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1. RESUMEN

Los bosques humedos tropicales lluviosos pertenecen a los biomas con mayor
ndmero de especies de plantas, animales y hongos del mundo. Alli, los organismos
vegetales pueden mostrar patrones de distribucion, tradicionalmente explicados por factores
abioticos y bidticos como el clima, las propiedades fisico-quimicas del suelo, la propension
a la transmision de patdgenos y herbivoria. En los Gltimos afios la exploracion de las
asociaciones entre arboles y hongos del suelo ha sido sugerida como uno de los
mecanismos que permiten a los arboles vivir en patrones espaciales no esperados como la
agregacion. Por lo tanto, en el presente estudio se buscd verificar si los patrones de
distribucion de arboles se relacionan a la presencia de ciertas especies de hongos,
determinando la diversidad fungica asociada a raices de Matisia cordata, M. malacocalyx y
M. oblongifolia y asocidndola con los patrones de agregacion bajo, intermedio y alto,
respectivamente, de estas especies de arboles en la parcela de 50 hectareas del Parque
Nacional Yasuni. Para esto se realizaron observaciones macroscopicas y microscopicas, se
verificd la presencia de micelio asociado a las raices, luego se generaron cultivos puros
cuyas especies fueron identificadas por sus caracteristicas morfologicas y segin la
secuencia de la region ITS del ADN ribosomal. Se encontraron 16 especies de hongos en
asociacion a las raices y estos fueron diferentes entre las tres especies de arboles. La mayor
diferenciacion de hongos asociados a raices se encontré en M. oblongifolia, cuyo nivel de
agregacion es el mas alto, ademas se observd que posee especies de hongos especialistas
que podrian ayudar a mitigar los efectos negativos dependientes de la densidad. En
contraste, M. malacocalyx present6 un conjunto de hongos generalistas compartidos con M.
cordata, lo que posiblemente pudiera explicar su nivel de agregacion intermedio. Se
propone, ademas, que M. cordata es dependiente de otros factores del tipo abiotico para
explicar su bajo nivel de agregacion, como la disponibilidad de luz, mas no de la

composicidn de hongos presentes en el suelo.

Palabras clave: diversidad de hongos, efectos negativos dependientes de la densidad,
agregacion, Parque Nacional Yasuni.



2. ABSTRACT

Tropical rain rainforests are part of the biomes with the largest number of plants,
animals and fungal species in the world. In these forests plant organisms can show patterns
of distribution traditionally explained by abiotic and biotic factors such as climate,
physical-chemical properties of the soil, the propensity to transmit pathogens and
herbivory. In recent years, the exploration of associations between trees and soil fungi has
been suggested as one of the mechanisms that allows trees to live in unexpected spatial
patterns such as aggregation. In this study we determined if tree distribution patterns are
related to the presence of certain fungal species associated with roots of Matisia cordata,
M. malacocalyx and M. oblongifolia, which show low, intermediate and high aggregation
patterns, respectively. The tree species were located in the 50-hectare plot of the Yasuni
National Park. Macroscopic and microscopic observations of the roots were made to verify
the presence of mycelium associated with the roots. Pure cultures of the root associated
fungi were obtained, and the species were identified by morphological characteristics and
the sequence of the ITS region of the ribosomal DNA. Sixteen species of fungi were found
in association with the roots that were different among the three tree species. The greatest
differentiation of fungi associated with roots was found in M. oblongifolia, whose level of
aggregation was the highest and had species of specialized fungi that might help mitigate
the density-dependent negative effects. In contrast, M. malacocalyx presented a set of
generalist fungi shared with M. cordata, which could possibly explain its level of
intermediate aggregation. It is also proposed that M. cordata might depend on other factors
such as the availability of light, and not the fungal species available in the soil, to explain

its low level of spatial aggregation.

Keywords: fungal diversity, aggregated distribution pattern, density-dependent

negative effects, Yasuni National Park.



3.  INTRODUCCION

Los bosques humedos tropicales lluviosos pertenecen a los biomas con mayor
namero de especies de plantas, animales y hongos del mundo (Kricher, 2011). Esta gran
biodiversidad implica un vasto nimero de interacciones entre estos organismos al generar
complejas redes ecoldgicas a través de distintos niveles de adaptacion y especializacion
(Piepenbring, 2011). Entre las interacciones mas importantes destacan aquellas que
permiten la supervivencia, adaptabilidad y desarrollo de las plantas, tales como el proceso
de la polinizacion y la dispersion de semillas (Kricher, 2011; Piepenbring, 2011). Estos
niveles de interaccion no podrian ser llevados a cabo sin que las plantas obtengan los
nutrientes y el agua necesarias del suelo, procesos que se creian regulados unicamente por

la maquinaria para realizar fotosintesis, propia y Unica de las plantas.

Sin embargo, ahora se reconoce que alrededor del 80% de las plantas terrestres
tienen algun tipo de relacién con hongos, sean estos micorrizas (hongos de raiz), endofitos
o0 saprotrofos que son capaces de facilitar procesos biogeoquimicos tales como la fijacion
de nitrogeno, obtencion de fosforo, solubilizacion de fosfatos, entre otros (Piepenbring,
2011; Pagano y Gupta, 2016). A cambio, en el caso de las micorrizas, estas obtienen
alrededor del 10 — 20% de azucares producto de la fotosintesis de las plantas (Piepenbring,
2015). Los hongos endofitos adquieren un hospedero para alguna etapa o todo su ciclo de
vida (Rodriguez et al., 2009) y los hongos saproétrofos generan alimento proveniente de la
materia en descomposicidn circundante (Baldrian, 2017).

Las micorrizas son hongos mayormente adaptados a la vida simbionte con raices,
éstos estan en contacto con las células corticales de las raices secundarias de las plantas a
través de sus hifas, que son mucho mas finas que los pelos radicales, con lo que logran
incrementar el area de absorcion de nutrientes al generar contacto con otras raices de varias
especies colindantes y formar una red de informacién e intercambio de reactantes y
productos necesarios para la nutricion de las diferentes comunidades de organismos
(Piepenbring, 2011; Corrales et al., 2015; Corrales et al.,2016).



Existen varias asociaciones micorrizicas que han sido clasificadas segin su forma
de intercambio de nutrientes y asociaciones con el hospedero, sus dos principales divisiones
son: ectomicorrizas y endomicorrizas (Piepenbring, 2011). Las ectomicorrizas forman
asociaciones externas con las células corticales de las raices, es decir, utilizan la via del
apoplasto para el intercambio de nutrientes y son capaces de generar cuerpos fructiferos
visibles alrededor de las plantas, mientras que las endomicorrizas se asocian con el interior
de las celulas, estan en intimo contacto con el protoplasto y son incapaces de generar
cuerpos fructiferos visibles (Piepenbring, 2011). Estas diferencias dependen de la biologia
de cada planta hospedera y el hongo simbionte, que puede pertenecer a varias divisiones del
reino Fungi, principalmente Ascomycota, Basidiomycota y Glomeromycota (Pagano y
Gupta, 2016; Urgiles et al., 2016).

Los hongos endofitos, en cambio, poseen una relacion comensal y rara vez
simbionte (Abello y Kelemu, 2006; Rodriguez et al., 2009). Habitan latentes durante largos
periodos de tiempo en pequefias areas del tejido intercelular, incluyendo raices, y su
presencia puede generar en las plantas la acumulacion de compuestos quimicos
(micotoxinas), capaces de proteger a su hospedero de herbivoria y enfermedades
producidas por bacterias y otros hongos (Arnold et al., 2003; Vijayalakshmi et al., 2014).
También se ha demostrado que esta clase de hongos pueden generar crecimiento mas
vigoroso del xilema, mas biomasa, e inclusive convierten a las plantas en resistentes
organismos contra la sequia (Rodriguez et al., 2009). De la misma manera, los hongos
saprétrofos que se alimentan de materia vegetal en descomposicion producen enzimas que
facilitan la degradacion de nutrientes y la posterior toma de estos a través de las raices
(Baldrian, 2017).

Algunos estudios de diversidad de hongos en zonas tropicales exploran la diversidad
fangica asociada a raices y como ésta se ve involucrada con ciertos patrones de diversidad
en las plantas. Por ejemplo, en Africa, el Sudeste Asiatico, Guyana Francesa y Panama, se
observan comunidades monodominantes de ciertas especies de plantas, donde
aproximadamente el 60% del area basal, o el 50% del dosel de un bosque, es dominado por

solo una especie de planta (Peh et al., 2011; Corrales et al., 2016). Se propone que estos



bosques pueden ser generados de dos maneras: la primera, por el aumento en cantidad de
individuos de varias especies de ectomicorrizas asociadas a plantas adultas que favorecen el
crecimiento de plantulas conespecificas a su alrededor, evitando asi la competencia por
recursos como luz, agua, nutrientes, polinizadores y dispersores con otras especies. Y la
segunda, involucra la defensa contra patdgenos en el suelo por parte de micorrizas
asociadas en las plantas, lo que disminuiria la mortalidad de plantulas conespecificas
alrededor de las plantas adultas (Corrales et al., 2016).

Los bosques monodominantes demuestran que en las comunidades de plantas en
zonas tropicales, donde generalmente la riqueza local de especies vegetales es alta, a
menudo sobre las 100 especies de arboles por hectarea (Wright, 2002), se pueden presentar
otros patrones de distribucidn no esperada, en este caso densamente agregadas, gracias a la
posible intervencidn de micorrizas u otro tipo de hongos que facilitan la toma de nutrientes
como nitrégeno o fosforo y evitan la competencia intraespecifica por este tipo de recursos
(Bever et al., 2011, Corrales et al., 2016).

En el Ecuador, pocos estudios se han enfocado en analizar patrones de distribucion
vegetal y cOmo estos pudieran estar asociados a hongos. Uno de los estudios que destaca a
nivel ecoldgico se llevd a cabo en bosques tropicales montanos del sur del Ecuador,
dirigido a la produccién de indculos de endomicorrizas para mejorar el crecimiento vegetal
de arboles de esa zona, con el propdsito de generar programas de reforestacion (Urgiles et
al., 2016). En el area agricola e industrial se han realizado estudios generales enfocados en
la evaluacion del crecimiento de varias especies vegetales de importancia alimenticia
asociadas a micorrizas como la chirimoya o banano (Tafur, 2010; Conrrado, 2015), asi
como también en la produccidon y mejoramiento de orquideas (Hoyos y Rodriguez, 2013).
Se denota, sin embargo, el déficit de estudios ecoldgicos de hongos asociados a raices en

zonas del bosque humedo tropical lluvioso.

En el Parque Nacional Yasuni, localizado al sur del rio Napo con 9820 km? de 4rea
protegida, con ~ 3000 mm de lluvia anual y una temperatura promedio de 25 °C

(Valencia et al., 2004), se estima existen entre 3000 y 3500 especies de arboles y 500 de



lianas (Pérez et al., 2014), lo que hace que esta zona sea una de las méas biodiversas a nivel
mundial. Dentro del Parque Nacional Yasuni se ubica una parcela de estudio permanente de
50 hectéreas, que alberga 1140 especies de arboles y arbustos (Pérez et al., 2014), las cuales
presentan diferentes patrones visuales de distribucidn y agregacion en una escala espacial
determinada (Valencia et al., 2004). Estos variantes de distribucion y agregacion de
especies vegetales se pueden explicar, en parte, por la influencia de factores abioticos,
como la heterogeneidad microambiental debida a variacion topografica de la parcela,
caracteristicas del suelo, o nivel de entrada de luz (Valencia et al., 2004; Pérez et al., 2014).
Pero, cabe recalcar que las plantas también dependen de factores bidticos y en este caso,

por lo ya expuesto, las asociaciones fungicas que pudieran ser de importancia.

El presente estudio se enfoco en determinar la diversidad de hongos asociados a las
raices de tres especies de plantas del género Matisia Bonpl. con distintos patrones de
distribucion o agregacion en el Parque Nacional Yasuni, como un primer paso para
comprobar si las poblaciones de hongos pueden estar relacionadas con los distintos
patrones de distribucion de especies vegetales en el bosque himedo tropical. Las especies
de Matisia con las que se trabajo fueron: Matisia cordata, que presenta un bajo nivel de
agregacion y es poco comun dentro de la parcela de 50 hectareas con alrededor de 2
individuos/hectérea; Matisia malacocalyx y Matisia oblongifolia, que poseen individuos
notoriamente agregados espacialmente dentro de la parcela y son consideradas comunes
con 88 y 119 individuos/hectarea, respectivamente. Se analizaron las diferencias de la

diversidad fangica y el nivel de agregacion de las tres especies de Matisia.



3.1. OBJETIVOS

3.1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion entre la diversidad fungica asociada a raices de M. cordata,
M. malacocalyx y M. oblongifolia y sus patrones de agregacion en el Parque Nacional
Yasuni.

3.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la presencia de hongos asociados a las raices de las tres especies de

arboles en estudio.

e |dentificar los hongos asociados a las raices.

e Asociar la diversidad fangica de las raices con los patrones de agregacién de los
arboles estudiados.



4, MATERIALES Y METODOS

4.1. AREA DE ESTUDIO

El area de estudio comprendio6 zonas de bosque de tierra firme aledafas a la parcela
de 50 hectareas de estudio permanente, ubicada dentro del Parque Nacional Yasuni,
Estacion Cientifica Yasuni, provincia de Orellana, coordenadas: 76°24'1,8"W; 0°40'16,7"S .

4.2. SELECCION DE ESPECIES ARBOREAS

Se seleccionaron tres especies de plantas para el estudio, por ser comunes en el érea,
por su facil identificacion taxondmica y por sus niveles de agregacion espacialmente
diferenciados (Anexo 1). Se determind los niveles de agregacion de las plantas en base a
graficos de “wavelet variances” desarrollados por R. E. Cérdenas (comunicado personal) y
en base a la metodologia desarrollada por Detto & Muller-Landau (2013) para tres especies
de Matisia (Anexo 2). Los graficos demuestran a que escala espacial las distribuciones de
los individuos se encuentran en agregacion, asi M. cordata posee una baja agregacion, M.
malacocalyx una agregacion intermedia (a partir de ca. 30 m) y M. oblongifolia una alta
agregacion a pequefias escalas espaciales (a patir de ca. 6 m) dentro de la parcela de 50
hectareas.

43. COLECTA DE MUESTRAS

Se colecto el sistema radicular entero de un total de 20 individuos reclutas por cada
especie de Matisia, es decir, plantas juveniles con una altura mayor a 40 cm y menor a 100
cm, principalmente debido a que las estructuras morfologicas de las raices pudieron ser
apreciadas en su totalidad, ademas en este estadio de vida es mas probable que la
colonizacion por parte de hongos se haya establecido, situacion que no ocurriria en estadios
mas tempranos, como en el caso de plantulas. De esta manera se pudo realizar detalladas

observaciones del sistema radicular de cada especie de arbol.



4.4. IDENTIFICACION DE MUESTRAS DE HONGOS

4.4.1. OBSERVACION MACROSCOPICA

Bajo el estereomicroscopio se observaron las estructuras radiculares de cada

espécimen colectado para constatar la presencia de tejido fungico asociado a la raiz.

4.4.2. OBSERVACION MICROSCOPICA

Se tifieron segmentos apicales de las raices secundarias de cada uno de los
especimenes con azul de Tripano, utilizando el método de tincion de raices para observar
colonizacion micorrizica propuesto por Phillips y Hayman (1970) y modificado por Koske
y Gemma (1989). Los segmentos preparados se observaron bajo un microscopio éptico
Zeiis: Axiostar Plus, y se tomaron fotografias con el Equipo Infinity 2, acoplado al modelo

de microscopio ya mencionado.

4.4.3. OBTENCION DE CULTIVOS PUROS DE HONGOS

Para obtener cultivos puros de los hongos asociados a la raiz, se lavaron las raices
con agua corriente para eliminar tierra y otros materiales contaminantes. Seguidamente, se
cortaron tres areas apicales de raices secundarias seleccionadas al azar de cada individuo de
Matisia, esta seccion de la raiz, al ser tejido joven, es activo y se relaciona directamente
con las hifas de los hongos. Los segmentos extraidos de las raices secundarias fueron
cortados en pedazos de alrededor de 1 cm de largo con un bisturi estéril y fueron colocados
en cajas petri con medio de cultivo Sabouraud segun el Protocolo caldo Sabouraud
Dextrose Broth (HiMedia Laboratories, 2015) + 0.5 gramos/litro de estreptomicina, este
ultimo para evitar el crecimiento de bacterias asociadas a las raices. Las cajas fueron
incubadas a 24 °C a oscuridad total, y se revisaron periodicamente para controlar el

crecimiento de organismos.
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Al generarse crecimiento miceliar dentro de la misma caja se observo las diferencias
morfolégicas mas relevantes entre los hongos que alli crecian. El color, la forma y el tipo
de crecimiento del micelio fueron los discriminantes para elegir entre morfotipos, los cuales

fueron transferidos a una nueva caja petri donde se obtuvo el cultivo puro.

45. EXTRACCIONY AMPLIFICACION DEL ADN DE HONGOS

A partir de los cultivos puros obtenidos, se extrajo el ADN total utilizando el
Wizard Genomic Purification Kit: Isolation of Genomic DNA from Yeast Cultures or Plant
Tissue (SIGMA-ALDRICH, 2010), segun las especificaciones del fabricante. La
concentracion y calidad del ADN obtenido se midié con un espectrofotometro, Nanodrop
1000 — Termo Fischer Sientific.

Se amplifico la region ITS (secuencia espaciadora del transcrito interno) del ADN
ribosomal con los cebadores ITS1F e ITS4 por medio del método PCR (White et al, 1990).
Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforésis en geles de agarosa al
1%, y enviados a la compafiia Macrogen para ser secuenciados, previo el tratamiento con la
enzima ExoSap (Thermo Fisher Scientific, 2017) segln las recomendaciones del fabricante.
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el programa Geneious V.9.1; se realizaron
alineamientos para cada muestra analizada, y los consensos fueron comparados con otras
secuencias disponibles publicamente en GenBank mediante la busqueda BLASTn. Cuando
el porcentaje de cobertura e identidad super6 el 98% se designd género y especie a las
muestras, caso contrario se manejaron como unidades taxondmicas operacionales. Ademas
se genero un arbol consenso con el método “Neighbor Joining” para verificar las relaciones

entre las secuencias obtenidas y las descargadas del BLASTn.

4.6. DESCRIPCION MORFOLOGICA MICROSCOPICA Y MACROSCOPICA
DE LOS HONGOS ENCONTRADOS

Para la descripcion microscépica de las estructuras de los hongos se utilizé la

técnica de montaje con cinta adhesiva, que consiste en tomar con pinzas un segmento de
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cinta adhesiva de aproximadamente 4 cm de largo, y se la presiona con firmeza sobre la
superficie de la colonia de hongos a estudiar. Posteriormente el segmento se coloca con las
estructuras fungicas adheridas hacia abajo en un porta objetos, que lleva una gota de
colorante azul de metileno o floxina; esta técnica es ampliamente usada ya que permite
observar con claridad las hifas y las estructuras sexuales de los hongos (Harris, 2000). Se
tomaron medidas del ancho de las hifas y de ser encontradas, el ancho y largo de las
estructuras sexuales. Se describieron caracteristicas taxonémicas de importancia como la
presencia 0 ausencia de septos, color y forma de las hifas. Estas observaciones fueron
realizadas en un microscopio optico Zeiis: Axiostar Plus, con varias magnificaciones que
dependieron de la estructura miceliar, y se tomaron fotografias con el Equipo Infinity 2,
acoplado al modelo de microscopio ya mencionado.

La descripcidbn macroscopica se basO en técnicas clasicas de observacion de
colonias de microorganismos que crecen en placas (Bergey y Holt, 1994). Se describi6 el
color, tamarfio, superficie, forma, elevacion y margen de cada una de las colonias de
hongos. Ademas se tomaron fotografias de las colonias con una camara Nikon modelo
D3100.

4.7. ANALISIS DE DATOS

Se realizaron tres tipos de analisis estadisticos para observar la disimilitud en
composicion de especies de hongos asociados a raices de M. cordata, M. malacocalyx y
M. oblongifolia: NMDS (escalamiento multidimensional no métrico), ANOSIM (anélisis de
similitud) y SIMPER (porcentajes de similitud), con el propésito de explorar como son de
similares o distintas las especies de hongos asociados a las raices de las plantas ya
mencionadas (Sanchez, 2017). Estos analisis se realizaron por medio del paquete
estadistico “IBM SPSS Statistics 22” y “PAST 3.14” (Hammer et al., 2001).
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5. RESULTADOS

5.1. OBSERVACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE
ESTRUCTURAS FUNGICAS

A simple vista, no se observd micelio sobre las raices de las tres especies de
Matisia, sin embargo, se observaron estructuras que posiblemente sean ectomicorrizas,
principalmente el engrosamiento del meristemo apical de las raices secundarias con una

coloracion oscura (Figura 1).

Se observaron un total de 120 tinciones microscépicas en placas, 40 de cada especie
de planta; en cada placa se observo y confirmo la presencia de micelio asociado a las raices
secundarias de todas las especies de Matisia. Se reconocieron vesiculas, que son estructuras
propias y unicas de endomicorrizas o micorrizas arbusculares, usadas como reservorios de
lipidos, también se pudo observar gigaesporoides, que son estructuras capaces de generar

esporas en ciertas etapas del ciclo de vida de estos hongos (Figuras 2 - 7).

5.2. OBTENCION DE CULTIVOS PUROS DE HONGOS

Se obtuvieron 90 cultivos en total a partir de los segmentos de raiz, los cuales
generaron 63 cultivos puros: 22 pertenecientes a M. cordata, 20 a M. malacocalyx y 21 a

M. oblongifolia, se descartaron 27 cajas por contaminaciones severas.

5.3. IDENTIFICACION DE CULTIVOS DE HONGOS EN BASE A
SECUENCIAS DE ADN

Se extrajo el ADN y se obtuvo la secuencia de los 63 hongos aislados en cultivo
puro (Anexo 3). Siete cultivos no mostraron buena calidad de secuencias por lo que no se
pudo obtener los consensos de esas muestras. Por lo tanto, se trabajé con 56 secuencias,

originarias de 56 cultivos: 19 de M. cordata, 16 de M. malacocalyx y 21 de M. oblongifolia.
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Las secuencias presentaron un porcentaje de cobertura e identidad sobre el 98% en
su busqueda BLASTn en GenBank. Estas fueron comparadas, alineadas y editadas con un
minimo de otras tres secuencias disponibles en GenBank. Las relaciones genéticas entre las
muestras de hongos obtenidas y las descargadas del BLASTn se pueden apreciar en el arbol

consenso generado por el método de “Neighbor Joining” (Figura 8).

En total se obtuvieron 16 especies de hongos asociados las raices de las tres
especies de Matisia. De la division Ascomycota se encontraron un total de ocho especies:
Neopestalotiopsis clavispora (Amphisphaereaceae), Lasiodiplodia sp (Botryosphaeriaceae),
Trichoderma harzianum, T. ovallisporum, T. spirale, T. strigosum, T. virens y Trichoderma
sp. (Hypocreaceae). De la division Zygomicota se encontraron cinco especies:
Mucor circinelloides, Mucor sp., Rhizomucor sp. (Mucoraceae), Mortierella sp. 1 vy
Mortierella sp. 2 (Mortierellaceae). Las tres especies restantes son unidades taxondmicas

operacionales y se las denomin6 como Fungal sp. 1, Fungal sp. 2 y Fungal sp. 3 (Tabla 1).

Trichoderma spirale, Rhizomucor sp., Neopestalotiopsis clavispora y Fungal sp. 3
fueron los hongos mas abundantes en este estudio con un total de trece, nueve, ocho y seis
cultivos, respectivamente. Del resto de especies de hongos se obtienen menos de cuatro

cultivos en total.

5.4. DESCRIPCION MORFOLOGICA MICROSCOPICA Y MACROSCOPICA
DE LOS HONGOS ENCONTRADOS

La descripcion morfoldgica macroscopica de las 16 especies encontradas se muestra
en la Tabla 2, y la descripcion microscopica en la Tabla 3. Se corroboré la morfologia de
los géneros y especies con las identificaciones realizadas a nivel molecular, a excepcion de
Fungal sp. 1, Fungal sp. 2 y Fungal sp. 3, de los cuales se desconoce su identidad concreta.
Las fotografias de lo observado de cada especie tanto microscopica como

macroscopicamente se muestran en el Anexo 4.
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55. ANALISIS DE LA COMPOSICION DE ESPECIES DE HONGOS
ASOCIADOS A LAS RAICES

Se observd que algunas especies de hongos fueron exclusivas de una especie de
Matisia, siendo M. oblongifolia la que posee un total de cinco especies no compartidas:
Mortierella sp. 1, Mortierella sp. 2, Mucor sp., Rhizomucor sp. y Trichoderma sp.. Matisia
cordata presentd tres especies no compartidas: Fungal sp. 1., Mucor circinelloides y
T. virens. Matisia malacocalyx también presento tres especies no compartidas: Fungal sp.
2, T. ovalisporum y T. strigosum. Las especies restantes, Fungal sp. 3., Nopestalotiopsis
clavispora, T. harzianum y T. strigousm, se compartieron entre las tres especies de Matisia
a excepcion de Lasiodiplodia sp. que solo fue compartida entre M. cordata y M.

malacocalyx (Figura 9).

Segun los anélisis NMDS, ANOSIM y SIMPER existe consistencia en la diferencia
de las comunidades de hongos aisladas de las raices de las tres especies de Matisia.

El grafico obtenido a partir del analisis NMDS (Stress= 0.17, R? eje 1= 0.422 y R®
eje 2= 0.395) permitié apreciar las diferencias entre las comunidades de hongos asociados a
las tres especies de Matisia, siendo visualmente M. oblongifolia la especie de planta que

posee la comunidad de hongos mas diferenciada (Figura 10).

El andlisis ANOSIM (Tabla 4) demostré diferencias entre las tres comunidades de
hongos asociados a las tres especies de arboles (R= varia entre 0.15 y 0.21; P<0.07).
Sin embargo, entre M. cordata y M. malacocalyx las diferencias no fueron significativas
(P =0.06).

Asi mismo, el analisis SIMPER (Tabla 4) mostro que entre las tres especies existio
una disimilitud global promedio de 92.41%, y entre especies vario entre 85.07% y 95.9%.
M. cordata y M. malacocalyx tuvieron especies de hongos mas similares, mientras que las
especies de hongos de M. oblongifolia fueron distintas a las otras dos especies de Matisia
(Tabla 4).
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6. DISCUSION

En base a los resultados obtenidos, se pudo verificar que existieron asociaciones
fangicas relevantes y diferenciales entre las raices de M. cordata, M. malacocalyx y

M. oblongifolia. Se cumplid, de esta manera, con los objetivos planteados en este estudio.

6.1. PRESENCIA DE ESTRUCTURAS FUNGICAS ASOCIADAS A LAS
RAICES

La observacion macroscopica y microscopica, permitio notar la presencia de micelio
asociado a las raices. Este fue un importante indicador de que, al igual que en otras especies
de plantas pertenecientes a regiones tropicales que pueden o no vivir en agregacion
(Heijden et al., 2015; Piepenbring, 2015), en las tres especies en estudio existieron
asociaciones directas en el cortex radicular, lo que permitiria varios procesos integrativos a
nivel de hongo y planta. Ademas, es importante destacar que no solo el micelio fue una
evidencia de estas interacciones, sino también las estructuras propias de micorrizas
(Figuras 1-7), tales como el engrosamiento del meristemo apical de raices secundarias, la

presencia de clamidosporas y el desarrollo de vesiculas.

El engrosamiento de las raices secundarias es un efecto producido por las
asociaciones de hongos comunmente conocidos como ectomicorrizas. Se diferencian de
otras raices no micorrizicas por ser mas cortas, tener un mayor grosor y porgue son
fuertemente ramificadas (Piepenbring, 2015). En nuestro caso, las raices de las plantas en
estudio presentaron esta morfologia probablemente debido a que estan cubiertas por una
capa de hifas denominada “manto”, por medio de este y varias extensiones a lo largo del
suelo, las plantas son capaces de intercambiar nutrientes y explorar de mejor manera el
suelo circundante (Heijden et al., 2015; Piepenbring, 2015). Las hifas del manto son
capaces de crecer entre las células corticales, tal como se pudo resaltar en nuestras
observaciones, formando una red denominada “Red de Hartig”; este micelio observable
entre las células radiculares es el principal responsable del intercambio de glucosa a cambio

de fosfatos y otras sustancias nutritivas via el apoplasto (Piepenbring, 2015).
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Las estructuras del tipo clamidosporas y vesiculas son propias del orden
Glomeromycta, endomicorrizas o micorrizas arbusculares (Webster y Weber, 2007). Estas
no forman una de red de Hartig como en el caso de las ectomicorrizas, sino que dentro de
las células corticales de la raiz estos hongos generan “arbuisculos”, estructuras parecidas a
un arbol que son puntas de hifas densamente ramificadas (de ahi su nombre) que permiten
un intercambio de nutrientes directamente en el citoplasma (Webster y Weber, 2007).
Estas estructuras no fueron observadas en las raices de este estudio pero si se observd
clamidosporas y vesiculas. Las clamidosporas fueron observadas por superposicion ya que
estas no estaban dentro de las células corticales. Este tipo de estructuras generan colonias
de micorrizas, es decir, de ellas germinan las hifas que eventualmente creceran dentro de
las raices. Las vesiculas, en cambio, son engrosamientos que fueron observados dentro o
fuera de las células corticales, permiten el almacenamiento de sustancias de reserva y
también pueden generar clamidosporas como parte de un proceso reproductivo asexual
(Heijden et al., 2015; Piepenbring, 2015).

De acuerdo a la evidencia mostrada, se confirma la presencia de ectomicorrizas y
endomicorrizas simultaneamente, en las tres especies de plantas. Esto no es algo inesperado
ya que alrededor del 90% de plantas superiores estan asociadas a micorrizas de algln tipo
(Chilvers et al., 1987; Albornoz et al., 2016); No se pudo identificar a estos hongos ya que
ninguno ha sido descrito en asociacion a las tres especies de plantas de Matisia en este
estudio (Tabla 1). La falta de identificacion de estos hongos se debid a la metodologia del
presente estudio, ya que los hongos endomicorrizicos no pueden ser aislados en cultivos.
Técnicas especializadas de extraccion de ADN a partir del suelo y raices deben ser
aplicadas para poder corroborar no solo la identidad de este tipo de hongos, sino también la

funcidn de estos en las tres especies de Matisia.
6.2. DIVERSIDAD DE HONGOS ENCONTRADOS
La diversidad de hongos encontrados se resume en la Tabla 1, siendo en total

16 hongos asociados a las tres especies de plantas. Se considera a éste un numero

relativamente bajo de hongos, ya que de cada sistema radicular por individuo de planta se
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obtuvieron como maximo tres cultivos puros de hongos. En otros estudios los hongos
cultivados a partir de raices y asociados al suelo muchas veces superan las 30 0 40 especies
reportadas (Vandenkoornhuyse et al., 2002; Anderson y Cairney et al., 2004,
Buée et al., 2009; Shi et al., 2014). Se hubiera esperado el crecimiento de mas morfotipos
fangicos asociado a raices de Matisia, sin embargo, es posible que por limitaciones del
método la verdadera diversidad ecoldgica de hongos fue subestimada, ya sea por el lento
crecimiento de algunos morfotipos que finalmente no fueron identificables o el crecimiento
veloz de uno o mas hongos dentro de las placas, que pudieron limitar el crecimiento de

otras especies.

Otra posibilidad para explicar el niUmero de especies encontradas es el tiempo de
colonizaciéon por parte de los hongos en cada individuo de planta. Este es un factor
importante, ya que se ha demostrado que el tiempo de colonizacion de hongos en las raices
es variable y dependiente del estadio en el cual la planta se encuentra (Koziol y Bever,
2015). Es posible que el estadio juvenil de las plantas que fueron muestreadas, el cual
supera los 40 cm pero no supera los 100 cm de alto, haya influenciado en el nimero de
especies de hongos, sin embargo, en este estudio no fue planteada la idea de comprobar esta

diferencia por estadios.

Cabe recalcar que la identificacion de las 16 especies encontradas tuvo un firme
sustento molecular. La region ITS y los cebadores ITS1F e ITS4 usados en este estudio,
son considerados como un cédigo de barras universal para hongos (Yahr y Dentinger,
2016) y tal como se muestra en el arbol consenso generado por el método de “Neighbor
Joining” (figura 8), las secuencias obtenidas de los cultivos puros y las descargadas del
motor de busqueda BLASTN coincidieron de manera contundente en clados dentro del

arbol, siendo los taxa mas cercanos los mas emparentados molecularmente.

Ademas, la identificaciéon molecular fue corroborada por medio de descripciones
morfoldgicas (Tablas 2 y 3), donde los géneros y las especies coincidieron macroscépica y
microscopicamente con claves taxonémicas, a excepcion de Fungal sp. 1, Fungal sp. 2 y

Fungal sp. 3, cuya determinacion adn es desconocida.
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6.3. HONGOS “ESPECIALISTAS” Y “GENERALISTAS”

El estudio de las asociaciones fungicas ha despuntado en los Gltimos afios. El
microcosmos del suelo se ha convertido en tema importante para comprender como y
cuéndo las relaciones fungicas con las raices pueden dar forma a espectos de la ecologia
observable GUnicamente sobre la superficie (Bardgett y van der Putten, 2014). Por esto, en el
presente estudio se busco la relacion entre la diversidad fungica y el nivel de agregacion de
las tres especies de arboles analizados, siendo este un estudio pionero en un bosque

megadiverso del Ecuador.

La diversidad fangica encontrada en este estudio se puede dividir en dos grupos: las
especies de hongos compartidas entre especies de Matisia y las especies de hongos Unicas a
cada especie de Matisia (Figura 9). Las especies compartidas puedieran ser “generalistas”
en asociacion radicular, mientras que las especies unicas puedieran ser “especialistas”, sin
embargo, es importante reconocer en base a lo anteriormente mencionado en esta discusion

que la diversidad real de hongos podria verse subestimada.

6.3.1. HONGOS “GENERALISTAS” O COMPARTIDOS ENTRE LAS
ESPECIES DE MATISIA

Las hongos generalistas por definicion, son aquellos que son capaces de acoplarse a
varios tipos de habitat y extraer una amplia gama de recursos a partir de ello, sin generar
ningan vinculo estrecho con su hospedero (Kricher, 2010). En este caso, en asociacion
radicular con M. cordata, M. malacocalyx y M. oblongifolia se encontrd a N. clavispora,
T. spirale, T. harzianum y Fungal sp. 3. Lasiodiplodia sp. fue una especie de hongo
compartida entre M. cordata y M. malacocalyx, que para fines de la discusion, sera tratada

como un hongo generalista para estas dos especies de plantas.

El haber encontrado estas especies de hongos en las raices de las tres especies de

Matisia, permite sugerir que independientemente del nivel de agregacion, tipo de habitat, o
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cantidad de nutrientes en el mismo, es probable que estas especies se acoplen y asocien a
las formas de vida vegetal circundantes a la parcela de 50 hectéareas indiscriminadamente,
sin poder concluir si estas pueden otorgar alguna adaptacion especial que genere las

caracteristicas espaciales descritas para estas especies de plantas.

Trichoderma spirale y T. harzianum son hongos saprotrofos, cosmopolitas,
(Hoyos-Carvajal et al., 2009; Chaverri et al., 2015) que se aislan mayormente del suelo y
materiales como madera, cortezas, otros hongos e innumerables otros sustratos. Son
oportunistas con alto potencial de adaptacion a varias condiciones ecoldgicas (Druzhinina
et al.,, 2011). Es posible que por estas caraceristicas Trichoderma fue el género mas
abundante en este estudio. Ademas, puede presentar micoparasitismo, es decir, ser capaz de
infectar otros hongos, en su mayoria patdgenos de plantas, colonizando varios hébitats y
sirviendo como un control biologico natural (Druzhinina et al., 2011; Chaverri et al., 2015).
Esta Ultima caracteristica podria explicar que estas dos especies de hongos se asociaron de
manera enddfita e indiferente a las raices las tres especies de Matisia, y tal vez control6 de
manera eficaz a otros hongos que puedieron generar potenciales enfermedades en las raices,

esto, a cambio de nutrientes y habitat durante varias etapas de su ciclo de vida.

Neopestalotiopsis clavispora pertenece a un grupo de hongos patdgenos que
generan varios metabolitos secundarios capaces de producir enfermedades en plantas
(Maharachchikumbura et al., 2014), incluyendo pudricion de raices, troncos y manchas
difusas en las hojas de especies vegetales comerciales (Chamorro et al., 2016;
Maharachchikumbura et al., 2017; Yang, et al., 2017). Sin embargo, no se observé sintomas
de enfermedad en las plantas analizadas, por lo que se podria decir que este hongo no
influy6 positiva o negativamente en la distribucion directa de las especies bajo estudio ya

que la funcion y el proceso de interaccion de este hongo no se conoce.

Lasiodiplodia sp., al igual que N. clavispora, pertenece a un género de hongos
patdgenos, ampliamente distribuidos y bien conocidos en los tropicos como los principales
causante de varias enfermedades en cultivos, entre ellas: Gomosis o “enfermedad de las

cortezas sangrantes”, pudriciéon del tronco del arbol de marafion y deterioro de varios
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organos en plantas de mango, incluyendo raices (Marques et al., 2013; Coutinho et al.,
2017; Mohali et al., 2017). Al no observarse sintomas de enfermedad en las especies de
Matisia, su presencia en M. cordata y M. malacocalyx no contribuye a deducir su
verdadero potencial en la distribucion de estas especies vegetales. Su presencia evidencia
que comunidades naturales de plantas también deben lidiar con hongos patdgenos comunes
a muchos cultivos comerciales, un tema que ain se desconoce y deberia ser tratado a

profundidad.

Para el hongo clasificado como Fungal sp. 3, no se pudo determinar el beneficio o
perjuicio que éste pudiese generar ya que se desconoce el género o cdmo este pudiera estar
asociado a los individuos de Matisia.

6.3.2. HONGOS “ESPECIALISTAS” O UNICOS DE CADA ESPECIE DE
MATISIA.

Las especies de hongos especialistas podrian mostrar un grado de relacion estrecha
con las especies de plantas en estudio. Como su nombre lo indica, los organismos que se
especializan para convivir, en este caso de manera simbionte con otro, generan exclusividad
y en muchos casos beneficios Unicos para ambas partes (Douglas, 1998). Podria ser el caso
que éstos sean los hongos gque generen los singulares patrones de distribucion agregados en

M. oblongifolia.

6.3.2.1. HONGOS ASOCIADOS A M. CORDATA

En este estudio se determind que los hongos Unicos o especialistas asociados con
M. cordata fueron T. virens, M. circinelloides y Fungal sp. 1. Trichoderma virens, al igual
que otras especies dentro del genero, pertenece a un grupo de hongos endofitos que son
capaces de proteger a sus hospederos por medio de interacciones antagonistas
micoparasitas (Schuster y Schmoll, 2010). El potencial de este hongo al asociarse con M.
cordata seria el de brindar proteccidn contra otras especies de hongos patégenos. Mucor

circinelloides ha sido reportado como enddéfito de algunas especies de planta. Su funcion
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dentro de los ecosistemas es desconocida, pero se sabe que en conjunto con otras especies
de hongos, especialmente del género Trichoderma, puede promover el crecimiento vegetal
vigoroso en algunas especies de plantas (Zhang et al., 2007). Este hongo puede también
almacenar y producir grandes cantidades de lipidos generados a partir de materia a base de
carbono (Wynn et al., 2001; Zhang et al., 2007; You et al., 2011).

El beneficio o perjuicio que pudiese generar el hongo clasificado como Fungal sp. 1,
es desconocido ya que no se pudo determinar el género y por lo tanto como este podria

estar asociado a M. cordata.

6.3.2.2. HONGOS ASOCIADOS A M. MALACOCALYX

En este estudio se determind que los hongos unicos o especialistas para
M. malacocalyx, fueron T. strigosum, T. ovalisporum y Fungal sp. 2. Trichoderma
strigosum y T. ovalisporum, como se menciond anteriormente, pertenecen al género mas
comudn dentro de este estudio, hongos capaces de generar relaciones endéfitas con sus
plantas hospederas y que son benéficos al controlar otros hongos patégenos (Holmes et al.,
2004; Hoyos-Carvajal et al., 2009).

El beneficio o perjuicio que pudiese generar el hongo clasificado como Fungal sp.
2, es desconocido ya gue no se pudo determinar el género y por lo tanto como este podria

estar asociado a M. malacocalyx.

6.3.2.3. HONGOS ASOCIADOS A M. OBLONGIFOLIA

En este estudio se determind que los hongos unicos o especialistas para
M. oblongifolia fueron Mortierella sp. 1, Mortierella sp. 2, Mucor sp., Rhizomucor sp. y
Trichoderma sp. Mortierella sp. 1 y Mortierella sp. 2, son un género conocido por estar
presente en el suelo. Son importantes ya que pertenecen a un grupo funcional de hongos
conocidos como “solubilizadores de fosfato” (Osorio y Habte, 2013; Beltran, 2014). Estos

hongos participan en el ciclo del fosforo en los suelos y gracias a su actividad las plantas
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pueden aprovechar las grandes reservas de fosforo insoluble que se ha fijado a los
minerales del suelo. Las especies de Mortierella ayudan a las plantas a tomar este nutriente
de vital importancia por sus raices con mayor facilidad (Moratto et al., 2005; Osorio y
Habte, 2014).

Mucor sp. y Rhizomucor sp., son hongos asociados a géneros principalmente
descomponedores y patdgenos. Pese a esto se conoce que algunas especies de Mucor
pueden remover metales pesados perjudiciales para plantas, ademas de ser capaces de
biodegradar materiales organicos en el suelo de forma eficaz y rapida en comparacion a
otros hongos (Yan y Viraraghava, 2003; Dan et al., 2006). Rhizomucor sp. es un hongo
dificil de asignar funcion dentro de este estudio ya que especies del género han sido
consideradas desde patogenas de humanos (Martinez — Mugica et al., 2017) hasta endofitas,
capaces de biocatalizar acidos grasos (Rodrigues y Fernandez, 2010; Duan et al., 2016). Sin
una identidad de especie se desconoce su funcién, pese a ser el hongo con mayor nimero

de cultivos obtenidos en esta especie de Matisia.

En cuanto a Trichoderma sp. como ya se ha mencionado, es un género beneficioso y

participa activamente como control bioldgico.

6.4. RELACION ENTRE LA DIVERSIDAD FUNGICA ENCONTRADA Y LOS
PATRONES DE DISTRIBUCION DE LAS TRES ESPECIES DE MATISIA

Los resultados mostraron que hubo una diferenciacion en composicion de especies
de hongos entre las tres especies de Matisia analizadas, como se puede observar en los
resultados del NMDS (Figura 10). Matisia oblongifolia fue la especie que mayor cantidad
de hongos unicos presentd en este estudio, ademas de ser la especie con mayor agregacion
espacial. Se diferencié en composicion de especies de hongos de las otras dos especies de
plantas cuyas especies de hongos, en su mayoria, se solapan. También, como soporte
estadistico, las pruebas de ANOSIM y SIMPER (Tabla 4) indicaron altos porcentajes de

disimilitud y diferencias altamente significativas entre la composicién de hongos de
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M. oblongifolia y las otras dos especies. Matisia cordata y M. malacocalyx no presentaron

diferencias significativas entre ellas y su porcentaje de disimilitud fue bajo.

¢Qué podria estar ocurriendo? Pues es conocido que los patrones espaciales no
aleatorios se presentan de manera indistinta en la ecologia de varios habitats (Law et al.,
2009). Estos son capaces de otorgar abundante informacién sobre como las comunidades
se estructuran y como diversos factores pueden alterar la dindmica de las especies (Mclntire
y Fajardo, 2009; Detto y Muller-Landau, 2013). Tradicionalmente, la dindmica de las
especies vegetales se explicaba en base a factores abidticos como el clima, las propiedades
fisico-quimicas del suelo y factores bi6ticos como la herbivoria (Bardgett y van der Putten,
2014), sin embargo, en afios recientes se ha aceptado de manera amplia que la dindmica de
las plantas se encuentra estrechamente relacionada con interacciones entre las raices y
organismos que poseen ciclos de vida edaficos, patdgenos, simbiontes y descomponedores
a escalas espaciales locales (Ettema y Wardle, 2002; Bardgett y van der Putten, 2014). En
este estudio, se cree que la biologia de suelo y sus componentes, especificamente los
hongos, pudieran estar afectando la distribucion espacial de especies de Matisia dentro de

la parcela de 50 hectéreas.

Matisia cordata fue la especie que presentd los niveles de agregacién mas bajos y
alrededor de 2 individuos por hectarea. Pero, ¢(por qué razén no hubo una diferencia
significativa en cuanto a especies de hongos con M. malacocalyx si esta Ultima posee un
nivel de agregacion medio con alrededor de 88 individuos por hectarea? Pues existen
algunos factores que podrian dar una explicacién a este fendmeno. En primer lugar, se
debe resaltar que M. cordata es una especie rara dentro de la parcela y méas bien en muchas
ocasiones se la asocia a claros del bosque. La forma y tamafio de su hoja resembla a las
hojas de plantas tolerantes y que prefieren grandes cantidades de luz solar, tales como
Cecropia ficifolia o Pourouma bicolor. Ademas, es una especie de arbol alto, muy distinto
a M. malacolcayx y M. oblongifolia cuyos individuos son arboles pequefios y delgados.
Igualmente se observé un individuo adulto, en un claro de bosque cercano a la carretera que
dispersé sus semillas bajo su sombra, generando plantulas que ocupaban una buena porcién

del claro.
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Las caracteristicas mencionadas indican que M. cordata es una especie pionera o de
estadios tempranos de sucesion dentro del bosque (Swaine y Whitmore, 1988). Las
interacciones entre T. virens y M. circinelloides, como ya fue revisado, podrian contribuir
al rapido y vigoroso crecimiento de M. cordata en asociacion a claros. Sin embargo, el
nivel de agregacion y distribucion de esta especie puede depender de otros factores del tipo
abiotico, como seria la dependencia de luz solar. El &rea de distribucion de M. malacocalyx,
doénde principalmente existen claros de bosque, tambien seria un ambiente ideal para M.
cordata, consecuentemente existen varias especies de hongos compartidas entre estas dos

especies de plantas.

El bajo numero de especies de hongos especialistas en las raices de M. cordata y
M. malacocalyx puede sugerir que sus especies unicas T. strigosum, T. ovallisporum,
T. virens, M. circinelloides, Fungal sp. 1 y Fungal sp. 2, también son hongos comunes del
estrato edafico de la parcela, que posiblemente pueden ser afines al habitat de ambas
especies de plantas, siendo M. malacocalyx una especie exitosa en cuanto a nimero de
individuos y distribucion espacial agregada debido a las asociaciones del tipo generalista
con hongos, los que serian méas eficaces en la adquisicién de recursos al asociarse
indiferentemente a estas dos especies de plantas. Por lo que, los hongos tendrian una
redundancia funcional por determinar, donde estos no poseen una especificidad en funcion
al hospedero, sino que colaboran de manera equitativa con varias especies de plantas

solap&ndose en funcion (Rineau y Courty, 2011).

Es importante enfatizar que esta redundancia funcional tipicamente analiza una o
varias caracteristicas de las especies en estudio, y no analiza la perspectiva
multidimensional del nicho que habitan (Klironomos, 2000; Lilleskov et al., 2011), por lo
tanto se podria subestimar el efecto real de la diversidad funcional de estos hongos al

sobreestimar su redundancia funcional.

Matisia cordata y M. malacocalyx presentaron especies muy parecidas de hongos

pese a que su grado de agregacion fue muy distinto, al igual que su nimero de individuos.



25

En el caso de M. oblongifolia los resultados indicaron que esta especie de planta presentd
alrededor de 119 individuos por hectarea, el nivel de agregacion mas alto y
estadisticamente las especies de hongos mayormente diferenciadas, tanto para M.
malacocalyx como para M. cordata, con porcentajes de disimilitud del 94.5% y 95.9%,
respectivamente. M. oblongifolia demostro lo esperado, es decir, que al ser mas densa en
namero de individuos y mas agregada espacialmente, debe manejar de alguna manera la
coexistencia con otras especies de plantas, para no ser desproporcionalmente abundante en

la escala local y asi poder mantener la diversidad dentro de la parcela.

Es claro que M. oblongifolia, al igual que M. malacocalyx, fueron especies
numerosas y agregadas. Esto implica que estas plantas debieron desarrollarse en altas
densidades de vecinos conespecificos y por ende debieron conllevar los efectos positivos o
negativos de establecerse cerca, a menudo bajo, los adultos de la misma especie
(Metz et al., 2010), cosa que no ocurrié con M. cordata cuya distribucién fue disgregada.
Como una premisa para mantener la diversidad en agregaciones grandes de individuos se
ha establecido que los efectos negativos dependientes de la densidad (ENDD)
(Peters, 2003; Johnson et al.,, 2012; LaManna, 2017) juegan un rol importante en el
mantenimiento y estructuracion de muchos sistemas naturales, tanto en zonas temperadas
como en zonas tropicales (Metz et al., 2010; LaManna, et al., 2017). Se sabe que cuando
las especies habitan en agregacion los recursos como luz, agua y nutrientes del suelo se
volverian un limitante para dispersarse de manera anormal. Por ejemplo, se ha demostrado
que dentro de la parcela de 50 hectareas en Yasuni, la densidad de plantulas que se
desarrollan en sus primeros estadios de vida pueden generar altas tasas de mortalidad en su
primer afio de desarrollo (Metz et al., 2010), debido en gran medida a la accion de
enemigos naturales como herbivoros y patégenos de diferente indole como hongos o
bacterias (Janzen, 1970; Connell, 1971). El resultado de este proceso negativo para las
plantulas o estadios juveniles ayudaria a incrementar la distancia entre individuos de la
misma especie Yy por ende el establecimiento exitoso de otras especies de plantas (Bagchi
etal., 2010; Metz et al., 2010).
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Pese a lo mencionado anteriormente, observamos que tanto M. oblongifolia como
M. malacocalyx, desafian esta regla general al poseer una gran densidad de individuos por
area en comparacion a otras especies dentro de la parcela. Se podria atribuir esta capacidad
de evitar los efectos negativos dependientes de la densidad precisamente por la asociacion
con hongos especializados en la toma de recursos del suelo, permitiéndoles mejor
crecimiento y una 6ptima toma de luz, ademés de convertirlas en resistentes organismos en
contra de hongos patdgenos y otras enfermedades a nivel de raiz (Brundrett,2002). Empero,
como se discutié anteriormente y en base a las especies de hongos que se obtuvo en
M. malacocalyx, se podria decir que ésta se beneficid por un conjunto generalista de
hongos, en cambio, M. oblongifolia mostré cinco especies Unicas por lo que su
adaptabilidad al evitar los ENDD puede depender de una estrecha especializacion con estos

hongos.

Por lo expuesto, se propone que los hongos especialistas asociados a
M. oblongifolia tuvieron una retroalimentacion positiva y no provocaron ENDD en la
cercania de juveniles y adultos que viven estrechamente agregados. De este modo la planta
acumulo microorganismos del suelo que son beneficiosos y especificos para el huésped, y
genero una situacion desestabilizadora que llevé a dominar una sola especie (Bever et al.,
2010). EIl soporte para esta propuesta se basa en la composicion diferencial fungica que
presentd esta especie, tanto ectomicorrizas como endomicorrizas (observadas micro y
macroscopicamente dentro y fuera del cértex de la raiz) podrian actuar en conjunto con las
dos especies del género Mortierella encontradas Gnicamente en esta especie de planta para
asegurar la toma de nitrogeno y fosfatos del suelo.

En este sentido, es bien conocida la paradoja de los suelos extremadamente pobres
en nutrientes en la amazonia (Vitousek y Sanford, 1986). En algunas partes de la cuenca
del Rio Amazonas se pueden observar suelos arenosos, arcillosos que han evolucionado a
través de la erosion por millones de afios (Lehmann et al., 2003, Kricher, 2011), y aun asi,
albergan la diversidad vegetal mas rica de todo el planeta (Hopkins, 2007, Kricher, 2011).
Se sabe que las plantas manejan esta deficiencia en nutrientes generando raices muy

superficiales y aprovechando la alta tasa de degradacion de la materia organica en estos
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bosques para asi obtener nutrientes esenciales para su crecimiento y desarrollo
(Ward et al., 2013), sin embargo, como pudimos observar M. oblongifolia posee un alto
namero de individuos en la parcela de 50 hectareas y los recursos serian insuficientes para
mantener tal poblacion de individuos conespecificos; es aqui donde los hongos encontrados

puedieron ser de relevancia.

Las endomicorrizas (observadas bajo microscopio) facilitarian la adquisicion de
nitrdgeno necesario para generar aminoacidos, componentes basicos para la construccion
de estructuras mas complejas como tejidos u hormonas (Barea et al., 2005). Usualmente las
plantas extraen nitrdgeno del suelo en forma de nitratos y amonio, pero este es un elemento
escaso en suelo amazdnico, o solo se encuentra presente como nitrégeno inorganico (Barea
et al., 2005; Hodge y Storer, 2015). Las micorrizas podrian, entonces, estar colaborando en
la toma del nitrégeno, transformandolo en nitratos y amonio para el uso metabolico de M.
oblongifolia. También se encontrd6 dos especies del género Mortierella asociadas
Unicamente a esta especie de planta, y como se discutio antes, este género se caracteriza por
participar activamente del ciclo del fosforo en el suelo, solubilizandolo en forma de fosfatos
que se han fijados a los minerales del suelo, introduciéndolo en el mecanismo metabdlico
de las plantas. Estas dos asociaciones fungicas podrian potenciar la capacidad competitiva y
reducir la redundancia funcional en relacién a otras especies de hongos, ademas de mitigar

los ENDD asociados al alto nivel de agregacion de M. oblongifolia.

Los hongos Trichoderma sp. y Mucor sp. también podrian representar importantes
agentes en la defensa de esta especie contra organismos patégenos del suelo y participar
activamente en la descomposicibn de materia organica, respectivamente
(Yan y Viraraghava, 2003; Dan et al., 2006; Chaverri et al., 2015). Es importante resaltar
que Rhizomucor sp. es el género que mayor diferenciacion otorgo a esta especie de planta,
pero su identificacion a especie no fue posible por lo que su funcion no pudo ser analizada
en profundidad. No se pudo conocer qué adaptacion competitiva pudo haberse generado en

M. oblongifolia.
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La causa para la distribucion espacial de estas especies de plantas queda aun por
resolverse. EXxisten otros factores tanto bidticos como abidticos, ya sean variables como la
dispersion de semillas, biologia de dispersores, adaptaciones morfoldgicas y fisiologicas
como la forma de las hojas, tolerancia a la luz y sombra, respuesta a disturbios, entre otras,
que deben ser tomadas en cuenta para responder preguntas de distribucién a largo plazo en
un area local como la parcela de 50 hectareas en Yasuni. Sin embargo, el presente estudio
di6 una primera aproximacion acerca del papel que los hongos asociados a las raices de las

especies pueden estar desempefiando.
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7. CONCLUSIONES

Se concluye que si existen asociaciones fungicas variadas en las raices de Matisia
cordata, M. malacocalyx y M. oblongifolia. Estas asociaciones fueron del tipo
ectomicorrizicas, endomicorrizicas y endofitas. Siendo M. oblongifolia la que posee un

mayor numero de especies unicas de hongos asociadas a sus raices.

La accion en conjunto de estos hongos Unicos o especialistas, ademas de las
posibles endomicorrizas, podria sugerir la existencia de ventajas adaptativas que permiten a
M. oblongifolia desarrollarse en grandes agregaciones y evitar asi los efectos negativos

dependientes de la densidad.

En contraste, Matisia malacocalyx presentd un conjunto de hongos generalistas que

probablemente favorece su crecimiento agregado en estos bosques.

El nivel de agregacion de M. cordata al parecer depende de factores abidticos como
la disponibilidad de luz, pero posiblemnte no de la composicién de hongos presentes en el

suelo.

El estudio de la biologia reproductiva y de dispersion de las espceies de arboles
analizados también podria influir con su distribucién espacial, por lo que se recomienda

analizar estos factores en futuros estudios.

Se espera poder continuar con el andlisis de la distribucion de otras especies de
arboles dentro de la parcela de 50 héctareas para clarificar si su distribucion espacial es

consistente o relacionada con asociaciones fungicas.
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9. FIGURAS

Figura 1. Observacion macroscépica de varias porciones apicales de raiz de A)
Matisia cordata, B) Matisia malacocalyx y C) Matisia oblongifolia en aumento 2.7X.
Se observan engrosamientos marrones en el meristemo apical.
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Figura 2. Observacion microscépica de tincion radicular en Matisia cordata en
aumento 10X. Se observan hifas asociadas (a) dentro del cértex de la raiz (b), nétese los
pelos radiculares (c).

Figura 3. Observacion microscopica de tincion radicular en Matisia cordata en
aumento 40X Se observan hifas (a) y vesiculas de Glomeromycota (endomicorriza) (b)
dentro de las células corticales de la raices (c).
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Figura4. Observacion microscépica de tincion radicular en Matisia malacocalyx en
aumento 10X. Se observan hifas (a) y vesiculas de Glomeromycota (endomicorriza) (b)
dentro de las células corticales de la raices (c).

Figura5. Observacién microscopica de tincion radicular en Matisia malacocalyx en
aumento 40X. Se observan hifas (a) y clamidosporas de Glomeromycota (endomicorriza)
(b) dentro y fuera, respectivamente, de las células corticales de la raices (c).
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Figura6.  Observacion microscopica de tincion radicular en Matisia oblongifolia en
aumento 40X. Se observan hifas (a) dentro de las células corticales de la raices (b).

Figura 7. Observacion microscopica de tincion radicular en Matisia oblongifolia
en aumento 40X. Se observan hifas (a) y vesiculas de Glomeromycota (b) dentro de las
células corticales de la raices (c).

Fotografias: Ricardo Zambrano Cevallos.
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10. TABLAS

Listado de hongos encontrados en asociacion a raices de Matisia cordata, M. malacocalyx y M. oblongifolia.

Especie de hongo Division Familia Numero de Asociado a:
aislados M.cor. M.mal. M.obl

1. Fungal sp. 1 - - 1 X

2. Fungal sp. 2 - - 1 X

3. Fungal sp. 3 - - 6 X X X

4. Lasiodiplodia sp. Ascomycota Botryosphaeriaceae 2 X X

5. Mortierella sp. 1 Zygomycota Mortierellaceae 1 X

6. Mortierella sp. 2 Zygomycota Mortierellaceae 1 X

7. Mucor circinelloides Zygomycota Mucoraceae 3 X

8. Mucor sp. Zygomycota Mucoraceae 1 X

9. Neopestalotiopsis clavispora Ascomycota Amphisphaereaceae 8 X X X

10. Rhizomucor sp. Zygomycota Mucoraceae 9 X

11. Trichoderma harzianum Ascomycota Hypocreaceae 4 X X X

12. Trichoderma ovallisporum Ascomycota Hypocreaceae 2 X

13. Trichoderma sp. Ascomycota Hypocreaceae 1 X

14. Trichoderma spirale Ascomycota Hypocreaceae 13 X X X

15. Trichoderma strigosum Ascomycota Hypocreaceae 1 X

16. Trichoderma virens Ascomycota Hypocreaceae 2 X

48



Tabla 2.

49

Descripcion macroscopica de las especies de hongos asociados Matisia cordata, M. malacocalyx y M. oblongifolia.

Descripcion morfolégica macroscopica

Especie de hongo Color Tamafo/  Superficie Forma Elevacion Margen Observaciones
diametro
Fungal sp. 1 Blanco Mediano/  Algodonosa  Irregular Plana Ondulado Al madurar los bordes se tornan
6.5cm ligeramente amarillos.
Fungal sp. 2 Crema Grande/  Algodonosa/  Circular ~ Umbonada Entero a El micelio maduro crece
9cm rugosa filiforme algodonoso sobre el rugoso.
Fungal sp. 3 Amarillo Grande/  Aterciopelada Circular ~ Umbonada Entero El micelio mas antiguo se torna de
9cm color crema intenso.
Lasiodiplodia sp. Negro Grande/  Algodonosa/  Circular Planay Filiforme Blanco al ser recién cultivado y
9cm filamentosa filiforme negro verduzco al madurar
Mortierella sp. 1 Blanco Pequefio/  Algodonosa  Irregular Elevada Filiformey  Crecimiento en forma de "ondas" o
5cm ondulado I6bulos solapados
Mortierella sp. 2 Blanco Grande/  Algodonosa  Irregular  Filamentosa Ondulado Crecimiento en forma de "ondas" o
9cm I6bulos solapados.
Mucor circinelloides Blanco Mediano/  Aterciopelada Irregular Plana Ondulado y No
opaco 7cm filiforme
Mucor sp. Blanco Grande/  Algodonosa  Circular Plana Filiforme Negro al centro debido a la
opaco 9cm presencia de esporangios.
Neopestalotiopsis Blanco o Pequefio/ Algodonosao Irregular Plana o Ondulado o Blanco al ser recién cultivado y
clavispora marron 5cm crustosa irregular filiforme. café - amarillento al madurar
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malacocalyx y Matisia oblongifolia.

(Continuacion...) Descripcién macroscopica de las especies de hongos asociados

50

Matisia cordata, Matisia

Descripcion morfologica macroscépica

Especie de hongo Color Tamano/  Superficie Forma  Elevacion Margen Observaciones
didmetro
Rhizomucor sp. Amarillo Grande/  Algodonosa  Circular  Umbonada Entero Se puede tornar blanco al centro.
8cm
Trichoderma harzianum Blanco Grande/  Algodonosa/  Circular Planay Filiforme No
opaco 8cm aterciopelada filamentosa
Trichoderma Blanco Grande/  Algodonosa/  Circular Planay Filiforme Estrias de crecimiento muy
ovallisporum opaco 9cm aterciopelada filamentosa marcadas.
Trichoderma sp. Blanco Grande/  Aterciopelada Circular Plana Entero No
opaco 8cm
Trichoderma spirale Blanco Grande/  Algodonosao Circular Planay Filiforme Estrias de crecimiento muy
9cm aterciopelada filamentosa marcadas
Trichoderma strigosum Blanco Mediano/ Aterciopelada Irregular Planay Filiforme Estrias de crecimiento muy
6 cm filamentosa marcadas
Trichoderma virens Blanco Grande/  Aterciopelada Irregular Plana Filiforme Estrias de crecimiento muy

9cm

marcadas
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Tabla 3. Descripcion microscopica de las especies de hongos asociados Matisia cordata, Matisia malacocalyx y Matisia

oblongifolia.

Descripcion morfologica microscopica

Especie de hongo Apariencia  Ancho de Presencia de Estructuras reproductivas
de hifas hifas en um septos
Fungal sp. 1 Hialinas 2.51 um - Si Conidios unicelulares, de subglobosos a globosos, con alrededor de
4.99 um 72 um de largo y 55 um de ancho.
Conidios unicelulares, de subglobosos a globosos, cubiertos con
Fungal sp. 2 Hialinas 6.51 um - Si vaina mucilaginosa, con alrededor de 137.15 um de largo y 48.03
18.33 um um de ancho
Fungal sp. 3 Hialinas 7.60 um - Si Conidioforos no diferenciados, presencia de artroconidios
15.33 um catenulados con alrededor de 5.67 um de largo y 6.50 um de ancho.
Lasiodiplodia sp. Negras o 3.14 um - Si No se observan
pardas 3.18 um
Mortierella sp. 1 Hialinas 0.42 um - No No se observan
2.06 um
Mortierella sp. 2 Hialinas 1.63 um - No No se observan
4.69 um
Esporangios globosos con alrededor de 43.83 um de largo y 47.26
Mucor circinelloides Hialinas 5.92 um - No um de ancho que nacen de esporangioforos ramificados, columela
ramificadas 12.96 um no visible
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Matisia cordata, Matisia

Descripcion morfologica microscopica

Especie de hongo Apariencia  Ancho de Presencia de Estructuras reproductivas
de hifas hifas en um septos
Esporangios subglobosos o globosos con alrededor de 24.32 um de
MUCOr S Hialinas 10.85 um - No largo y 18.96 um de ancho que nacen de esporangioforos
P ramificadas 18.72 um ramificados, columela visible
Neopestalotiopsis Hialinas o 2.62 um - Si Células conidiégenas globosas encontradas a lo largo de las hifas
clavispora pardas 6.82 um con alrededor de 7.71 um de largo y 6.32um de ancho.
Hialinas Artroconidios catenulados que se desarrollan directamente de las
RRiZOMUCOF S con 5.20 um - No hifas, de tamafio variable, poseen entre 142.3 um de largo 70.33 um
P estolones 42.01 um de ancho
. . L 1.79 um - .
Trichoderma harzianum Hialinas £ 63 um Si No se observan
Trichoderma
. - 1.28 um - .
ovalisporum Hialinas 260 um Si No se observan
. L 2.87um - .
Trichoderma sp. Hialinas 4.88 um Si No se observan
3.33um -
Trichoderma spirale Hialinas 4.47 um Si No se observan
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Tabla 3. (Continuacién...) Descripcion microscopica de las especies de hongos asociados Matisia cordata, Matisia
malacocalyx y Matisia oblongifolia.

Descripcion morfoldgica microscopica

Especie de hongo Apariencia  Ancho de Presencia de Estructuras reproductivas
de hifas hifas en um septos
Trichoderma strigosum Hialinas 1.40 um - Si Coniditforos globosos 8.39 um de ancho y 9.10 um de largo.
3.37 um
Trichoderma virens Hialinas 2.91 um - Si No se observan

8.27 um
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Tabla 4. Resultados de los analisis ANOSIM (analisis de similitud) y SIMPER (porcentaje de
similitud) entre las tres especies de Matisia estudiadas y sus hongos asociados.

Comparacion global (R=0.19 ; P=0.0001 ) Disimilitud promedio= 92.41

Especie de Hongo Total de aislados Contribucién%
M. cordata M. malacocalyx. M. oblongifolia

Trichoderma spirale 4 8 1 21.63
Rhizomucor sp. 0 0 9 16.83
Fungal sp. 3 4 1 1 11.13
Neopestalotiopsis clavispora 3 1 4 10.53
Trichoderma harzianum 1 1 2 7.726
Mucor circinelloides 3 0 0 6.596
Trichoderma virens 2 0 0 4.397
Trichoderma ovalisporum 0 2 0 3.861
Lasiodiplodia sp. 1 1 0 3.353
Fungal sp. 1 1 0 0 2.199
Fungal sp. 2 0 1 0 2.834
Trichoderma sp. 0 0 1 2.319
Mortierella sp. 2 0 0 1 2.319
Trichoderma strigosum 0 1 0 1.467
Mortierella sp. 1 0 0 1 1.587
Mucor sp. 0 0 1 1.209

M. cordata vs. M. malacocalyx (R=0.15 ; P=0.0627 ) Disimilitud promedio= 85.07

Especie de Hongo Total de aislados Contribucién %
M. cordata M. malacocalyx
Trichoderma spirale 4 8 30.84
Fungal sp. 3 4 1 14.59
Mucor circinelloides 3 0 9.6
Trichoderma harzianum 1 1 8.033
Trichoderma ovalisporum 0 2 7.576
Trichoderma virens 2 0 6.4
Neopestalotiopsis clavispora 3 1 5.643
Lasiodiplodia sp. 1 1 5.643
Fungal sp. 1 1 0 5.617
Fungal sp. 2 0 1 3.2
Trichoderma strigosum 0 1 2.861
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Tabla4. (Continuacion...) Resultados de los analisis ANOSIM (analisis de similitud)
y SIMPER (porcentaje de similitud) entre las tres especies de Matisia estudiadas y sus
hongos asociados.

M. cordata vs. M. oblongifolia (R=0.18 ; P=0.0009) Disimilitud promedio= 95.9

Especie de Hongo Total de aislados Contribucion
M. cordata M. oblongifolia %

Rhizomucor sp. 0 9 23.94
Trichoderma spirale 4 1 12.88
Neopestalotiopsis clavispora 3 4 12.64
Fungal sp. 3 4 1 12.34
Mucor circinelloides 3 0 9.153
Trichoderma harzianum 1 2 7.222
Trichoderma virens 2 0 6.102
Trichoderma sp. 0 1 3.321
Mortierella sp. 2 0 1 3.321
Fungal sp. 1 1 0 3.051
Mortierella sp. 1 0 1 2.24
Lasiodiplodia sp. 1 0 2.101
Mucor sp. 0 1 1.692

M. malacocalyx vs. M. oblongifolia (R=0.21 ; P=0.0018 ) Disimilitud promedio= 94.5

Especie de Hongo Total de aislados Contribucién
M. malacocalyx M. oblongifolia %

Trichoderma spirale 8 1 26.68
Rhizomucor sp. 0 9 21.17
Neopestalotiopsis clavispora 1 4 11.71
Trichoderma harzianum 1 2 8.218
Trichoderma ovalisporum 2 0 6.395
Fungal sp. 3 1 1 6.196
Fungal sp. 2 1 0 4.644
Lasiodiplodia sp. 1 0 3.198
Trichoderma sp. 0 1 2.88
Mortierella sp. 2 0 1 2.88
Trichoderma strigosum 1 0 2.445
Mortierella sp. 1 0 1 2.022
Mucor sp. 0 1 1.564
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11. ANEXOS

Anexo 1. Figuras de la distribucidn espacial de las tres especies de Matisia dentro de la parcela de estudio permanente de 50
hectareas.
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Figura A. Distribucion espacial de Matisia cordata dentro de la parcela de estudio permanente de 50 hectareas en Yasuni. Los
puntos verdes representan individuos de M. cordata, ademas se aprecian las curvas de nivel y los rios dentro de la parcela.
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FiguraB.  Distribucién espacial de Matisia malacocalyx dentro de la parcela de estudio permanente de 50 hectéareas en Yasuni. Los
puntos marrones representan individuos de M. malacocalyx, ademas se aprecian las curvas de nivel y los rios dentro de la parcela.
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Figura C. Distribucion espacial de Matisia oblongifolia dentro de la parcela de estudio permanente de 50 hectareas en Yasuni. Los
puntos grises representan individuos de M. oblongifolia, ademas se aprecian las curvas de nivel y los rios dentro de la parcela.
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Anexo 2. Graficos de “wavelet variances” basados en la metodologia generada por
Detto & Muller-Landau (2013) vy desarrollados por R. E. Cardenas para las tres

especies de Matisia.
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Figura A.  “Wavelet variances” de Matisia cordata, en el eje X se muestra la escala
espacial en metros y en el eje Y la variancia de la distribucion de los individuos, en lineas
punteadas se observa el intervalo de confianza generado de forma aleatoria, mientras que
la linea negra solida se observa la variancia observada y ajustada de la distribucion de los
individuos por escala. Cuando la linea continua se separa de las lineas punteadas (varianza
>1), se puede decir que existe agregacion espacial; M. cordata es una especie que presenta
un bajo nivel de agregacion tanto en escala espacial pequefia como grande, tomando en
cuenta todos los individuos de la parcela de 50 hectareas segun el censo de 2002.
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Figura B.  “Wavelet variances” de Matisia malacocalyx, en el eje X se muestra la
escala espacial en metros y en el eje Y la variancia de la distribucién de los individuos, en
lineas punteadas se observa el intervalo de confianza generado de forma aleatoria, mientras
que la linea negra solida se observa la variancia observada y ajustada de la distribucion de
los individuos por escala. Cuando la linea continua se separa de las lineas punteadas
(varianza >1), se puede decir que existe agregacion espacial; M. malacocalyx es una
especie que presenta un nivel de agregacion alto en una escala espacial grande, tomando en
cuenta todos los individuos de la parcela de 50 hectareas segun el censo de 2002.
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FiguraC. “Wavelet variances” de Matisia oblongifolia, en el eje X se muestra la escala
espacial en metros y en el eje Y la variancia de la distribucion de los individuos, en lineas
punteadas se observa el intervalo de confianza generado de forma aleatoria, mientras que
la linea negra solida se observa la variancia observada y ajustada de la distribucién de los
individuos por escala. Cuando la linea continua se separa de las lineas punteadas (varianza
>1), se puede decir que existe agregacion espacial; M. oblongifolia es una especie que
presenta un nivel de agregacion alto, tanto en escala espacial pequefia como grande,
tomando en cuenta todos los individuos de la parcela de 50 hectareas segun el censo de
2002.
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Anexo 3.  Gel representativo de los productos de amplificacion de la region ITS
(secuencia del transcrito interno) del ADN ribosomal con los cebadores ITS1F e ITS4
por medio del método PCR, obtenidos de 13 cultivos puros de hongos pertenecientes a
Matisia oblongifolia. Se observan las 13 reacciones de PCR, el control positivo, negativo,
y el marcador molecular de peso, en ese orden.

Fotografia: Ricardo Zambrano Cevallos
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Anexo 4. Figuras descriptivas obtenidas de las dieciséis especies de hongos asociados
a las raices de M. cordata, M. malacocalyx y M. oblongifolia.

Reino: Fungi, Determinacion: Fungal sp. 1

Figura A.1. Fungal sp. 1 en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.1. Hifasy conidios de Fungal sp. 1, vista 40 X, en azul de metileno.

Reino: Fungi, Determinacion: Fungal sp. 2

Figura A.2. Fungal sp. 2 en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.2. Hifasy conidios de Fungal sp. 2, vista 10 x, en azul de metileno.
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Reino: Fungi, Determinacién: Fungal sp. 3

Figura A.3. Fungal sp. 3 en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.3. Hifas y artroconidios catenulados de Fungal sp. 3, vista 10 x, en azul de
metileno.

Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Orden: Botryosphaeriales,
Familia: Botryosphaeriaceae, Género y especie: Lasiodiplodia sp.

Figura A.4. Lasiodiplodia sp. en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.4. Hifas de Lasiodiplodia sp. vista 40 x en azul de metileno.
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Reino: Fungi, Phylum: Zygomicota, Orden: Mortierellales, Familia: Mortierellaceae,
Género y especie: Mortierella sp. 1

Figura A.5. Mortierella sp. 1 en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.5. Hifas de Mortierella sp. 1, vista 40 x, en floxina.

Reino: Fungi, Phylum: Zygomicota, Orden: Mortierellales, Familia: Mortierellaceae,
Género y especie: Mortierella sp. 2

Figura A.6. Mortierella sp. 2 en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.6. Hifas de Mortierella sp. 2, vista 40 x, en azul de metileno.



Reino: Fungi, Phylum: Zygomicota, Orden: Mucorales, Familia: Mucoraceae,
Género y especie: Mucor circinelloides

Figura A.7. Mucor circinelloides en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.7. Hifas y esporangios de Mucor circinelloides, vista 10 x, en floxina.

Reino: Fungi, Phylum: Zygomicota, Orden: Mucorales, Familia: Mucoraceae,
Género y especie: Mucor sp.

Figura A.8. Mucor sp. en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.8. Hifas y esporangios de Mucor sp., vista 40 x, en azul de metileno.
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Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Orden: Amphisphaeriales,
Familia: Pestalotiopsidaceae, Género y especie: Neopestalotiopsis clavispora

Figura A.9. Neopestalotiopsis clavispora en medio Sabouraud con crecimiento de
30 dias.
Figura B.9. Hifasy células conididgenas globosas de Neopestalotiopsis clavispora,
vista 40 x, en azul de metileno.

Reino: Fungi, Phylum: Zygomicota, Orden: Mucorales, Familia: Mucoraceae,
Género y especie: Rhizomucor sp.

Figura A.10. Rhizomucor sp. en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.10. Hifasy artroconidios catenulados de Rhizomucor sp., vista 10 x, en azul
de metileno.
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Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Orden: Hypocreales, Familia: Hypocreaceae,
Género y especie: Trichoderma harzianum

Figura A.11. Trichoderma harzianum en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.11. Hifas de Trichoderma harzianum, vista 40 x en azul de metileno.

Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Orden: Hypocreales, Familia: Hypocreaceae,
Género y especie: Trichoderma ovalisporum
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Figura A.12. Trichoderma ovalisporum en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.12. Hifas de Trichoderma ovalisporum, vista 100 x, en floxina.
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Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Orden: Hypocreales, Familia: Hypocreaceae,
Género y especie: Trichoderma sp.

Figura A.13. Trichoderma sp. en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.13. Hifas de Trichoderma sp., vista 40 X, en azul de metileno.

Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Orden: Hypocreales, Familia: Hypocreaceae,
Género y especie: Trichoderma spirale

Figura A.14. Trichoderma spirale en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.14. Hifas de Trichoderma spirale, vista 40 X, en floxina.



70

Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Orden: Hypocreales, Familia: Hypocreaceae,
Género y especie: Trichoderma strigosum

Figura A.15. Trichoderma strigosum en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.15. Hifas y conidiéforos de Trichoderma strigosum, vista 40 x en azul de
metileno.

Reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Orden: Hypocreales, Familia: Hypocreaceae,
Género y especie: Trichoderma virens

Figura A.16. Trichoderma virens en medio Sabouraud con crecimiento de 4 dias.
Figura B.16. Hifas de Trichoderma virens, vista 40 x en floxina.

Fotografias: Ricardo Zambrano Cevallos.
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