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RESUMEN.

Las orquideas son plantas muy diversas en los ecosistemas y requieren una asociacion con
hongos especificos formadores de micorrizas. Nuestro estudio busca evaluar si los hongos
micorrizicos seleccionados pueden mejorar el desarrollo de las plantulas de orquideas
Cattleya iricolor, Galeottia acuminata, Helcia sanguinolenta. Cinco cepas de hongos
pertenecientes al género Tulasnella y Ceratobasidium fueron aplicadas en los experimentos
de crecimiento in vitro. Cinco variables como peso de plantulas PP; Largo de plantulas LP;
namero de hojas NH; nimero de raices NR, Largo de raices LR, fueron evaluadas al inicio y
al final del experimento durante seis meses en condiciones controladas. Los resultados
mostraron que el efecto de los hongos puede variar para cada especie de orquidea. Una
especie de Tulasnella influencio significativamente sobre el peso y largo de las plantulas de
Cattleya iricolor y Helcia sanguinolenta. Por otra parte, una especie de Ceratobasidium tuvo
efecto sobre la variable peso para las plantulas de Galeottia acuminata denotando un grado

de especificidad de dichos hongos para las diferentes especies de orquideas evaluadas.

Palabras Claves: Simbiosis, Tulasnella, Ceratobasidium, Cultivo in vitro.



ABSTRACT.

Orchid plants are very diverse in the ecosystems and they require an association with
specific mycorrhizal fungi. The overall aim of this study was test if the selected mycorrhizal
fungi can improve the development of orchid seedlings Cattleya iricolor, Galeottia acuminata,
Helcia sanguinolenta. Five fungi strains belonging to the genera Tulasnella and
Ceratobasidium were inoculated for in vitro growth experiments. Five variables such as
seedling weight (PP); seedling length (LP); Leave number (NH); Root number (NR); and root
length (LR), were evaluated at the beginning and at the end of the experiment during six
months in controlled conditions. Results show differences responses among orchid species.
One species of Tulasnella had a significant effect on the weight and the length of the
seedlings of Cattleya iricolor and Helcia sanguinolenta. On the other hand, the species
Ceratobasidium presented an effect on the seedlings weight of Galeottia acuminate showing

a grade of fungi specificity on evaluated orchid species.

Keywords: Symbiosis, Tulasnella, Ceratobasidium, In vitro culture.



INTRODUCCION.

El Ecuador es un pais que posee gran biodiversidad de orquideas, contando con 219
géneros de orquideas, 4.125 especies clasificadas y 1.301 especies endémicas,
correspondiéndose casi al 14% de las especies de orquideas a escala mundial (Ecuador
Megadiverso, 2011; Andes, 2015). Sin embargo, las orquideas se encuentran amenazadas
por la elevada tasa de deforestacion a nivel nacional e internacional (Jorgensen & LeoOn-
Yanez, 1999). Adicionalmente, las orquideas generan miles de semillas diminutas con
escazas reservas nutritivas por lo cual requieren asociacion con hongos especificos para su
supervivencia, denominandose micorriza a esta asociacion (Bernard, 1909; Arditti & Ghani,
2000; Smith & Read, 2008; Otero & Bayman, 2009; Kottke et al. 2010). Las micorrizas de
orquideas corresponde a un tipo de endomicorriza, donde se presenta la colonizacion a la
orquidea por medio del ingreso de las hifas del hongo hacia las células corticales de la raiz
(Dearnaley, Martos & Selosse, 2012). Las hifas colonizadoras de los hongos no infringen
dafio a la membrana celular cortical, pero se ramifican en el espacio entre la pared celular y
la membrana, formando elaboradas estructuras en espiral conocidas como pelotones
(Dearnaley et al. 2012).

En las zonas tropicales predominan las orquideas fotosintéticas, las cuales son
micoheterotréficas por poseer hongos asociados durante los primeros estadios de desarrollo
y otras orquideas pueden ser micotréficas por poseer asociado el o los hongos hasta su
estado adulto (Cameron et al. 2006; Dearnaley, 2007). Es asi que la mayoria de las
orquideas llegan a formar una relacion muy dependiente con el hongo facilitando el
intercambio de minerales y nutrientes (McKendrick, 2000). Las micorrizas en las orquideas
estan formadas principalmente por hongos basidiomicetes de los grupos Cantharellales,
Sebacinales y Atractielalles, Suarez & Kottke (2016), incrementando la eficiencia de la
absorcion de nutrientes desde el suelo por parte de la planta (Chaverri, Huhndorf, & Rogers,
2011). Sin embargo varios factores pueden influir sobre la presencia de determinados
géneros de hongos como por ejemplo las condiciones climéticas (Rasmussen & Whigham,
2002; Suérez et al. 2006). El conocimiento acerca de la frecuencia y la diversidad, asi como
el papel ecolégico de los hongos micorrizicos en orquideas sigue siendo en gran medida

desconocido (Bayman & Otero, 2006).

Gran parte de los hongos formadores de micorrizas se han estudiado en su estado
anamorfo (estado asexual) los cuales se han clasificado artificialmente dentro del grupo
forma-Rhizoctonia, sin embargo, estos hongos pertenecen a varios teleomorfos (estado
sexual), que incluyen los generos Ceratobasidium, Thanatephorus, Tulasnella y Sebacina

(Zelmer, Cuthbertson & Currah, 1996; Otero, Ackerman & Bayman, 2002). Pocos hongos
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micorrizicos han sido factibles de generar estados teleomorfos en cultivos in vitro, por
ejemplo el anamorfo de Epulhorriza spp. ha generado sus teleomorfos Tulasnella spp.
aislados desde raices de orquideas terrestres (Warcup & Talbot, 1967; Sneh et al. 1991).
Por esta dificultad de obtener estados sexuales de estos hongos micorrizicos, muchos
estudios han enfatizado sus trabajos en la obtencion de basidiomas (e. g. Tulasnella y
Ceratobasidium) en el campo donde se los ha reportado creciendo sobre madera en
descomposicion (Roberts, 1999; Cruz et al. 2011). Esta metodologia de colecta de
basidioma es muchas veces ineficaz por la naturaleza de las fructificaciones las cuales son
resupinados y practicamente invisibles al ojo humano. Por lo que actualmente estudios de
los hongos micorrizicos de orquideas se basan en datos moleculares donde se determina
diversidad de OTUs (unidades taxonémicas operacionales) equivalentes a especies (Suarez
et al. 2006; Chaverri et al. 2011; Martos et al. 2012).

La determinacién de OTUs, demuestra que existe una altisima diversidad de especies
moleculares de géneros como Tulasnella asociados a las orquideas, volviéndose un
requisito crucial la determinacién de estos hongos y si estos son hongos especificos o
generalistas para las orquideas, ademas de conocer si los hongos cumplen con algun rol
dentro de la evolucion de las orquideas (Suarez & Kottke 2016). Por estas razones varios
estudios generan andlisis de diversidad incluyendo pruebas de laboratorio como la
germinacion de semillas de orquideas con hongos micorrizicos aislados desde orquideas
(Dearnaley et al. 2012; Cueva, 2014).

Bajo estos antecedentes, el objetivo principal en este estudio es demostrar el beneficio que
provoca la inoculacion de las cepas de hongos micorrizicos Tulasnella spp. y
Ceratobasidium spp. en el desarrollo de plantulas de las especies de orquideas Cattleya
iricolor, Galeottia acuminata y Helcia sanguinolenta.



CAPITULO |



1.1 Ecologia e importancia econdmica de orquideas.

Las orquideas presentan una alta distribucion y diversidad en los tropicos, especialmente en
el Neotropico, como por ejemplo los Andes del Ecuador (Sierra, 1999). El Ecuador un pais
megadiverso cuenta con una diversidad elevada de especies de la familia Orchidaceae
(Alec, 1994). Las orquideas muestran varios habitos de crecimiento debido a su gran
variabilidad morfoldgica, por ejemplo crecen sobre los arboles (epifitas), sobre las rocas
(litofitas) y/o en el suelo (terrestres) (Dressler, 1994). El epifitismo es muy importante en
bosques y selvas para atrapar nutrientes gracias a sus estructuras especializadas (Caneva,
1990; Abdelnour-Esquivel & Mufioz-Bustos, 1999). Esta diversidad de especies de
orquideas y su colonizacion de varios ecosistemas probablemente es el resultado evolutivo
de la especializacion promovida por su estrategia reproductiva con polinizadores especificos
y la asociacién en sus raices con hongos formadores de micorrizas (Granados, Lopez,
Hernandez & Sanchez, 2003). Es asi que las orquideas cumplen roles ecoldgicos

importantes en una alta diversidad de ecosistemas.

No obstante las orquideas también poseen importancia desde un punto de vista econémico,
por ejemplo, en Ecuador las orquideas se solicitan principalmente para fines decorativos,
especialmente durante la temporada de Navidad y en mayor medida, por los coleccionistas
extranjeros que pagan precios exorbitantes por las orquideas raras (Cueva & Gonzalez,
2009). Asi mismo, las orquideas producen productos de interés como la vainilla de la cual se
extrae la “tintura de Vainilla y el Elixir de Vainilla“, los mismos que son empleados como
aromatizantes entre otras aplicaciones (Daniel, 1959; Havkin-Frenkel, French, Pak &
Frenkel, 2005). En América del Sur, la produccion de orquideas a gran escala esta limitada
a un corto numero de productores, debido a la ausencia de informacién genética y
protocolos de cultivo in vitro para las especies nativas y endémicas (Cueva & Gonzélez,
20009).

1.2 Sisteméticay clasificacion taxondmica de las orquideas.

La familia Orchidaceae est4 dentro del orden Asparagales (Monocotiledéneas), con un
namero aproximado de 25.000 spp. Las subfamilias mas relevantes son: Epidendroideae,
Orchidoideae, Vanilloideae, Cypripedioideae y Apostasioideae (Figura 1) (Givnish et al.
2015; Jones, 2006).

Hasta el 2009 se describieron 228 géneros y 4023 especies de orquideas en Ecuador,

donde aproximadamente el 40% son endémicas (Jijon & Navarrete, 2007). Entre los géneros



de orquideas mas comunmente cultivadas se destacan Cattleya, Epidendrum, Brassia entre
otras (Landcare Research, 2013).

Especies como: Cattleya iricolor, Galeottia acuminata, Helcia sanguinolenta tomadas para
este estudio se encuentran categorizadas (Figura 1) de la siguiente forma, C. iricolor
pertenece a la tribu: Epidendreae, subtribu: Laeliinae, y género: Cattleya (Lindl, 1824).
Galeottia acuminata corresponde a la tribu: Cymbidieae, subtribu: Zygopetalinae, y género:
Galeottia (Rich & Galeotti, 1945). Helcia sanguinolenta tiene Tribu: Cymbidieae, subtribu:
Oncidiinae, con género: Helcia (Edwards, 1845). Siendo Cattleya una de las de mayor
importancia la cual tiene 50 especies de la subfamilia Epidendroideae (Rittershausen, 2014).

Coryanthes
Macxillaria
Zygopetalum
Oncidium
Eulophi

Carasetum
Cyrtopodium
Cymbidi
Angraecum
Phalaenopsis
Earina
Coclia
Cartleya
Masdevallia
Corallorhiza
Calypso
72— Eria
Y— Phaius
100 [ Liparis
Y— Dendrobium
100 Caelogyne
_E Calopogon
72 = Nervilia
Y— Tropidia
92 = Sobralia
— Triphora
100 — Neottia
L— Listera
100 Rhizanthella
100 Thelymitra
Aa

Epidendroideae

3 00

Chioraea
100 Codonorchis

100 E Corycium
Daciylorhiza

Phragmipedi
100 [~ Vanilia
L— Pogonia

Af

Orchidoideae

S Cypripedioideae
—1 Vanilleae j

=) Pogonieas Vanilloideae

~ O mmmmE Apostasioideae

Figura 1. Filogenia de las principales familias de orquideas dentro del orden Asparagales. Las

especies Cattleya iricolor, Galeottia acuminata y Helcia sanguinolenta se agrupan dentro de la

subfamilia: Epidendroideae (color rosado).

Fuente: (Givnish et al. 2015).



1.3 Generalidades de las orquideas, Cattleya iricolor, Galeottia acuminata, Helcia
sanguinolenta.

Cattleya iricolor: Se caracteriza por ser una orquidea de diferente tamafio, con habitos
epifitos y con pseudobulbos sutiimente comprimidos, llevando por lo general una sola hoja
apical, con forma oblonga, eliptica o aguda (Rchb, 1874). Esta orquidea contiene unas
cuantas flores pequefias aproximadamente de 6.25 cm de largo, por lo general pélidas de
color amarillo pajizo con bandas de color rojo, amarillo y blanco en el labio (Figura 2). Sus
sépalos elipticos y pétalos son libres y extendidas (Rchb, 1874). Esta especie suele poseer
de 6-10 flores con estigma ventral, estas surgen de una vaina duplicada desde un
pseudobulbo el cual se mantiene en la mitad de la hoja. El floreciendo usualmente se da al
final del invierno y la primavera (Rchb, 1874). Cattleya iricolor habita naturalmente en lo alto
de las ramas de los arboles que se desarrollan en elevaciones de 400-1220 m.s.n.m, esta
especie se distribuye geograficamente principalmente en bosques humedos distribuidos a lo
largo de los Andes Orientales del Perlu hasta el Ecuador (Rchb, 1874). Hasta la actualidad
no se han reportado estudios que indiquen sobre la micorrizacion de la especie C. iricolor,
sin embargo varios estudios sugieren datos de micorrizacion para el género Cattleya
(Ovando et al. 2005; Correa & Andrade, 2008; Pefafiel, 2012).

Figura 2. Flores de Catleya iricolor.

Fuente: (Ecuagenera, 2017).

Helcia sanguinolenta: Se define por ser una especie de orquidea epifita, con preferencia
de clima fresco a caliente, con tres pseudobulbos ovoides, alargados, parcialmente
envueltos por vainas que son cuidadosamente envueltos en un rizoma. Esta especie tiene
una flor producida a partir de las axilas de las vainas, con pétalos amarillos incluyendo
grandes manchas rojas, el labio es de color blanco (Figura 3) conocidas como flores
fragantes de larga duracién (Edwards, 1845). Los individuos de esta especie tienen una
Unica hoja alargada, eliptica de 10 a 20 cm de largo (Edwards, 1845; Celi, 2011). Helcia
sanguinolenta mientras crece requiere temperaturas frias especialmente en la noche, lo cual
cambia en el verano cuando requiere una sombra con alta humedad y agua (Hagsater &

Salazar, 1990). Este género y la especie se encuentra principalmente en Ecuador
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(provincias de Bolivar, Loja, Azuay y Chimborazo), Pert y Colombia a elevaciones de 600 a
3000 m.s.n.m, creciendo en bosques montafiosos, (Jorgensen & Ledn-Yanez, 1999).
Conforme a la biliografia revisada Celi (2011) no se reportan datos de micorrizacién para su

especie y género.

Figura 3. Flor de Helcia sanguinolenta.

Fuente: (Ecuagenera, 2017).

Galeottia acuminata: Estas orquideas son epifitas y terrestres, tienen caracteristicas de
crecimiento cilindrico, a veces cénico con rizomas cortos, pero con pseudobulbos oblongos
a ovalados, rodeados por vainas y hojas glaucosas lanceoladas conteniendo un peciolo
(Schweinf, Dressler & Christenson, 1989). Las flores en individuos de esta especie son de
color verde a marrén oscuro con margenes amarillos cerca de los apices de los segmentos,
el labio es marrén, la flor presenta l6bulos laterales pequefios. Las flores (Figura 4) se
agrupan lateralmente de forma arqueada suspendidos en una ramificacién de 32 cm de
largo (Schweinf, Dressler & Christenson, 1989). La distribucidén de la especie y género se da
principalmente en bosques humedos montanos con elevaciones de 1500 a 1850 m.s.n.m,
ubicados generalmente en Ecuador, Perd y Bolivia (Schweinf, Dressler & Christenson,
1989).

Figura 4. Flores de Galeottia acuminata.

Fuente: (Mundiflora, 2017).



1.4 Micorrizay su clasificacion.

Se llama micorriza a la asociacién simbidtica que se da entre hongos especificos y las
raices de diferentes plantas vasculares (Frank, Tafel & Minister, 1885). El hongo o los
hongos que colonizan la raiz se benefician por los carbohidratos producto de la fotosintesis
de sus hospederos, por otra parte la planta aumenta la absorcién de agua, nutrientes y

minerales como el fésforo (Smith & Read, 2008).

Las micorrizas segun su estructura morfolégica se han clasificado en tres tipos principales;

ectomicorrizas, ectendomicorrizas y endomicorrizas (Figura 5) (Escalante & Ofelia, 1995).

Ectomicorrizas (ECM): El desarrollo del hongo se da en los espacios intercelulares de los
tejidos de la raiz, formando la llamada red de Hartig y un manto de hifas en la zona externa,
nunca penetrando en sus células (Figura 5). Los hongos que generan estas micorrizas, son
mayoritariamente basidiomicetes (Brundrett, Merryweather & Moyersoen, 1996; Huertes,
2011). La mayoria de estos hongos son con sombreros carnosos y hongos ascomycetes
llamados trufas (Escalante & Ofelia, 1995). Este tipo de micorrizacién prevalece entre los

arboles de zonas templadas como por ejemplo robles y pinos (Quizhpe, 2014).

Ectendomicorrizas: Son asociaciones formadas entre un nimero limitado de ascomicetos y
los géneros de coniferas Pinus y Larix. Se trata de una colonizacién del tejido de la raiz,
caracteristica de los dos tipos tanto de ectomicorriza como de endomicorriza, no existen ni
vesiculas ni arbusculos, pero si se genera un manto externo y una estructura compleja
altamente ramificada llamada red de Hartig, que luego incorpora hifas intracelulares en
células de la epidermis y en la corteza de la raiz (Figura 5) (Escalante & Ofelia, 1995; Yu,
Egger & Peterson, 2001; Quizhpe, 2014).

Endomicorrizas: Estos hongos micorrizicos son caracteristicos en todos los suelos del
mundo, estando presentes en forma natural, exceptuado los suelos donde el hombre ha
inducido alta perturbacion (Figura 5) (Escalante & Ofelia, 1995; Huertes, 2011).

Las endomicorrizas acorde a sus estructuras formadas por su tipo de colonizacién, y a la
alta diversidad de especies vegetales y fangicas que estan involucradas en este tipo de
asociacion, se dividen en varios subtipos; vesiculo-arbusculares, ericoides, arbutoides,

monotropoides, orquidoides (Figura 5) (Moreno & Read, 2004).

Micorrizas vesiculo-arbusculares (VAM): Se da la asociacion entre la planta y el hongo,
donde el hongo forma generalmente vesiculas y arbusculos que son las estructuras donde

se realiza el intercambio de carbono y fésforo, a su vez los hongos transfieren amonio a la
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planta huésped (Figura 5) (Cuenca et al. 2002; Koegel, Brulé, Wiemken, Boller & Courty,
2015). Las VAM son generadas por hongos del filo Glomeromycota (Brundrett et al. 1996).
Estos hongos son probablemente taxones primitivos relacionados con Zygomycetes
(Gémez, Portugal, Arriaga & Alonso, 1994; Navarro, 2004).

Micorrizas ericoides: Representa un tipo Unico de micorrizas, confinadas a varias familias
de plantas del orden Ericales, con hongos Basidiomicetes. Su asociacion incluye la
colonizacion de las células de la epidermis y carecen de crecimiento secundario, dandose la
formacion de un complejo de hifas ramificadas que penetran en las células para formar
ovillos (Figura 5) (Brundrett et al. 1996; Cairney & Ashford, 2002; Huertes, 2011; Ortiz,
2012).

Micorriza arbutoides: Estas micorrizas tienen un manto, una red de Hartig y forman
complejos hifales intracelulares confinados a la epidermis presentando un manto externo
junto con hifas que penetran a las células para formar rulos. Son hongos Basidiomicetes
(Figura 5) (Molina & Trappe, 1981; Ortiz, 2012).

Micorriza monotropoides: Es la que posee presencia de hifas septadas desarrollando
manto, red de Hartig y colonizacién intracelular de sus células epidermales. Por lo que esta
simbiosis tiene lugar principalmente con hongos Basidiomicetes (Figura 5) (Santos, 2009;
Luna & Ruiz., 2014).

Micorrizas orquidoides o micorriza de ovillo: Son caracteristicas de la familia
Orchidaceae. Esta asociacion se da con hongos Basidiomicetes donde la mayoria de los
hongos que participan en esta asociacion se han clasificado por sus anamorfos dentro de un
grupo artificial denominado forma-Rhizoctonia, los cuales poseen fases teleomorfas
pertenecientes a los O&rdenes Cantharellales; (Tulasnellales y Ceratobasidiales),
Atractiellales y Sebacinales (Sneh et al. 1991; Otero, Ackerman & Bayman, 2004; Suarez,
Weil3, Abele, Oberwinkler & Kottke, 2008; Kottke et al. 2010; Piepenbring, 2015). Por lo
general estos hongos se encuentran en las células corticales de las raices de las orquideas
y forman estructuras denominadas pelotones (ovillos) (Figura 5) que sirven para el
intercambio de nutrientes y minerales (Dearnaley, 2007). En algunos casos las hifas
fungicas solo colonizan raices jovenes, excepto en orquideas, en las que el hongo puede
infectar células del tallo. Siendo la planta quien realmente controla la intensidad de la
simbiosis, por el crecimiento de su raiz, pero también por la digestion en la fase de
intercambio nutritivo (Smith & Read, 2008). Las micorrizas de orquideas son diferentes de
otros tipos de micorrizas, en el que el hongo probablemente recibe poco o casi nada desde
la planta (Smith & Read, 2008; Rasmussen & Rasmussen 2009; Selosse & Roy 2009).

En estudios de micorrizas de orquideas en bosques tropicales montanos del sur del Ecuador
se han reportado los 6rdenes Cantharellales (Tulasnellales - Tulasnella), Sebacinales y
11



Atractiellales como los principales formadores de esta asociacion simbiotica, donde el
género Tulasnella se constituye como el hongo mas cominmente encontrado (Suarez et al.
2006, 2008; Kottke et al. 2010).

El género Tulasnella particularmente en aislamientos in vitro se caracteriza por generar
estructuras asexuales denominandolo asi como género Epulorhiza el mismo que es una
clasificacion artificial dentro del grupo forma-Rhizoctonia (Kristiansen, Freudenstein,
Rasmussen & Rasmussen, 2004; McCormick, Whigham & O’Neill, 2004; Shefferson, Weil3,
Kull & Taylor, 2005; Kottke et al. 2008).
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Figura 5. Esquema demostrativo para los diferentes tipos y subtipos de micorrizas.

Fuente: (José Miguel Barea Navarro, 1998).

1.5 Importancia ecolégica de las micorrizas de orquideas.

Ecolégicamente las micorrizas de orquideas colaboran directamente con la germinacion,
establecimiento y desarrollo de orquideas contribuyendo asi a su conservacion (Dearnaley,
2007; Jacquemyn, Honnay, Cammue, Brys & Lievens, 2010; Soriano, Martinez & Segundo,
2012; Nurfadilah, Swarts, Dixon, Lambers & Merritt, 2013). ElI motivo de la presencia de
determinados géneros de hongos micorrizicos, puede relacionarse con la altitud y las
condiciones climaticas, siendo las micorrizas las mas esparcidas en el mundo (Bayman &
Otero, 2006; Suérez et al. 2006; NCYT, 2017). Asi mismo, la micorrizaciéon incrementa los
niveles de fitohormonas en los tejidos de las plantas lo que provoca que el hongo exude al

medio sustancias con actividad auxinica, giberelinica y citoquininica, mejorando la
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germinacion de semillas de orquideas en la naturaleza (Barea, 1985; Pfleger & Linderman,
1994; Moncalvo et al., 2006; Porras Alfaro & Bayman, 2007; Ming et al. 2014).

A su vez, la micorrizacién contribuye en su estado nutricional transfiriendo a través de la
matriz interfacial, producido entre el pelotén de hongos y la membrana celular de orquideas,
los nutrientes como el carbono (C), el fésforo (P) y el nitrégeno (N) a la planta (Bougoure et
al. 2013; Kuga, Sakamoto & Yurimoto, 2014). Por otra lado, las orquideas fotosintéticas
exportan azucares y solo recibe P a través del hongo por las membranas intactas (Cameron,
Leake & Read, 2006). Siendo la simbiosis micorrizica de gran importancia debido a que los
micelios externos del hongo ayudan en la asimilacién de nutrientes como son: Zinc (Zn),
Azufre (S), Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Manganeso (Mn) y N por la planta,
favoreciendo de esta manera para su mejor desarrollo y funcién, debido a la fijacion del
nitrégeno atmosférico (Plenchette, 1982; Alarcon & Ferrera, 2000). Sin embargo, los niveles
altos de metales pesados como; aluminio (Al), cobre (Cu) o hierro (Fe), parecen tener un

efecto negativo sobre las simbiosis de las micorrizas (Hepper & Warner, 1983).

Sin duda alguna los hongos micorrizicos de orquideas tienen la capacidad de utilizar
diferentes fuentes de N, donde la mayoria de las orquideas fotoautoétrofas tienen una
comunidad diversa de hongos micorrizicos de orquideas en sus protocormos Yy raices,
incluyendo a menudo especies de Tulasnella y Ceratobasidium los cuales se desarrollan de
mejor forma en las fuentes de N organico (e. g. glutamina, acido glutamico y amonio NH4+)
empleados como parte de medios sélidos que se aplican en experimentos de germinacion y
crecimiento de orquideas in vitro (Gress, Nichols, Northcraft & Peterjohn, 2007; Leigh,
Hodge & Fitter, 2008; Jacquemyn, Honnay, Cammue, Brys & Lievens, 2010; Ercole et al.
2013; Fochi et al. 2017).

Adicionalmente la simbiosis micorrizica reduce el estrés de las orquideas en periodos de
falta de agua (sequia), por falta de nutrientes, cambio de pH del suelo o por metales téxicos
(Otero & Bayman, 2009; Aguilar & Martinez, 2011).

1.6 Ensayos de germinaciéon de semillas de orquideas in vitro y su problemética al no

poseer hongos micorrizicos especificos.

Para la germinacion de semillas in vitro, se pueden utilizar frascos de vidrio o plastico que
contenga un medio nutritivo especifico para que estas germinen y desarrollen plantulas
normalmente (McKendrick, 2000). Es asi que el cultivo in vitro permite una rapida
multiplicacion de especies sin necesidad de hongos micorrizicos (Martinez et al. 2003).

Es asi que se han generado dos tipos de germinacion: el primero la germinacion asimbi6tica

y el segundo la germinaciéon simbidtica (McKendrick, 2000).

13



Al hablar sobre germinacion asimbidtica, nos referimos a la ausencia de hongos simbi6ticos
u hongos especificos (Mosqueda, Camero, Lazaro & Hernandez, 2010). En este tipo de
germinacion no existe la ayuda del hongo, por lo que el medio requiere contar con los
nutrientes organicos e inorganicos necesarios para que las semillas de la planta germine y
se desarrolle por completo (McKendrick, 2000), convirtiéendose en un tipo de germinacion
mas compleja que la germinacion simbidtica. Este tipo de germinacion es frecuentemente

empleada en la propagacion de orquideas tropicales (McKendrick, 2000).

Por otro parte, la germinacion simbiética implica que el hongo coloniza las semillas
estableciendo una relacién simbidtica (Cueva, 2014). El propdsito de esta simbiosis, es que
los azlcares necesarios para la germinacion y primordialmente para el desarrollo del
protocormo sean proporcionados por el hongo (Weber & Webster, 2001). El beneficio de
utilizar un medio simple como por ejemplo avena en polvo, con una minima cantidad de
extracto de levadura, permite la propagacion de orquideas terrestres en zonas templadas,
teniendo como resultado plantas micorrizadas mas resistentes y fuertes (McKendrick, 2000).
Sin embargo, el inconveniente es la seleccion y obtencién del hongo especifico o adecuado
para que se establezca la simbiosis (Villalobos & Thorpe, 1991). Muchos estudios como el
de Herrera (2011) se mostraron fallidos en la obtenciéon de aislamientos puros de hongos

micorrizicos de orquideas.
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2.1 Metodologia.

2.1.1. Especimenes de hongos.

Los hongos micorrizicos que se utilizaron en este trabajo fueron aislados por Alzbetha
Novotna y almacenados in vivo en medio PDA a 4°C en el cepario HUTPL. Tres de las
cepas corresponden a Tulasnella spp., donde la cepa (Stelis sp Q3) aislada desde la
orquidea Stelis sp., la cepa (SS2A) aislada desde la orquidea Stelis superbiens, y la cepa
0030AN aislada desde Elleanthus aurantiacus. Por otra parte, las dos cepas de
Ceratobasidium spp., corresponden a la cepa (209A) aislada desde Cyrtochilum myanthum,

y la cepa (0544x) aislada desde Cyrtochilum sp.

2.1.2. Especimenes de orquideas.

Se adquirieron 900 plantulas de tres especies de orquideas epifitas (300 por especie). Las
especies son Catleya iricolor, Galeottia acuminata y Helcia sanguinolenta. Las plantulas de
orquideas estaban desarrolladas hasta los 20 dias desde su germinacion, en botellas de
vidrio estériles con medio sélido enriquecido libres de la presencia de hongos. Las plantulas
contaban aproximadamente con dos hojas laterales para cada especie de orquidea. Estas

plantulas se adquirieron desde la empresa Ecuagenera (Orquideas de Ecuador-Cuenca).

2.1.3. Procedimiento y disefio experimental.

2.1.3.1. Siembra de hongos y plantulas de orquideas (réplicas y tratamientos).

Las cepas de los cinco hongos (Stelis sp Q3, SS2A, 0030AN, 209A, 0544x) fueron
cultivadas en medio PDA, luego se replicaron en condiciones de asepsia a frascos de vidrio
gue contenian medio de agar avena OMA (4 g. de agar y 3.7 ¢g. de avena en 500 ml de agua
destilada). Se hicieron 25 replicas (repeticiones), para los cinco hongos mas sus respectivos
controles negativos sin hongo micorrizico, sumando un total de 150 frascos en el estudio.
Los hongos en todos los frascos se llevaron a incubacion a 23° C por un periodo de siete
dias.

Una vez transcurrido este periodo de tiempo y observando que el hongo haya crecido en su
totalidad o la mayoria del &rea del frasco, se procede con la siembra de las tres especies de
las plantulas de orquideas (Catleya iricolor, Galeottia acuminata, y Helcia sanguinolenta) en
cada frasco (Tabla 1).

Previo a la inoculacién de las plantulas de cada especie de orquidea se realizé una limpieza

superficial y medicién de todas las plantulas, donde el proceso consisti6 en colocar 10
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plantulas en frascos con agua estéril durante 3 min con movimientos circulares, finalizando
con un secado de las plantulas en papel filtro esterilizado.

Una vez secas las plantulas se tomaron mediciones de cada uno de las plantulas sobre una
hoja milimetrada, asi como varias caracteristicas que se constituirdn en las variables de
nuestro estudio. Asi, por ejemplo: peso semi-seco de las plantulas (PP), largo de las
plantulas (LP), nimero de hojas (NH), largo de las raices (LR), niumero de raices (NR), y
pesadas en la pesa (g). Todos los datos registraron y se dieron seguimiento en una hoja de

calculo Excel.

Las plantulas sembradas o inoculadas junto con los hongos se mantuvieron bajo incubacién
a 23°C durante seis meses con un foto-periodo de 12 horas con luz y 12 horas sin luz. Al
cabo de los seis meses se volvieron a tomar nuevas mediciones de las cinco variantes ya
antes mencionadas con el fin de evaluar el efecto de los hongos micorrizicos sobre el
desarrollo de las plantulas de las tres diferentes especies de orquideas. Los tratamientos y

replicas se detallan en la siguiente (Tabla 1).

Descripcién de tratamientos y replicas para los diferentes frascos de medio (OMA)
conteniendo los hongos micorrizicos y plantulas de las orquideas inoculadas
Tulasnella spp. Ceratobasidium
=PP- Total, de
F
Stelis | SS2A | 0030 | 0544x | 209A (Replicas).
sp Q3 AN Control
150f x 2
plantulas =
Cattleya 25f 25f 25f 25f 25f 25f 300.
iricolor.
Galeottia 25f 25f 25f 25f 25f 25f 150f x 2
Acuminata. plantulas =
300.
Helcia 25fF 25fF 25fF 25fF 25fF 25fF 150f x 2
sanguinolenta. plantulas =
300.
450f x 2
plantulas =
900.
Tabla 1. Disefio simple aleatorio. (f) = Frascos. Consistié en cinco especies, Hongos + control =
6 x 25 fraos x 3 spp. Orquideas = 450 frascos x 2 plantulas = 900 plantulas del experimento.
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2.1.4. Evaluacién de colonizacion de raices de orquideas.

La colonizacién de hongos en las tres especies de orquideas para todos los tratamientos y
replicas se evalué mediante la revision totalmente observacional mediante microscopia a un
aumento de 40x y 100x, donde se buscé la presencia de pelotones (ovillos) de hifas en las
células corticales de las raices.

Para esta observacion se efectué previamente al menos tres cortes transversales de las
raices de todas las orquideas en los tratamientos, réplicas y controles. La visualizacién de
hifas requiri6 de una tincion con azul de metileno al 0.05 %. Las observaciones

microscopicas se registraron en fotos.

2.1.5. Andlisis de datos.

Para analizar los datos de los efectos de los hongos sobre las variables en las orquideas
antes mencionadas se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA), seguido de una prueba de

comparacion multiple post-hoc Tukey HSD (Garcia, Portillo & Cezén, 1993; Pasin, 2014).
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3.1 RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1.1. Colonizacion.

La colonizaciébn de hongos tanto de Tulasnella spp., como Ceratobasidium spp., se
evidencio al observar la presencia de hifas fungicas dentro de las células corticales en un
100 % de plantulas sobrevivientes de los especimenes de Cattleya iricolor, Galeottia
acuminata y Helcia sanguinolenta. La caracteristica de las hifas fue que estaban formando
pelotones y otras solamente colonizaban el velamen de la raiz sin dafio evidente de los
tejidos de las raices (Figura 6. A, B, C). La evidencia de colonizacion del hongo a las raices
de las tres especies de orquideas nos sugiere una compatibilidad de algunas cepas de
Tulasnella spp., y Ceratobasidium spp. No se evidencié dafio en los tejidos como ya se
reporté en varios trabajos de micorrizacion de orquideas (Dearnaley, 2007; Smith & Read,
2008; Dearnaley et al. 2012). Sin embargo, esto no es indicador de especificidad entre los
hongos y las orquideas evaluadas, debido a que in vitro puede existir un forzamiento de

ingreso de los hongos hacia las raices de las orquideas (Cevallos, 2012).

Figura 6. Colonizacion positiva de hongos micorrizicos. A) Hifas de la cepa Stelis sp Q3 de
Tulasnella sp. dentro de células corticales de la raiz de Cattleya iricolor (flecha amarilla). 100x. B)
Pelotones de hifas de la cepa 0544x de Ceratobasidium en células corticales de raiz de Galeottia
acuminata (flecha amarilla), 40x. C) Hifas de la cepa 0030AN de Tulasnella sp., en células corticales
de raiz de Helcia sanguinolenta (flecha amarilla), 100x. A, B y C) Coloracién azul debido a la tincion

con azul de metileno.
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3.1.2. Anédlisis de las variables en los ensayos hongos vs orquideas.

Al evaluar las diferentes variables (Peso de plantulas PP; largo de plantulas LP; Nimero de
hojas NH; Numero de raices NR; Largo de raices LR) de manera predominantemente se
muestra que las especies del género Tulasnella favorecen algunas de las variables en las
especies de orquideas teniendo un efecto positivo. Por ejemplo, en Cattleya iricolor las
variables, PP, LR, NR y en Helcia sanguinolenta las variables, PP, LP, NR, respectivamente
(Figura 7 y 8). La variable PP se muestra incrementado significativamente en Cattleya
iricolor lo que aparentemente esta directamente relacionado al incremento del LR y NR en
las plantulas. Por otra parte, las plantulas de H. sanguinolenta también tuvieron un
incremento en el PP, pero correlacionado con el incremento LP y NR. Las orquideas
pueden reaccionar diferentemente segun la presencia de hongos especificos como
Tulasnella o Ceratobasidium (Otero et al. 2002) asociados para su germinacién, desarrollo y
establecimiento de orquideas debido a la activacion y represion de diferentes genes (Zettler,
Corey, Jacks, Gruender & Lopez 2013).

El efecto positivo 0 negativo de las diferentes cepas de hongos con respecto de sus

hospederos se detallan a continuacion acorde a la especie de orquidea.

3.1.2.1. Cattleya iricolor.

Nuestros resultados muestran que algunos hongos micorrizicos del género Tulasnella
pueden influenciar positivamente en el desarrollo de las orquideas segun su especificidad,
por ejemplo las variables de PP se ven aumentadas en Cattleya iricolor con
aproximadamente 0,5 g, y un incremento en el LR de 2 mm al ser tratadas con las cepas
Stelis sp Q3 y SS2A, asi mismo estas cepas influenciaron el NR donde en promedio se
incrementaron 2 raices mas por plantula al compararlas con el control (Figura 7. A, D, E).
Las dos cepas de Tulasnella spp., no tuvieron un valor significativo para el resto de las
variables analizadas (Figura 7. A, D, E). Los efectos positivos anteriormente mencionados
pueden deberse a que algunas especies de Tulasnella si tienen afinidad con miembros del
género Cattleya como lo menciona Galvez Garcia et al. (2000).

Adicionalmente la relacion de cepas de Tulasnella spp., con la especie Cattleya iricolor
puede probablemente ser factible ya que las cepas evaluadas fueron aisladas desde
orquideas Stelis spp., las mismas que pertenecen a la familia; Orchidaceae subfamilia;
Epidendroideae y tribu; Epidendreae, similar a la especie Cattleya iricolor. Adicionalmente, la
compatibilidad de Tulasnella spp. con Cattleya iricolor se puede deber a que el género
Tulasnella se reporta como el mayor colonizador de especies de orquideas en bosques
tropicales (Suérez et al. 2006; Kottke et al. 2010) donde también se desarrolla Cattleya

iricolor la cual no ha sido exhaustivamente estudiada. Asi mismo hay otros estudios como el
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de Dearnaley et al. (2007), en el cudl se indica que especies de Tulasnella como por
ejemplo Tulasnella calospora puede formar micorrizas con mas de una orquidea inclusive en
diferentes partes del planeta (e. g. Europa, América del Norte, América del Sur, Australia y
Asia). Otros estudios ya determinan que Tulasnella spp. aportan significativamente en el
desarrollo de plantulas de orquideas (Otero et al. 2002). De igual forma autores como
Martos et al. (2012), sugirieren a Tulasnella como el principal linaje de hongos implicados en
la simbiosis de micorrizas de orquideas.

Por otra parte, la cepa Ceratobasidium codigo 0544x no presenté un efecto positivo con
respecto al control, en tres de las variables analizadas. En el PP de Cattleya iricolor se
evidencié un valor inferior en aproximadamente 0,5 g, ademas, en el NH se observé menor
cantidad de hojas, 5 hojas por plantula y adicionalmente el LR presento una inferioridad de
10 mm respecto del control. Porras-Alfaro & Bayman (2007) en su estudio indica que varios
hongos micorrizicos que se evaluaron en su experimento no presentaron una buena relacion
con el género de orquidea Vanilla lo cual repercutié en el buen desarrollo de las plantulas
especialmente en el didmetro, el numero de hojas. Estos resultados son similares a los
nuestros especialmente respecto de la especie Cattleya iricolor ya que coincidentemente se
tratan de las mismas variables (Figura 7. A, C, E).
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Figura 7. Analisis de las caracteristicas fenotipicas de Cattleya iricolor. Variables: A). PP; B). LP;

C). NH; D). NR; y E). LR. Cada una de las variables esta en funcién de las cinco cepas de hongos
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(Stelis sp Q3, SS2A, 0030AN, 209A, 0544x) versus el control. El p-valor del ANOVA se indica por
cada grupo de datos. Los valores de significancia de la prueba de Tukey HSD se sefialan sobre los
boxplot: * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001).

3.1.2.2. Helcia sanguinolenta.

En cuanto a Helcia sanguinolenta, se muestra que la cepa de Tulasnella spp. 0030AN, fue la
mejor especie de hongo asociada influyendo significativamente en las variables PP con un
aumento de 0,7 g, en el LP con un aproximado de 6 mm y en NR con un incremento cercano
a 5 raices siendo superiores a los datos obtenidos en el control (Figura 8. F, G). Por otra
parte, el efecto del hongo micorrizico en las demas variables no tuvo valor significativo en

comparacion con el control.

La factibilidad de la especie de Tulasnella al asociarse con la orquidea Helcia sanguinolenta,
puede deberse a la cercania de relacion taxondémica existente entre Helcia sanguinolenta y
Elleanthus aurantiacus cuya orquidea es de donde se aisl6 el hongo micorrizico. Ambas
orquideas con afinidad de receptar al hongo micorrizico pertenecen a la familia;
Orchidaceae, Subfamilia; Epidendroideae. Adicionalmente se fortalece la hipétesis que las
especies de Tulasnella son los micobiontes mas comunes asociados a orquideas

especialmente en los tropicos (Suarez et al. 2006; Kottke et al. 2010).

Sin embargo, la especie de Tulasnella con la cepa SS2A presento valores negativos
respecto de los controles para las variables, NR con valores menores de aproximadamente
3 mmy el LR donde el valor fue inferior con al menos 3 mm aproximadamente (Figura 8. I,
J). Por lo que esta cepa de Tulasnella no se muestra beneficiosa para el desarrollo de las

plantulas de la especie Helcia sanguinolenta.

Por otro lado, la orquidea Helcia sanguinolenta también se mostré con afinidad de receptar a
la cepa Ceratobasidium sp. 0544x, con la que se obtuvo un efecto significativamente positivo
sobre la variable PP donde el valor elevado fue de aproximadamente 0,7 g frente a los
valores para el control (Figura 8. F). Este resultado se correlaciona con otros estudios como
por ejemplo, Segovia et al. (2012) donde se menciona que los hongos micorrizicos
benefician varios aspectos del desarrollo de la planta como: altura y numero de hojas. El
hongo Ceratobasidium influye positivamente en la variable PP, pero su significancia es
menor, dado que presenta disminucion en la variable NH por parte de las cepas 0544x y
209A (Figura 8. H), siendo Tulasnella spp., el hongo micorrizico que presenta mas eficacia
en comparacion con el aporte a las variables de la planta, esto puede deberse que la forma

en gue actlan las especies de estos dos géneros de hongos Tulasnella y Ceratobasidium es

23



probablemente diferente por lo que el mecanismo de intercambio de nutrientes y minerales
para desarrollo de las plantulas y su expresién fenotipica difiere (Porras-Alfaro & Bayman,
2007).
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Figura 8. Andlisis de las caracteristicas fenotipicas de Helcia sanguinolenta. Variables: A). PP;
B). LP; C). NH; D). NR; y E). LR. Cada una de las variables esta en funcién de las cinco cepas de
hongos (Stelis sp Q3, SS2A, 0030AN, 209A, 0544x) versus el control. El p-valor del ANOVA se indica
por cada grupo de datos. Los valores de significancia de la prueba de Tukey HSD se sefialan sobre
los boxplot: * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001).

3.1.2.3. Galeottia acuminata.

Al evaluar la especie de Galeottia acuminata con el hongo Ceratobasidium spp., cepa 0544x
y la cepa 209A, se presentd un efecto positivo significativo (Figura 9. K), donde se aumenté
aproximadamente 0,10 g y 0,20 g en el PP respectivamente segun la cepa muy superiores a
los valores obtenidos para los controles. En cuanto a los otros hongos micorrizicos no
presentaron significancia alguna con respecto al control en las diferentes orquideas. Datos
similares a estos resultados fueron obtenidos por Otero, Aragdn & Ackerman (2007) donde

se resalta que especies del género Ceratobasidium son beneficiosos como hongo
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micorrizicos para una amplia diversidad de orquideas principalmente en variables como

altura de la planta, masa y longitud de raices (Ordofiez, 2012).

Aparentemente la correlacion entre la familia; Orchidaceae, Subfamilia; Epidendroideae y
tribu; Cymbidieae tanto para la especie Galeottia acuminata y Cyrtochilum spp. de donde se
asilaron las cepas de Ceratobasidium spp. 0544x y 209A sugiere que la cercania en grupos
taxondmicos podria estar influenciando en la asociacion de hongos micorrizicos y sus

hospederos.

Aungque no se tengan suficientes datos para sugerir que este género de Ceratobasidium
tenga una preferencia hacia esta especie de orquidea, estudios Kennedy et al. (2011)
indican que éstos hongos son los primeros simbiontes micorrizicos en especies de la

subfamilia; Epidendroideae (Kennedy et al. 2011).

Por otra parte, la especie de Tulasnella con la cepa SS2A presento valores negativos
respecto de los controles para las variables, LP con valores inferiores de aproximadamente
3 mm y el LR donde el valor fue inferior con al menos 4 mm (Figura 9. L, O). Es asi que
esta cepa de Tulasnella no se muestra beneficiosa para el desarrollo de las plantulas de la

especie Galeottia acuminata.
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Figura 9. Andlisis de las caracteristicas fenotipicas de Galeottia acuminata. Variables: A). PP;
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B). LP; C). NH; D). NR; y E). LR. Cada una de las variables esta en funciéon de las cinco cepas de
hongos (Stelis sp Q3, SS2A, 0030AN, 209A, 0544x) versus el control. El p-valor del ANOVA se indica
por cada grupo de datos. Los valores de significancia de la prueba de Tukey HSD se sefialan sobre
los boxplot: * (p < 0.05), ** (p < 0.01), *** (p < 0.001).

Los resultados de nuestra investigacion presentan de forma preliminar que varios de los
hongos micorricicos aislados pueden tener un comportamiento simbionte con especies de
orquideas, aunque no fuesen aislados de estas. Todo esto parece confirmar la posibilidad
de una relacién simbiética hongo-orquidea, de manera inespecifica, dejando la hipétesis que
muchos hongos micorrizicos sean generalistas colonizando otras orquideas como ya se
menciona en algunos estudios (Warcup & Talbot, 1967; Brundrett, 2004; Suéarez et al. 2006;
Cueva & Gonzalez, 2009 Chutima, Dell & Lumyong, 2010). Asi mismo, Porras-Alfaro &
Bayman (2007) estudiando orquideas del género Vanilla, reporté un mayor porcentaje de
germinaciéon de semillas cuando estas se inocularon con hongos provenientes de otras
orquideas, descartando la especificidad por lo menos a nivel de especie por parte de los

hongos micorrizicos.

Nuestros resultados son importantes al demostrar que los hongos tanto Tulasnella o
Ceratobasidium de alguna forma colaboran en el desarrollo de las orquideas, por ejemplo,
en el incremento del peso y del numero de raices. Es asi que es de vital importancia
continuar con estudios de especificidad de hongos micorrizicos con pruebas in vitro que
permitan la generacién de datos concluyentes que a su vez nos lleven a la creacién de
nuevas estrategias para la conservacion y reinsercién de orquideas en su habitat natural
(Dixon, 2003).
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CONCLUSIONES.

Las especies de Tulasnella y Ceratobasidium analizadas se muestran generalistas al
colonizar especies diferentes de orquideas de las que fueron aisladas.

Tulasnella spp. se constituyen en los hongos mas influyentes significativamente
sobre el desarrollo para las variables: PP, LR, NR y LP en las plantulas de Cattleya
iricolor y Helcia sanguinolenta.

Ceratobasidium spp. influenciaron significativamente sobre la variable PP en la
especie de Galeottia acuminata

Tulasnella spp. y Ceratobasidium spp. colonizaron las células corticales de las
orquideas estudiadas, formando pelotones (ovillos) caracteristicas distintivas de la

simbiosis micorrizica de orquideas.
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RECOMENDACIONES.

Se podria realizar un estudio sobre otros tipos de hongos micorrizicos, que sean
puestos a pruebas con orquideas de la misma especie de la que fueron aislados.
Para trabajos posteriores incluir mas variables como ancho de tallo, peso de frasco
para un analisis mas exacto.

Implementar un Banco de Cepas de hongos micorrizicos de orquideas tropicales que

ya hayan sido identificadas y asi contribuir en la conservacion de orquideas.
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