que alguno de los hongos solo desarrolld hifas esterilias,
lo que dificulté su identificacion morfoldgica y quedaron fuera de la lista de hongos
identificados. Segin Gamboa Gaitan, s. f, solo algunos microorganismos crecen en
medios artificiales. Esto hace que la identificacion de muchos de ellos no sea posible
mediante el cultivo in vitro, lo que provoca que la diversidad microbiana endoéfita se

vea afectada.

Justificacion:

Las orquideas, segiin Pedraza-Santos (2017) constituyen uno de los grupos de plantas
mas vulnerables debido a razones antropogénicas, como cambio de uso de suelo,
destruccion de habitats con elevada diversidad, endemismo y extraccion selectiva a
partir de las poblaciones silvestres.

En Panama4, la orquidea P. elata es la flor nacional, por ley 46 del 21 de noviembre de
1980. Actualmente es una especie en peligro de extincion y cada vez es mas dificil
encontrar estas orquideas en su habitat natural e incluso en lugares de areas protegidas

(Mendieta, 2022).
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Segun diversas fuentes se conoce que esta planta todavia es muy colectada de su habitat
nativo, lo que la ha llevado a estar evaluada en el estatus de una especie amenazada de
extincion (Burica Press, Panama Por Dentro, 2007). Por lo tanto, se necesita una
alternativa que mejore esta condicion.

Todas las orquideas requieren una asociaciéon micorricica (hongos endofitos) para la
germinacion de sus semillas. Esta dependencia se asocia con las minimas cantidades de
nutrientes almacenados en las diminutas semillas de las orquideas (Arditti y Ghani,
2000). Estas asociaciones favorecen la germinaciéon de semillas por medio de
mecanismos de digestion de la materia organica de los sustratos, transferencia de
carbohidratos al embrion y sintesis de fitohormonas (Tsavkelova et al., 2007). Con el
fin de conservacion de las especies de orquideas, a nivel mundial se han realizado
estudios sobre la diversidad y especificidad de estos hongos micorricicos (Batty et al.,
2002; Taylor et al., 1999).

Recientemente se ha reconocido el gran valor de estos hongos endofitos, especialmente
aquellos relacionado con sus raices, ya que participan en la produccion de metabolitos
secundarios que los hacen resistente a los patogenos, facilitan la movilizacion de los
nutrientes de la planta a la rizosfera y viceversa (Schulz, 2006).

Segun Sanchez (2013) existen 3 métodos para el estudio de las orquideas los cuales

son:

1. Directos: utilizando enzimas y/o metabolitos secundarios con actividad anti-
patdgena, los cuales son producto del hongo endoéfito.

2. Indirectos: por la induccion o incremento en la manifestaciéon de mecanismos
quimicos defensivos o fisiologicos propios de la planta hospedera.

3. Ecolodgicos: ocupando el nicho ecoldgico, hiperparasitismo y predacion.

11



Se han realizado estudios sobre hongos endofitos en diferentes especies de orquideas,
por ejemplo en: Tolumnia variegata, Vanilla planifolia, Maxillaria, (Otero Ospina &
Bayman, 2009,; Ordoéiiez et al., 2012,; Rodriguez, 2016); sin embargo en P. elata son

€SCasos.

12



CAPITULO II. MARCO TEORICO

2.1. Definicion y caracteristicas

Peristeria elata: Es una orquidea terrestre o litofita. Tiene una forma de crecimiento
en matas. Los pseudobulbos ovalados estan cubiertos de vainas papirdceas. Las hojas
grandes son simples y de forma lanceolada-eliptica con una superficie foliar plicada.
Se encuentra en el contorno de pastizales bajo sombra y surgimientos pedregosos en
bosques tropicales con altitudes entre 100 y 700 m s.n.m. El epiteto genérico
'peristeria’ se deriva de la palabra griega que significa 'paloma pequena’ refiriéndose
a sus flores. El epiteto especifico proviene de la palabra latina 'que significa alto o

sublime' (NParks | Peristeria Elata, s. t.).

Endéfitos: Los hongos endofitos se definen como microorganismos que crecen y
pasan la mayor parte o todo su ciclo de vida dentro de los tejidos vegetales sin causar
sintomas de enfermedad (Otero y Bayman, 2009). También se resalta el papel que
cumplen estos microorganismos en la proteccion de la planta frente a ataques de

patdgenos (Ordoiiez et al. 2012).

2.2. Generalidades de endofitos vs micorrizas

En orquideas, las relaciones simbioticas tienen mucha importancia, ya que este tipo
de interacciones son esenciales para la germinacion de sus semillas. 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 endodfitos son microorganismos que crecen dentro de los tejidos

vegetales sin causar sintomas de enfermedad (Otero y Bayman, 2009).
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A diferencia de los hongos micorrizicos que colonizan las raices de las plantas y
crecen en la rizosfera, los endofitos residen completamente dentro de los tejidos de
las plantas y pueden crecer dentro de las raices, tallos y/o hojas, emergiendo para

esporular en la senescencia de la planta o del tejido huésped (Rodriguez et al., 2009).

2.3. Tipos de hongos enddfitos

Los hongos endofitos comprenden un gruoo diverso y polifilético que habitan en
varias regiones de las plantas. La mayoria pertenecen al phylum Ascomycota, aunque
también se han encontrado en los Basidiomycota, Zygomycota y Oomycota
(Sanchez-Fernandez et al., s. f.-b).

La clasificacion funcional de los endofitos se baso en la filogenia y las caracteristicas
del ciclo de vida, y fueron asociados en dos grupos: los endofitos clavicipitaceos que
se recuperan de algunas gramineas y los endéfitos no clavicipitaceos que se recuperan
de tejidos asintomaticos de plantas no vasculares, helechos y plantas relacionadas,
coniferas y angiospermas (Rodriguez et al., 2009). En la figura 1 tomada de Sanchez-
Fernandez (2013) podemos observar el grupo de los no clavicipitaceos que se dividen

en tres clases.

2.4. Importancia ecolégica

Usualmente estos hongos toman nutrientes y proteccion de su hospedera, en algunos
casos como recompensa ejercen un papel mutualista, ya que pueden beneficiarla al
inducir su crecimiento, al aumentar su tolerancia al estrés y al producir metabolitos

secundarios con amplia diversidad estructural que le brindan proteccion y resistencia
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contra herbivoros y/o microorganismos fitopatégenos (Sanchez-Fernandez et al.,

s. f.-b).

2.5. Relaciones simbidticas y de defensa

La relacion entre los hongos endofitos y su planta hospedera puede ir desde el
mutualismo hasta la patogénesis. Cuando los factores de virulencia del hongo y las
defensas de la planta estan en equilibrio se establece una relacion endofitica y, por
el contrario, cuando se presenta la senescencia del hospedero o se encuentra bajo
estrés, el balance se torna a favor del hongo y éste se expresa como patogeno,
presentandose los sintomas de enfermedad (Sanchez-Fernandez et al., 2013).

Los hongos endofitos que habitan las raices de las plantas pueden participar en
procesos tales como produccion de metabolitos aptos para la defensa de patdgenos, a
través de la sintesis de metabolitos secundarios antagonistas, secrecion de fito-
hormonas y movilizacion de nutrientes de la planta a la rizosfera y viceversa (Schulz,

2006).

Tabla 1. Grupos y Clases de hongos endofitos

Criterio Clavicipitaceos No Clavicipiticeos
Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4
Rango de hospederos Reducido Extenso Extenso Extenso
Tejidos que colonizan Tallo y rizomas Tallos, hojas y rizomas Tallos, hojas, corteza, | Raices
flores, frutos
Colonizacion in planta Extensiva Extensiva Limitada Extensiva
Biodiversidad in planta Baja Baja Alta Desconocida
Transmision* Vertical y horizontal Vertical y horizontal Horizontal Horizontal
Funcidn ecoldgica. Incrementan la biomasa de | Incrementan la biomasa de | Inducen resistencia a las | Inhiben el
la planta, confieren | la planta, confieren | enfermedades, proteccion | crecimiento de
tolerancia a la sequia y | tolerancia al estrés bidticoy | contra los herbivoros y | patdgenos y
producen metabolitos | abidtico y protegen contra | modifican la sensibilidad al | producen
secundarios toxicos para | los hongos patdgenos por | estrés abidtico mediante la | metabolitos
los herbivoros accion de los metabolitos | produccion de los | secundarios
secundarios metabolitos secundarios toxicos para los
herbivoros.
*Transmision de hongos endofitos en las plantas: vertical, a través de las semillas, y horizontal, se adquieren del medio ambiente.
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CAPITULO III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Trabajo de campo

Recolecta de las muestras: En cada punto de muestreo se seleccionaron tres plantas
de P. elata adultas, libres de enfermedades y sintomas visuales de deficiencias
nutricionales (Sanchéz et al., 2013). Seguidamente con una pala jardinera pequena
excavamos cerca de las raices hasta dejarlas descubiertas, se tomaron dos raices con
aproximadamente 20 cm de largo o menos dependiendo de cada planta.

Preservacion de las muestras en el campo: Las raices fueron empacadas en bolsas
plésticas de cierre hermético debidamente marcadas y colocadas en una hielera
pequeiia para mantener la temperatura y a su vez para que las muestras no se

deshidrataran durante el viaje hasta la llegada al laboratorio.

3.2. Procesamiento de las muestras

Preparacion del medio de cultivo (en base a 250 ml).

Limpiamos la cristaleria y utensilios a utilizar, para esto utilizamos jabon liquido y
abundante agua; seguidamente pesamos 9.75 g de PDA y diluimos en agua destilada,
a continuacion, agregamos 1 ml de gentamicina 5 ppm (Tabla 2) mezclamos bien y
aforamos. Luego colocamos un minuto y medio al microondas hasta que quedo
completamente homogenizado el agar liquido, vertimos aproximadamente 20 ml de
agar liquido por Petri, dejamos enfriar y sellamos con papel aluminio, finalmente

llevamos cada plato sellado a la autoclave.
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Limpieza y desinfeccion de las muestras

Luego de tomar las muestras en los diferentes sitios, las trasladamos laboratorio en
donde fueron lavadas con agua corriente, luego desinfectadas superficialmente con
etanol al 70% por 1 min, con hipoclorito de sodio al 5% por 30 s y, finalmente,
enjuagadas tres veces con agua destilada estéril (Otero et al., 2002). La desinfeccion
tuvo una pequeia modificacion de 3% de hipoclorito de sodio por 5% de hipoclorito

de sodio para mejores resultados (Figura 5).

3.3. Separacion de las muestras

Observacion directa: se realizaron cortes transversales y longitudinales muy finos
de tres regiones de la raiz de P. elata: la region distal, proximal y medial. El montaje
de la muestra se hizo sobre portaobjetos y cubre objetos utilizando safranina al 0.5 %
e hidroxido de potasio (KOH) al 3 %, depositando simultdneamente una gota de cada
solucion para lograr que el tinte penetrara el tejido del hongo y lograr asi la tincion
de nucleos (Sneh et al., 1991). También se tifieron mediante azul de metileno.

Observacion por medio de cultivo: Los hongos endodfitos fueron cultivados
utilizando cortes de tres regiones de la raiz (distal, proximal y medio; Figura 6 a), de
aproximadamente 2 mm, con bisturi estériles. La siembra se realizo en platos Petri
con agar papa dextrosa (PDA), suplementado con 1 mL de gentamicina 5 ppm para
evitar el crecimiento de otros organismos como bacterias. En cada plato se colocaron
de cuatro a seis fragmentos de raices dependiendo del tamafo del plato y fueron
depositadas en una incubadora ECOSHEL modelo 91125 a 28 °C durante una

semana, en algunos casos hubo crecimiento a partir de los 4 dias.
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3.4. Identificacion de los endofitos:

Observacion directa: Luego de ser tefiidas se observo directamente al microscopio
para verificar si existian hifas, esporas u otras estructuras que ayudaran a determinar
la presencia de enddfitos para posteriormente ser sembradas en cultivo con PDA.
Cabe destacar que gran parte de los hongos endoéfitos, cuando se desarrollan dentro
de estructuras vegetales, solo presentan hifas, lo que dificulta su identificacion
taxonomica por la escasez de estructuras de reproduccion sexuales o asexuales como
conidios y esporas (Sun & Guo, 2012).

Observacion en medio de cultivo: Para este método se observo detalladamente el
crecimiento de las colonias en el medio, por lo que algunos platos con PDA
presentaron crecimiento de mas de una colonia, lo que llevo a realizar subcultivos
para separar las cepas y facilitar su identificacion mediante las cepas puras.

Luego se tomaron muestras para las observaciones mediante microscopia utilizando
elaboraciones de placa fresca por medio de la técnica de cinta adhesiva, agregando
una gota de azul de metileno en el portaobjetos y colocando sobre la gota el fragmento
de cinta adhesiva con la muestra del crecimiento, esto con la finalidad de observar la
presencia de mas de un morfotipo a nivel microscopico entre las distintas
clasificaciones macroscopicas (Bratcher, 2021).

Utilicé libros con claves e imagenes para su identificacion (Barnett & Hunter, 2006;

Lopez et al., 2018).

3.5. Disposicion de las cepas de hongos identificadas

Estas cepas fueron identificadas y guardadas en platos con PDA en una nevera

especial el Centro de Investigacion de Tejidos Vegetales (CITEV), también se

18



dejaron muestras por triplicado en microtubos con agua destiladas a temperatura
ambiente para estudios posteriores.

Para lograr preservar las muestras utilizamos dos métodos diferentes:

Mediante el cultivo de las cepas puras en PDA a bajas temperaturas: que
consintio en guardar cada uno de los hongos identificados en cultivos puros en medio
con PDA, sellados y guardados en una nevera especial en el Centro de Investigacion
de Tejidos Vegetales (CITEV) (Figura 3 b). Para este método es importante
mencionar que cada 3 a 12 meses las muestras necesitaran que se transfieran a un
nuevo cultivo ya que los nutrientes del cultivo se agotan y pueden provocar la muerte
del micelio. A la accion de transferir el micelio de una cepa de un medio de cultivo
agotado a otro nuevo, se le conoce como resiembra y puede llegar a presentar mayor
riesgo de contaminacion, cuanto mas frecuentes son llegadas a ser (Mata y Salmones,
2021).

Mediante la conservacion de las cepas en agua destilada: Este método segin
Castellani (1939) se basa en la conservacion del cultivo del hongo en agua destilada
estéril. En donde colocamos pequeios fragmentos de cada cepa pura en microtubulos
con agua destilada y cada muestra fue dejada por triplicado a temperatura ambiente

(Figura 3 a).
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Figura 2. Toma de coordenadas en el lugar de extraccion de las
muestras. Fuente: Samudio Y. 2024.
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Figura 3. Conservacion de cepas puras A) Conservacion de cepas puras en medio
liquido y temperatura ambiente, B) Conservacion de sepas puras en PDA a 15°C, C)

Conservacion de placas de muestras identificadas e hifas estériles. Fuente: Samudio
Y. 2024.

Figura 4. Hifas esterilias. Fuente: Samudio Y. 2024.
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Tabla 2. Cdlculos para la preparacion del medio PDA.

PDA

Gentamicina

39gde PDAparal L
39 gde PDAx 0.25 L=9.75 g de
PDA

Para 250 ml =9.75 g de PDA

(Antibiotico)

agua destilada.

(0.01)(5)
30 mg

1 ml contiene 30 mg de Gentamicina

=1.67 ml

1.7 ml de Gentamicina se afora en 10 ml de

Figura 5. Procedimiento de desinfeccion de la raiz.

Fuente: Samudio Y. 2024.
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Figura 6. Zonas de division de la raiz y primeros resultados. A) (P) Proximal, (M) Media, (A)
Apical. B) Crecimiento de hongos filamentosos en PDA.

Fuente: Samudio Y. 2024.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Obtencion de los endofitos

Para esta investigacion fueron examinados 72 fragmentos de raiz entre los cuatro lugares de
estudio (Reserva Forestal el Montuoso, Boquete, Rio Sereno, y Las Minas), 18 por cada zona
(apical, media y proximal) de los cuales en la zona proximal fueron identificados 5 géneros,
en la zona apical ningun resultado y en la zona media se lograron identificar 5 géneros. Estos
resultados obtenidos presentan una variacion en lo encontrado por Matsumata et al. (2009)
quienes sefialan que en la zona apical para Cephalantera falcata y C. erecta presentd una
colonizacion de un 100 % y para la zona basal y media una colonizacion de 0 %. Sin embargo,
Duran et al. (2007) menciona que el mayor porcentaje de colonizacion en la orquidea Gavilea
araucana se encuentra en la region intermedia, seguida de la region proximal y, finalmente,
la apical. Cabe mencionar que estas variaciones pueden verse afectado por diversos factores,
como la edad de la planta, contaminacion en el ambiente o el manejo de las muestras en el

area de trabajo.

P, elata al igual que otras orquideas presenta una gran variedad de hongos endofitos asociados
a sus raices (Tabla 3), también se ha logrado observar que los endofitos encontrados en el
distrito de Boquete y Rio Sereno en la provincia de Chiriqui muestran mucha similitud. Esto
puede deberse a las condiciones climaticas y del lugar en donde fueron extraidas las muestras,
ya que en ambos lugares las plantas de Peristeria estaban en maceteros bajo techo; sin
embargo, los endofitos identificados en las plantas de P. elata en Las Minas, Herrera son
diferentes en base a lo encontrado en la provincia de Chiriqui (Tabla 3), esto puede deberse

a las condiciones favorables que presentaba el sitio como lo es la Reserva Forestal El
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Montuoso (RFM) y el patio del sefior Elisondro Ramirez en donde las plantas de Peristeria

recibian directamente los nutrientes del suelo y se encontraban bajo la sombra de los arboles.

4.2. Observacion directa

Esta técnica se empled para identificar si las raices que habiamos colectado presentaban
estructuras endofiticas (hifas o pelotones) para su posterior cultivo en medio PDA, ya que
gran parte de los hongos endofitos, cuando se desarrollan dentro de estructuras vegetales,
solo presentan hifas, lo que dificulta su identificacion taxondémica por la escasez de
estructuras de reproduccion sexuales o asexuales como conidios y esporas (Sun & Guo,

2012).

Por medio de esta técnica se logrd observar en un corte transversal, la formacion de pelotones
en los cortes de la zona proximal y zona media de las células de la corteza, a su vez, en el
corte longitudinal se logr6 observar hifas que se conectaban entre cada célula (Figura 7 b).
El tipo de tejido mds comunmente colonizado es el tejido de la corteza de la raiz, donde el
hongo entra en las células, formando agregaciones de hifas o pelotones. Una vez dentro de
la célula, el hongo se separa del citoplasma y por la membrana celular se produce la

transferencia de nutrientes (Rasmussen, 1995).

Es importante sefalar que estos microorganismos entran a la planta a través de la formacion
de esclerocios o micelio activo, la penetracion hifal ocurre cominmente cuando la hifa entra
en contacto con un tricoma epidérmico de las células de la raices o rizomas dependiendo de

la especie de orquidea (Rasmussen y Whigham 2002).
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4.3. Aislamiento y observacion por medio de cultivo PDA

El aislamiento de los endofitos en P. elata realizados en el laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia en la Universidad Autonoma de Chiriqui (UNACHI), dio como resultado la
aparicion de mas de un hongo filamentoso por plato con PDA (Figura 6b), lo que llevo a
trasladar para un nuevo cultivo cada colonia por separado en un cultivo puro respectivamente.
Para cada cepa de cultivo puro se realizé la observacion de los distintos colores, formas y

tipo de crecimiento que presentaban las colonias.

Descripcion de las cepas aisladas

Cepa N° 1 - Las Minas: Crecimiento en forma de roseta, color grisiceo con blanco, al

reverso grisaceo con amarillo. Fue identificada como: Colletotrichum sp. 1

Cepa N° 2 — RFM: Crecimiento circular, blanco en forma de lana y a los bordes verde palido,

al reverso color crema tenue. Fue identificada como: Stanjemonium sp.

Cepa N° 3 — Rio Sereno: Crecimiento circular, rosado con blanco en forma de lana, al
reverso rosado naranja con lineas crema similares a estrias. Fue identificada como:

Acremonium sp. 1

Cepa N° 4 - Boquete: Crecimiento circular, Grisaceo- blanco, al reverso crema con gris

oscuro. Fue identificada como: Acremonium sp. 2

Cepa N° 5 — Rio Sereno: Radialmente estriado con borde lobulado, dura y de color negro,

al reverso negro-gris. Fue identificada como: Curvularia sp.

Cepa N° 6 — Rio Sereno: Crecimiento circular, morado claro con blanco en forma de lana,

al reverso morado con rosado con lineas crema. Fue identificada como: Acremonium sp. 3
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Cepa N° 7 — Rio Sereno: Crecimiento circular, algodonoso, purpura con blanco, al reverso

crema palido con rojo vino. Fue identificada como: Fusarium sp. 1

Cepa N° 8 — Las Minas: Crecimiento circular, algodonoso grisaceo, al reverso un gris mas

intenso. Fue identificada como: Scytalidium sp.

Cepa N° 9 — Las Minas: Crecimiento circular, grisiceo y blanco, al reverso gris oscuro con

pequefias manchas amarillas. Fue identificada como: Colletotrichum sp. 2

Cepa N° 10 - Boquete: Crecimiento circular, rosado- blanco algodonoso, al reverso rosado

intenso. Fue identificada como: Fusarium sp. 2

4.4. Identificacion de los endofitos

De las muestras revisadas se identifico un total de 10 morfoespecies de hongos endofitos, a
través de la observacion de sus caracteristicas en el medio PDA y sus caracteristicas
microscopicas (microconidios, macroconidios, setas, fidlides y conidiéforos) de cada uno fue
medido un aproximado de 20 estructuras, el largo por el ancho (L x A) a través del

microscopio optico.

En la tabla 4, se puede observar la descripcion de cada morfoespecie, la formacion de la

colonia en PDA y el rol que ejerce cada individuo.

Una de las especies identificadas fue Colletrotrichum sp. (Figura 8 y 16), encontrado
unicamente en Las Minas de Herrera (Tabla 3) el cual se reconoce tradicionalmente como un
género asexual de hongos, con varias especies vinculadas a morfos sexuales asignados al
género Glomerella (Zhang etal., 2006, Réblova etal.,, 2011). Este hongo presento

macroconidios no septados con valores maximos (L x A) = (2.5- 2.5), valores minimos (L x
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A) = (0.6- 0.4) y un promedio de (1.72- 0.74); también presentaron setas marrén con 2-3
septos con valores maximos (L x A )=( 2.2- 0.4), valores minimos (L x A)=( 0.3 x0.1) y un

promedio de (1.27-0.165).

El género Colletotrichum incluye patogenos vegetales de, causantes de enfermedades en una
amplia variedad de plantas lefiosas y herbaceas. Tiene una distribucién principalmente
tropical y subtropical, aunque hay algunas especies de alto perfil que afectan a los cultivos
templados (Cannon et al, 2012). Algunas especies de Colletotrichum son promotoras de la
produccion de auxinas, la cual es una hormona que ayuda para el crecimiento de la planta

(Shah et al. 2019).

Estudios de la especie de C. orbiculare condujeron a la transformacion de cepas patdogenas
en formas endofiticas, en donde se demostrd que estas exhiben actividad mutualista mediante
proteccion contra cepas virulentas de la misma especie y también contra patdogenos de

Fusarium (Pain et al., 1994; Rodriguez et al., 2000).

En las localidades de Boquete y Rio Sereno, Chiriqui, Panamd, se han identificado las

siguientes morfoespecies de hongos endofitos: Acremonium sp., Curvularia sp. y Fusarium
sp.

El género Acremonium (Figura 10), comprende mohos que carecen de cualquier estado sexual
conocido o formas teleomorfas, por lo tanto, pertenece al grupo Fungi Imperfecti. Sin
embargo, debido a que posee caracteristicas estructurales similares a las del grupo
Ascomycota, a menudo se incluye en ese filum (Acremonium Spp. | INSPQ, s.f.).
Acremonium es reconocido como un género altamente ubicuo que incluye hongos saprofitos,

parasitos o endofitos que habitan una variedad de ambientes (Hou et al., 2023).
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Este hongo present6 variaciones en algunas estructuras dependiendo el area de estudio, las
muestras de Boquete presentaron macroconidios cilindricos con 1-3 septos, fidlides grandes
y microconidios redondos. Las medidas para los macroconidios fueron: Valores maximos (L
x A) = (2.3- 0.6) valores minimos (0.7- 0.3) y promedio (1.35-0.45). Fiélides, valores
maximos (9.3- 0.5) valores minimos (4- 0.2) y promedio (6.3- 0.36). Microconidios, valores
maximos (3- 0.5) valores minimos (0.3- 0.3) y promedio (0.51- 0.37). Sin embargo, las
muestras de Rio Sereno presentaron macroconidios cilindricos fusiformes sin septos y
fidlides cortas. Las medidas para los macroconidios son: valores maximos (2-0.6) valores
minimos (0.5- 0.2) y promedio de (1.14- 0.365). Fialides, valores maximos (6.5- 0.3) valores

minimos (1.1-0.1) y promedio (2.395- 0.125).

Cabe destacar que al momento de trabajar las muestras y llegar a su identificacion se puede
confundir con Fusarium sp. Sin embargo, poseen caracteristicas especificas para su

identificacion (Ellis, 2024).

La otra especie identificada fue Curvularia sp. (Figura 12). El género Curvularia tiene una
distribuciéon mundial que incluye patogenos o saprofitos de una amplia gama de huéspedes
vegetales (Marin et al. 2020). También incluyen especies de endofitos (Fungal ecology,
2017). Curvularia se caracteriza por la produccion de conidios distoseptados marrones,
generalmente con células terminales mas palidas y células intermedias agrandadas, lo que

contribuye a su curvatura caracteristica.

Este hongo presentd macroconidios reniforme-fusiformes de color marrén, septos y extremos
hialinos. Sus medidas fueron para valores méximos (2.7-0.9) valores minimos (1- 0.6) y promedio

(1.8-0.73).
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La curvatura de los conidios es la principal diferencia con el género similar Bipolaris, ya que
en este ultimo la curvatura, cuando est4 presente, es a lo largo de la longitud del conidio. En
Bipolaris, los conidios también suelen ser mas largos que en Curvularia (Sivanesan 1987,;

Marin-Felix et al. 2017).

La morfoespecie Fusarium sp. (Figura 14 y 17), identificado en estas dos localidades es uno
de los grupos mas importantes de hongos fitopatdgenos. Muchas especies del género
Fusarium pueden provocar reducciones en el rendimiento de una gran diversidad de cultivos
al producir una variedad de micotoxinas, que afectan también a la salud humana y animal
(Munkvold et al., 2020,; Wei y Wu, 2020). Sin embargo, también se ha demostrado que las
especies de Fusarium son una fuente rica de una gran cantidad de productos naturales
estructuralmente diversos, como alcaloides, terpenoides, quinonas, pirrolidonas, piridinas y

piranonas (Tian et al., 2024).

La morfoespecie presentd macroconidios alargados y curvados con 3 septos en ambas
regiones y microconidios ovalados, sin septos y alta presencia de clamidosporas en la region
de Rio Sereno. Las medidas para los macroconidios de Fusarium sp. Boquete fueron: valores
maximos (2.5- 0.6) valores minimos (0.8- 0.3) y promedio (1.585- 0.43). Las medidas para
Fusarium sp. Rio Sereno son: macroconidios, valores maximos (4.5- 0.4) valores minimos
(1.2- 0.2) promedio (3.735- 0.32); microconidios, valores maximos (1.7- 0.4) valores

minimos (0.4- 0.2) promedio (0.99- 0.3).

Como siguiente identificacion tenemos la especie Stanjemonium sp. (Figura 9), es un
hifomiceto morfo sexual desconocido, se pueden encontrar en el suelo y posee una
distribucion mundial (Timtimd, s. f.). Sin embargo, Dereck Johnson (2024) lo define como
un hongo filamentoso saprotréfico, cuyo trabajo en la secuenciacion del genoma de S.
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grisellum permitira exdmenes mas profundos de la diversificacion y evolucion de CAZyme

y proteasa como respuesta a cambios nutricionales y del huésped.

Este hongo presentd conidioforos fasciculados y fidlides en racimos, con microconidios
cilindricos y redondos. Las medidas para los microconidios fueron: valores maximos (1.1-

0.5) valores minimos (0.4-0.2) promedio (0.69-0.315).

Como ultima identificacion tenemos a Scytalidium sp. (Figura 15), este género comprende
desde endofitos, hasta provocar enfermedades fingicas diversas en animales y personas

(Grooters, 2021,; Jutta et al. 2021).

Este hongo presentd la formacioén de clamidosporas con formas redondas y alargadas sus
medidas fueron: redondas, valores maximos (1.2- 1) valores minimos (0.5- 0.5) y promedio
(0.835- 0.77); alargadas, valores méximos (2- 0.7) valores minimos (1- 0.5) promedio (1.39-

0.615).

Los hongos ascomicetos pertenecientes al género Scytalidium son fitopatogenos
ampliamente distribuidos en todo el mundo y asociados principalmente a plantas y arboles
frutales, como limoneros o platanos, o aislados del suelo. Se han incluido mas de 15 especies
dentro del género, dos de ellas significativamente involucradas en la patologia humana

(Wackett, 2014).

Es de suma importancia mencionar que ya sea por mutacion, por un cambio en el ambiente,
el estado nutricional o la edad de la planta, un endéfito latente puede convertirse en patdgeno

o viceversa (Ovando et al., 2005; Lana et al., 2011).
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Figura 7. Observacion directa al microscopio. A) Corte transversal de la raiz de P.
elata 10 x, formacién de pelotones en el parénquima cortical, B) Corte longitudinal de
raiz de P. elata 40 x, formacion de hifas interconectadas. Fuente: Samudio Y. 2024.

Tabla 3. Comparacion de los endofitos en los diferentes sitios.

Boquete Rio Sereno | Las Minas

Colletotrichum sp1.

Colletotrichum sp2.

Stanjemonium sp.
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Figura 8. Colletotrichum sp. 1. A) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista
superior, B) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista inferior, C) Macroconidios)

D) Seta. Fuente: Samudio Y. 2024.
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Figura 9. Stanjemonium sp. A) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista
superior, B) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista inferior, C) Conidi6foros,
D) Conidios. Fuente: Samudio Y. 2024.
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Figura 10. Acremonium sp. 1. A) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista
superior, B) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista inferior, C) Conidios,
D) Macroconidios y microconidios. Fuente: Samudio Y. 2024.

35



Figura 11. Acremonium sp. 2. A) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista
superior, B) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista inferior, C) Fialides, D)
Macroconidios. Fuente: Samudio Y. 2024.
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Figura 12. Curvularia sp. A) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista
superior, B) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista inferior, C) Conidi6foro,
D) Macroconidios. Fuente: Samudio Y. 2024.
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Figura 13. Acremonium sp3. A) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista
superior, B) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista inferior, C) Conidios,
D) Clamidosporas. Fuente: Samudio Y. 2024.
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Figura 14. Fusarium spl. A) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista superior,
B) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista inferior, C) Clamidosporas, D) Izq.
Macroconidios; dere. Microconidio. Fuente: Samudio Y. 2024.
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Figura 15. Scytalidium sp. A) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista superior,
B) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista inferior, C) Clamidosporas, D) Hifas.
Fuente: Samudio Y. 2024
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Figura 16. Colletotrichum sp2. A) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista
superior, B) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista inferior, C) Conidioforo,
D) Macroconidios. Fuente: Samudio Y. 2024.
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Figura 17. Fusarium sp2. A) Caracteristicas de la colonia en PDA en vista superior, B)
Caracteristicas de la colonia en PDA en vista inferior, C) Hifas, D) Macroconidios.
Fuente: Samudio Y. 2024.
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Tabla 4. Hongos identificados y sus caracteristicas.

MORFOESPECIE CARACTERISTICA FORMA'Y FORMA'Y CARACTERISTICA ROL
DE HONGO DE LAS COLONIAS | TAMANO DE LOS TAMANO DE LOS DE OTRAS IDENTIFICADO
EN PDA MACROCONIDIOS | MICROCONIDIOS ESTRUCTURAS)
Endofito
Crecimiento en | Alargados y | No presenta Setas marrones con | Micorricico,
forma de roseta, | ovalados, sin septos. 2-3 septos Fitopatogeno,
Colletotrichum sp. | color grisdceo con | A veces agrupados Promotoras en la
1 blanco, al reverso | de 2 a 4 en algunos produccion de
(Las Minas) grisaceo con | casos  hasta 6 auxinas
amarillo. macroconidios
unidos (Xiaoya et al., 2015;

Trinidad-Angel
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et al., 2017; Shah et

Colletotrichum sp.
2

(REM)

al. 2019).
Crecimiento Alargados y | No presenta Conidioforos Endofito
circular, grisiceo y | ovalados, no largos. Micorricico,
blanco, al reverso | presenta septos Fitopatogeno,

gris  oscuro  con
pequefias manchas

amarillas.

Promotoras en la
produccion de

auxinas

(Xiaoya et al.,
2015; Trinidad-
Angel etal., 2017;

Shah et al., 2019).
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Stanjemonium sp.

(REM)

Crecimiento
circular, blanco en
forma de lana y a
los bordes verde
palido, al reverso

color crema tenue.

Cilindricas y

redondas

Conidi6foros
fasciculados y

fialides en racimos.

Saprofitos

(Johnson, D. 2024).

Acremonium sp. 1

(Rio Sereno)

Crecimiento
circular, rosado con
blanco en forma de

lana, al reverso
rosado naranja con
lineas crema

similares a estrias.

Cilindricos,
fusiformes, no

tienen septos

No presenta

Fialides cortas

Micorricico,

Saprofitos

(Xiaoya et al.,
2015; Hou et al.,

2023).
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Crecimiento Cilindricos Redondos con Fialides grandes Micorricico,
circular, Grisaceo- (1-3 septos) ornamentacion Saprofitos
blanco, al reverso verrugosa.

Acremonium sp. 2
crema con gris (Xiaoya et al.,
(Boquete)
oscuro. 2015; Hou et al.,
2023).
Crecimiento Endofito
circular, morado Cilindricos no Micorricico,
claro con blanco en tienen septos No presenta No presenta Saprofitos
Acremonium sp. 3 forma de lana, al
(Rio Sereno) reverso morado con (Gamboagaitan

rosado con lineas

créma.

s. f.; Xiaoya et al.,
2015; Hou et al.,

2023).
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Curvularia sp.

(Rio Sereno)

Radialmente
estriado con borde
lobulado, dura y de
color negro, al

reverso negro-gris.

Crecimiento

Reniforme,
fusiformes

(1-3 septos) con
extremos hialinos y
en el extremo
superior como
especie de una

boquilla oscura.

No presenta

No presenta

Endofito, saprofito
y
Fitopatogeno.
(Marin et al. 2020;
Fungal ecology,

2017).

Fusarium sp.1

(Rio Sereno)

circular,

algodonoso, purpura
con blanco, al
reverso crema

palido con rojo

Vvino.

Alargadas y
curvadas similares a
una banana,

(3 septos).

Sin septos, con

forma ovalada

Alta presencia de

clamidosporas

Produccion de
acido giberélico
(Fitohormona).
Produccion de
acido ascorbico el
cual promueve

crecimiento y
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desarrollo del
huésped.
(Shah et al., 2019;

Yu et al., 2015).

Fusarium sp. 2

(Boquete)

Crecimiento
circular, rosado-
blanco algodonoso,
al reverso rosado

1ntenso.

Formas ovaladas,
fusiforme, bananas

(1-3 septos).

No presenta

No presenta

Produccion de
acido giberélico

(Fitohormona).

Produccion de
acido ascorbico el
cual promueve
crecimiento y
desarrollo del

huésped.
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(Shah et al., 2019;

Yu et al., 2015).

Scytalidium sp.

(Las Minas)

Crecimiento
circular, algodonoso
grisaceo, al reverso

un gris mas intenso

No presenta

No presenta

Clamidosporas en
forma redondas y

alargadas.

Saprofitos,
patogenos
(Grooters, 2021;

Jutta et al. 2021)

49




CAPITULO V. Consideraciones finales

5.1. Conclusiones

» En este estudio se determino la diversidad de hongos endofitos presentes en la raiz de
Peristeria elata en las Minas Herrera, Rio Sereno y Boquete Chiriqui, con un total de
10 morfoespecies encontrados que pertenecen a un total de 6 géneros de hongos
siendo: Acremonium, Colletotrichum, Curvularia, Fusarium, Scytalidium,
Stanjemonium. En Las Minas Herrera se encontraron Colletotrichum, Scytalidium y

Stanjemonium y en Rio Sereno y Boquete Acremonium, Curvularia y Fusarium.

» Se identificé que Acremonium sp. 1, sp. 2 'y sp. 3 y Fusarium sp.1 y sp. 2 (Boquete y
Rio Sereno) presentaron variantes en cuanto a crecimiento y forma de sus conidios.
Por lo que en estudios posteriores debera determinarse si pertenecen a la misma
especie o a especies diferentes.

» La técnica empleada con el medio de cultivo PDA permitié el crecimiento de los

hongos endofitos en un periodo de 4 a 8 dias.
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5.2. Recomendaciones

» Se recomienda la utilizacion de técnicas moleculares para la identificacion de las
especies de los endofitos encontrados y los microorganismos no identificados
mediante la extraccion de ADN.

» Realizar estudios sobre el control de fitopatogenos en orquideas, especificamente
Peristeria elata, a través del uso de hongos endoéfitos que ayuden a contrarrestar los
efectos negativos que provocan signos de enfermedad.

» Se recomienda para futuras investigaciones el uso estricto de desinfeccion del area de

trabajo para evitar contaminaciones externas.
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Anexo

Fuente: Samudio Y. 2024
Crecimiento de mas de un hongo por cultivo

Fuente: Samudio Y. 2024
Contaminacién de las muestras por el hongo Aspergillus sp.
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WL,

Corte de raices para la siembra en PDA. 2. Raices en bolsas ziploc trasladadas al

1.

laboratorio. 3. Platos Petri con PDA envueltos en papel aluminio para
introducirlos en la auto clave. 4. Microtibulo con sepas puras. 5. Listado de

cepas puras en estado solido en el CITEV.
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